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Resumen

En el sistema nervioso central de los vertebrados, los ganglios basales (GB) son
estructuras conservadas desde el punto de vista evolutivo. Los GB mantienen la
integridad del circuito sinaptico a lo largo de toda la escala filogenética. El estriado recibe
terminales glutamatérgicas de la corteza cerebral y del tdlamo, donde establecen sinapsis
principalmente con neuronas espinosas medianas de proyeccion (NEM). En especies
filogenéticamente inferiores a mamiferos, la morfologia de las NEM no es muy conocida,
por lo que en este estudio se realizaron observaciones empleando técnicas de
impregnacién argéntica con el método de Golgi, para hacer descripciones de la morfologia
de las NEM del estriado dorsolateral de la tortuga y asi contribuir a la comprensiéon de un
mejor conocimiento de este importante circuito neuronal.

En el estriado de los cordados cerca del 95% son NEM, el otro 5% corresponde a
interneuronas. Las NEM como su nombre lo indica poseen una gran cantidad de espinas
a lo largo de sus dendritas, mientras que las interneuronas, por lo general, son estirpes
neuronales que carecen de espinas, sin embargo el tamafio del soma es, por lo general,
mas grande. En nuestro estudio las NEM del estriado dorsolateral de la tortuga se
caracterizaron por presentar un soma con un eje mayor de 18 + 3.38 um y el eje menor de
15.41 £ 2.92 pm.

Las NEM estudiadas en el estriado dorsolateral (paleostriatum augmentatum) de la
tortuga presentaron diversas formas del soma: 1) esférico, 2) ovoide, 3) fusiforme y 4)
piriforme; siendo mas abundante el esférico. Se determiné si existia algun tipo de
arborizacion presente en las NEM, y aunque se pudieron reconocer principalmente cuatro
distintos patrones de arborizacién (biconico, parcial, planar y estrellado) no fue posible
generalizar las arborizaciones dendriticas observadas con algun patrén en particular.
También se midi6 la extension de los arboles dendriticos, con un diametro mayor
promedio de 386.02 £ 118.09 um; siendo mayor en las NEM de tortuga que lo reportado
para mamiferos. Otras estirpes neuronales presentes en el estriado dorsolateral de
tortuga, se catalogaron como interneuronas, ya que presentaron caracteristicas
morfolégicas similares a las observadas en las interneuronas somatostatinérgicas y las
parvalbuminérgicas de los mamiferos. Por Ultimo la proporcién entre neuronas espinosas
e interneuronas resulté similar a lo reportado para mamiferos.

En el presente trabajo se observa que la morfologia de las neuronas de tortuga
respecto a lo reportado para mamiferos no tiene grandes cambios. Sin embargo, es
importante resaltar que se observaron pequefias diferencias como la extension del arbol
dendritico, el nimero de espinas dendriticas, el didmetro del soma, que sugieren que la
estructura celular en el estriado dorsolateral de la tortuga se encuentra conservada desde
un punto de vista filogenético. Las diferencias observadas pueden deberse a variaciones
en los circuitos sinapticos acordes a los hébitos y al habitat propio de esta especie en
particular. Lo que sugiere la necesidad de estudios tanto morfolégicos como
electrofisiologicos para comprender el proceso que lleva a la formacion de los ganglios
basales en un cerebro de amniota con una corteza de tres capas, como es el caso del
reptil, a un cerebro con una corteza de seis capas, como es el caso de los mamiferos.
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Introduccion

Los ganglios basales son estructuras altamente interconectadas de
ndcleos cerebrales presentes en el prosencéfalo y mesencéfalo de los cordados
(Reiner et al., 1998; Wilson, 2004). Estan asociados de manera muy importante a
las funciones motoras, especialmente de organismos terrestres (Bargas et al.,
1998; Surmeier et al., 2011). Se considera que en los amniotas actuales (reptiles,
aves y mamiferos) los ganglios basales son muy similares entre si, de acuerdo a
las conexiones que establecen los circuitos sinapticos y los neurotransmisores
involucrados, lo cual hace pensar que la evolucién de los ganglios basales en
amniotas estd muy conservada (Marin et al., 1998; Medina y Reiner, 1995;

Reiner et al., 1998).

La porcion dorsal de los ganglios basales consiste en el estriado
(caudado/putamen de los mamiferos), el globo palido (GP, segmento interno del
globo palido en primates GPi), el segmento externo del globo palido (GPe, o
ndcleo entopeduncular en no-primates), el nucleo subtalamico (STN) y la
substancia nigra (SN) (Wilson, 2004). Esta ultima se divide en dos porciones
principales la substancia nigra pars compacta (SNc) en la cual se localizan las
neuronas dopaminérgicas y la sustancia nigra pars reticulata (SNr) formado
principalmente por neuronas GABAérgicas, como se muestra en el diagrama de

la figura 1.

Ademas de las estructuras dorsales de los ganglios basales, que se
relacionan con funciones motoras y asociativas, también se encuentran las

estructuras de la parte ventral de los ganglios basales (estriado ventral o nucleo



accumbens, el palido ventral y el area ventral tegmental) que estan asociadas a

funciones como recompensa a estimulos placenteros (Bolam et al., 1995).
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Figura 1. Principales aferentes y eferentes de los ganglios basales (GB). Compartamentalizacion de la entrada
cortical hacia el nucleo estriado tal como se observa en los mamiferos actuales. Las células de proyeccion de los
estriosomas proyectan hacia la 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). El GPi proyecta hacia el tadlamo ventral lateral, y éste a su vez envia terminales a regiones motoras de la corteza.
El GPe mantiene proyecciones reciprocas con el nlcleo subtalamico (STN), quien a su vez proyecta a la SNr. La SNr
proyecta al tAlamo ventral anterior (VA) y dorsomedial (MD). Estos nicleos 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), &cido-gama-aminobutirico (GABA),
neurotensina (Nt) y sustancia-P (SP). (Tomado de Barral et al., 2001).

Las subdivisiones estriatales y palidales basales estan claramente
presentes en los anamniotas (peces y anfibios) y la mayor influencia de estos
nacleos basales sobre las funciones motoras parece ser ejercida por una via de
salida hacia el tectum (Reiner et al., 1998; Donkelaar, 1998). Por el contrario, en
los amniotas modernos las partes estriatales y palidales de los ganglios basales
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contienen la misma poblacion bésica de neuronas y el circuito funcional también
parece ser muy similar en todos los amniotas, siendo su mayor influencia sobre
las funciones motoras por un circuito de salida hacia la corteza cerebral y el

tectum (Wilson, 2004; Reiner et al., 1998; Donkelaar, 1998).

En general se considera que las principales estructuras presentes en los
ganglios basales ya existian en el cerebro de lo que podemos considerar como
vertebrados inferiores, a partir de los cuales surgieron los demés vertebrados
(Reiner et al. 1998). Esto implica que es posible reconocer, como es que estos
han producido divergencias en algunas de sus estructuras. Los cambios en la
actividad asi como en la citoarquitectura de los ganglios basales han implicado
un gran cambio en el grado de organizacion estriatal durante la transicion

evolutiva de anfibios a reptiles (Marin et al., 1998; Reiner et al., 1998).

En los amniotas los ganglios basales se encuentran localizados en la parte
central o ventral del telencéfalo detrds de las areas corticales, se encuentran
divididos en una parte dorsal o somatica, relacionada con funciones
sensorimotoras y una parte ventral o visceral/limbica, relacionada con las

funciones limbicas (Medina y Reiner, 1995; Marin y Smeets, 1998).

El pallium de los anamniotas que cubre a los ganglios basales, se
convierte en los mamiferos en la corteza de seis capas, mientras que en las aves
y reptiles este tejido es denominado cresta ventricular dorsal (DVR) como puede

observarse en las figuras 2 y 3.

10



Estructura y funcion del Estriado

Hasta hace algunos afios a la regién estriatal se le denominaba
paleoestriado en anamniotas, mientras que en los amniotas se le conoce como
estriado, diferenciando entre paleoestriado y neoestriado, que forma en conjunto
un mecanismo integrador y motor responsable en gran parte de la actividad
estereotipada de estos animales (Marin et al., 1998; Reiner et al., 1998).
Revisiones recientes de la nomenclatura del sistema nervioso denominan a esta
estructura como estriado dorsolateral o simplemente estriado (Fig.3) (Butler y

Hodos, 2005).

T
== Ejirado dorial ™= Eitrlado ventral g j =) P
Palido dorial Palido ventral \—){ B\_/

Figura 2: Sistema dorsal estriatopalidal dorsal y ventral. Los Ganglios Basales se encuentran organizados en un
sistema estriatopalidal dorsal y ventral en todos los tetrapodos. Para cada clase de vertebrado, se muestran dos
secciones representativas transversales del cerebro (A: rostral, B: caudal), ilustra las posiciones relativas de las
estructuras estriatales y palidales. Aunque en la literatura se han dado diferentes nombres a las estructuras homologas,
los mismos colores han sido usados para comparar las regiones en cada tetrapodo, para simplificar la identificacion
escala 1 mm (Modificado de Marin et al., 1998).
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Figura 3: Tamafio relativo del estriado en cordados. Dibujos esquematicos que muestran: Hemisecciones
transversales a través de los Ganglios Basales de tres clases representativas de amniotas: rata (mamifero); paloma (ave)
y tortuga (reptil). En los tres esquemas los ganglios basales comprenden un estriado y un pélido en el telencéfalo central/
o basal, por debajo de las regiones corticales. Nétese la tendencia a centralizar el estriado al incrementar la complejidad
de la corteza en reptiles-aves-mamiferos. Abreviaturas: AC: comisura anterior; DVR: cresta ventricular dorsal y OC:
guiasma 6ptico. (Modificado de Medina y Reiner, 1995).

El neoestriado en los mamiferos consiste en del nacleo caudado y el
putamen, siendo una estructura importante de los ganglios basales intimamente
asociados con las funciones sensorio-motoras del sistema nervioso central
(Chang et al., 1982). En todos los amniotas la parte estriatal de los ganglios
basales es rica en acetilcolinesterasa (AChE) y colin-acetiltransferasa (CHAT) lo
que indica la presencia de neuronas colinérgicas, asi como de sustancia-P (SP),
encefalinas (ENK) y dopamina (DA) (Reiner et al., 1998; Wilson, 2004). Sin
embargo, las diferentes estirpes celulares no parecen estar distribuidas

uniformemente en el estriado de todos los amniotas. Al menos en mamiferos, el
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estriado medial esta organizado en dos tipos de compartimentos distinguibles
neuroquimicamente y morfoloégicamente, los parches o estriosomas y la matriz o
matriosomas (Graybiel, 1990; Wilson 2004). Los parches constituyen cerca del
15% del volumen del estriado. Han sido observados en todas las especies de
mamiferos estudiados. No obstante esto no ha sido demostrado para los
sauropsidos (aves y reptiles), por lo tanto, la compartamentalizacién parece ser
una caracteristica exclusiva de los mamiferos. Los parches asi como las
neuronas de proyeccion son pobres en AChE y calbindina, una proteina que
captura calcio; pero son ricas en receptores a opiaceos tipo mu; en comparacion
con las neuronas de la matriz estriatal. Las neuronas de los parches proyectan
hacia las neuronas dopaminérgicas tegmentales en los mamiferos, sin embargo,
se ha reportado la presencia de AChE, receptores a opiaceos tipo mu y
calbindina (caracteristicas presentes en las neuronas del estriosoma de

mamiferos) en neuronas de proyeccion de aves y reptiles (Reiner et al., 1998).

El estriado es el principal nucleo de entrada de informacion a los ganglios
basales recibiendo aferencias glutamatérgicas de la corteza y el tAlamo asi como
fibras dopaminérgicas de las neuronas del area tegmental (VTA) y la sustancia
nigra pars compacta (SNc) (Bargas et al., 1998; Reiner et al., 1998; Smeets et

al., 2000; Wilson, 2004; Surmeier et al., 2011).

En todos los amniotas estudiados la mayor parte de las neuronas del
estriado son neuronas de proyeccion; es decir, sus axones proyectan fuera de

este nucleo y establecen sinapsis fuera de él; estas neuronas reciben el nombre
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de espinosas medianas (NEM) por el gran nimero de espinas dendriticas, su

neurotransmisor principal es el &cido-y—aminobutirico (GABA) (Fig.4).

Figura 4. Reconstruccion de una neurona espinosa mediana (NEM). Reconstruccion de cortes seriales de una
neurona espinosa mediana del estriado de la tortuga marcada con biocitina mediante el empleo de una camara lucida.
Nétese el gran numero de espinas dendriticas. Tomado de Barral et al.2010.

Existen ademas otras estirpes neuronales que establecen conexiones
con las NEM y con otras neuronas sin proyectar a ningun otro nucleo, formando
los diversos tipos de interneuronas propias del estriado (Bargas et al., 1998;
Misgeld et al., 1979; Kawaguchi, 1993; Wilson, 2004). Sus caracteristicas se han
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determinado por medio de registros electrofisioldgicos, técnicas histolégicas e
identificacion inmunocitoquimica basada en el contenido de neuromoduladores y
neurotransmisores que poseen. En ese sentido se han descrito principalmente
tres tipos de interneuronas, aunque no se ha descartado la posibilidad de que

existan otras estirpes neuronales (Wilson, 2004):

1.- Interneuronas colinérgicas: Constituyen en mamiferos del 1 — 2 %
del total de células del estriado en la rata, expresan la enzima AChE; su soma
mide de 50 - 60 um de diametro y exhiben grandes arboles dendriticos con un
bajo nimero de espinas y con un diametro aproximado de 500 um. Estas
interneuronas constituyen una de las mayores fuentes de acetilcolina del sistema

nervioso central (Wilson, 2004; Kawaguchi, 1993).

2.- Interneuronas que contienen parvalbdmina: Son células sin espinas
que liberan GABA/parvalbumina, su soma tiene un didmetro aproximado de 10 -
30 um, presentan varicosidades en las zonas mas distales del soma y poseen

campos dendriticos locales y extendidos (Wilson, 2004; Kawaguchi, 1993).

3.- Interneuronas somatostatinérgicas: Son neuronas de tipo bipolar y
su soma mide entre 10 - 20 um de diametro, sus dendritas son lisas y rara vez
ramifican, este tipo de interneuronas presentan disparo regular con pronunciada
adaptacion y expresan la enzima sintasa de Oxido nitrico (Wilson, 2004;

Kawaguchi, 1993).

Se han realizado extensos trabajos en los ganglios basales de los

mamiferos, donde se analizan neuronas estriatales con las clasicas técnicas de
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Golgi describiendo varios tipos de células en el gato (Kemp y Powell, 1971a), el

mono (Fox et al., 1971, Difiglia et al., 1976), y la rata (Danner y Pfister, 1979).

Sin embargo, con excepcién de la morfologia somética y dendritica de las
neuronas espinosas medianas, la descripcion y clasificacién de otras neuronas
no se ha comprendido en su totalidad (Chang et al., 1982). Obteniendo como
resultado tres grupos basicos de tamafios sométicos en el estriado de rata. Estos

grupos son:

a) Células grandes con didmetro de soma mayor de 20 pm.
b) Células medianas con didmetro de soma equivalente de 10 - 20 pum.
c) Células pequefias con diametro de 10 pm.
Adicionando ademas caracteristicas morfologicas como: el aspecto de la
superficie de las dendritas (presencia o ausencia de espinas; varicosidades),
longitud dendritica, patrones de bifurcaciones dendriticas y patrones de

distribucion axonal (Chang et al., 1982).

Neuronas estriatales

Como se mencioné las principales neuronas del estriado son llamadas
neuronas espinosas medianas, el soma de estas neuronas oscila entre 12 y 20
pm de diametro; como su nombre lo indica contienen espinas dendriticas, cuyas
cabezas oscilan entre 0.11 pm y 0.95 pm de didmetro y una longitud de 0.35 pm

a 2.80 um, por lo general el cuerpo celular y el inicio de las dendritas primarias
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usualmente estan libres de espinas (Wilson, 2004; Kemp y Powell, 1971b; Plenz

y Wickens, 2010; Surmeier et al., 2011).

En los mamiferos se estima que el 95% de la poblacién de neuronas
estriatales son neuronas espinosas medianas (NEM’s) estas neuronas proyectan
hacia el globo pélido y a la sustancia nigra (SN) y utlizan GABA como
neurotransmisor. Las neuronas espinosas medianas ademas emiten colaterales
gue establecen contactos sindpticos con las dendritas, con espinas de otras
dendritas y el soma de otras neuronas espinosas medianas (Wilson, 2004).
Existen ademds de las NEM en el estriado, algunas interneuronas que también
utilizan GABA como neurotransmisor principal (Wilson, 2004). En la figura 5 se
muestra una fotomicrografia de una de estas interneuronas, pueden apreciarse

las diferencias respecto a las NEM.

Figura 5. Reconstruccion fotomicrografica de una interneurona de mamifero. Reconstruccion microfotografica de
una interneurona tefiida con la técnica de impregnacion argéntica de Golgi. Tomada de Kawaguchi et al., 1995).
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Las interneuronas pueden también ser reconocidas por caracteristicas
morfolégicas como: patron de arborizacion dendritica y axdnica. La arborizacion
axonica puede estar restringida dentro del area ocupada por el campo dendritico
(Wilson, 2004). A las interneuronas se les ha asociado con una funcién en el
estriado como células inhibitorias teniendo asi una modulacion gradual en la

funcion de los ganglios basales (Wilson, 2004).

Avances recientes en el estudio de la estructura de las interneuronas
incrementa la apreciacion del papel inhibitorio en el estriado y por tanto la
modulacibn de la actividad de las neuronas espinosas medianas. La
comprension de los aspectos morfolégicos y fisiologicos de las interneuronas
permitira explorar y determinar como un cambio de la funcién estriatal podria
modificar nuestra concepcion de los procesos de los ganglios basales (Fabri y

Manzoni, 1996; Wilson, 2004; Surmeier et al., 2011).

Las Dendritas

Las dendritas son procesos neuronales que reciben entradas sinapticas
siendo fundamentales en el sistema nervioso, ademas cuentan con
caracteristicas basicas en el nivel molecular, celular y biofisico. (Fiala y Harris,

2008).

A pesar de que los cambios evolutivos en las dendritas no se han
observado directamente, las inferencias acerca de su historia y la relacion puede
ser hecha por los estudios comparativos de los animales vivos. Las neuronas de

diferentes especies o regiones del cerebro pueden tener origenes evolutivos
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similares (homologia) o desempefar papeles funcionales similares (analogia)

(Fiala y Harris 2008).

La evolucion de las dendritas debe ser considerada en términos de la
funcion de todo el sistema, el nivel en el que la seleccion se produce
directamente. Por lo tanto, las dendritas pueden cambiar como resultado de los
hébitos y habitat del organismo, para optimizar una funcion especifica sujeta a
las diversas limitaciones, a nivel celular o de red, o como un subproducto de la
optimizacion de una funcion diferente, o simplemente como resultado de la deriva

genética (Fiala y Harris, 2008).

Dentro de la anatomia comparativa se categoriza ampliamente a las
neuronas segun si aumenta o no su complejidad respecto al tamafio de su
cerebro u 6rganos. Esta afirmacion es enmarcada por primera vez por Santiago
Ramoén y Cajal en 1911: “...Desde la aparicion de los primeros vertebrados,
algunas neuronas individuales o grupos de neuronas se han modificado mas o
menos continuamente, sin llegar al estado actual de refinamiento. Por el
contrario, algunas neuronas permanecen sin cambios durante largos periodos,
parece impermeable a todo el progreso...” (Citado por Fiala y Harris 2008). Asi
pues comprender los principios que rigen los tipos de dendritas que establecen
contactos sindpticos con otras, puede ayudar en la comprension de sus

diferentes funciones en el proceso de la informacion (Fiala y Harris, 2008).
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Desarrollo dendritico

La aparicion de la estructura del arbol dendritico in vivo ocurre en el
contexto del desarrollo funcional del sistema nervioso. Esto es por lo tanto de
importancia extrema para considerar la interaccion entre vias de sefializacion
intracelular y entradas hacia el desarrollo, en la forma de factores de crecimiento,

entradas sinapticas e interacciones con otras células (Fiala y Harris, 2008).

Las dendritas se extienden del cuerpo de la célula y sus diversas
bifurcaciones dan lugar al arbol dendritico, que es estereotipado para los
diferentes tipos de neuronas. Bajo una variedad de condiciones adversas la
estructura del arbol dendritico, asi como de las espinas dendriticas y, en general,
de su plasticidad pueden ser alteradas; por ejemplo, después de la exposicion a
drogas como la cocaina y la nicotina, que conlleva, al menos en humanos, a la

susceptibilidad en enfermedades neuroldgicas. (Fiala y Harris, 2008).

Ramon y Cajal (Citado por Fiala y Harris, 2008) sostuvo que diferencias
filogenéticas entre morfologias neuronales especificas apoyan la relacién entre
complejidad dendritica y el establecimiento de las sinapsis. La complejidad de
muchos tipos de neuronas de vertebrados, incluidas las células cerebelares de
Purkinje, células piramidales corticales, y células mitrales del bulbo olfatorio,
aumenta con la complejidad del sistema nervioso, como se puede ver en la figura
6. Estas diferencias son impulsadas tanto por la necesidad de hacer mas
conexiones como por la necesidad de establecer conexiones con otros tipos de

células en determinados lugares. De acuerdo a lo expresado por Sholl (1956),
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este es el modo de conectividad entre las neuronas que es la propiedad mas

importante en esta diversidad de morfologias (Fiala y Harris, 2008).

Arboles dendriticos

La clasificaciéon de los arboles dendriticos ha sido dificil debido al gran
namero de arborizaciones que ocurren en el sistema nervioso central. Por esta
razén estudios recientes apoyan el esquema simple propuesto por Ramén y
Cajal en donde las neuronas son clasificadas como unipolares, bipolares y

multipolares (Fig.7).

La contribucion de las dendritas para la realizacion de conexiones
sinapticas puede establecer por las bifurcaciones y por la extension de los
dominios espaciales del arbol dendritico en su conjunto como se puede apreciar

enla Tabla 1.1.

Una caracteristica de la bifurcacion del arbol dendritico es el grado en que
ocupan el dominio espacial de su arborizacién. EI numero de los segmentos de
las bifurcaciones caracteriza el grado de ramificacion del arbol dendritico
sugiriendo el crecimiento de procesos neuronales, estableciendo nuevos
senderos de comunicacion entre neuronas y las regiones cerebrales. Por lo cual
recientemente la investigacion ha despertado de nuevo el interés a la posibilidad
de que cambios continuos del arbol dendritico podrian jugar un papel importante

en la funcion cerebral (Fiala y Harris, 2008).
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Figura 6. Comparacion de las dendritas de los vertebrados a través de filogenia. Se pueden aprecian
diferentes tipos de arborizaciones dendriticas en diferentes neuronas en diferentes especies de vertebrados. En (a) se
observa: Célula granular de cerebelo de. Raya de Nicholson et al. 1969; asi como de cazén de Schaper 1898; pinzén
cebra, rata y gato. En (b) Neuronas cerebelares de Purkinje (Nieuwenhuys 1967). En (c) Neuronas simpéticas (Purves

1998). (d) Neuronas piramidales neocorticales (Purves 1998, De Barasa 1960). Los asteriscos (*) indican la posicion de
los axones. Modificado de Fiala y Harris, 2008.
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Figura 7. Diferentes tipos de neuronas de acuerdo a sus patrones de arborizacién. A. Células unipolares
caracteristicas de invertebrados. B. Las neuronas del ganglio de la raiz dorsal de la médula espinal son
seudomonopolares. C. Célula multipolar con un proceso dendritico y uno axénico. D. Célula multipolar con dendritas
emergiendo de toda la superficie del soma. E y F. Variantes de células multipolares (Tomado de Fiala y Harris 2008).

El modelo de arborizacion esta claramente relacionado con la
conectividad, pero también parece contribuir con el campo dendritico, en
particular cuando la dendrita presenta contactos sinapticos (Fiala y Harris, 2008).
Asimismo las especializaciones sindpticas ampliadas en dendritas contribuyen
considerablemente a la conectividad. Estas sinapsis permiten a las dendritas
alcanzar mdltiples sinapsis en un volumen cerebral relativamente pequefio. Sin
embargo, probablemente tiene funciones adicionales relacionadas con el circuito
cerebral (Fiala y Harris, 2008).
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La enorme diversidad en la estructura, la composicién y la plasticidad de
las dendritas y sus especializaciones sinapticas sugieren que las contribuciones
funcionales de estas estructuras y el cerebro sean muy diversas (Fiala y Harris,

2008).

En la tabla 1.2 se analizan las dimensiones tipicas de las dendritas en

algunos tipos de neuronas en los mamiferos.

Se observa el diametro del soma, el nimero de dendritas, el diametro de
las dendritas proximales, el numero de puntos de ramificacion, el diametro de las

dendritas distales, la extension de las dendritas y la longitud total dendritica.

Antecedentes

El hecho de que la mayoria de las neuronas y sus dendritas se hacen mas
grandes y mas complejas conforme el cerebro aumenta, o se incrementa el
tamafio corporal sugieren que la convergencia (el nimero de sinapsis recibidas
por las neuronas) y divergencia (el numero de neuronas en contacto con una
neurona), que contribuyen a la capacidad general integral de procesamiento de
informacion del cerebro solo refleja, al menos en cierta medida, el tamafio total

del campo dendritico (Fiala y Harris, 2008).

Las dendritas de las neuronas espinosas generalmente tienen diametros
entre 0.5 um y 1.0 um presentando sus mayores diametros en las ramificaciones

mas proximas de la dendrita hacia el soma (Wilson et al., 2004). La gran mayoria
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Tabla 1.1. Caracteristicas de Patrones de Arborizaciones Dendriticas

(Modificado de Fialay Harris, 2008).

Patrén

Caracteristicas

Ejemplos

Sin dendritas

El cuerpo de la célula carece de
dendritas

Células de la raiz del ganglio dorsal
Células del ganglio simpatico

Radiacion en huso

Dos dendritas emergen de polos
opuestos del cuerpo de la célula y tienen pocas
ramas

Células Lugaro Células bipolares de
la corteza.

Radiacion esférica

Estrellada

Las dendritas irradian en todas
direcciones de la célula

Neuronas espinosas Neuronas de
nucleos subcorticales Células granulosas
cerebrales

adiacion
laminar

Las dendritas irradian en todas
direcciones dentro de un dominio pequefio del
cuerpo de la célula

Células horizontales de la retina
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Compensacion

Compensacién de dendritas radiales

. Células ganglionares de la retina
del cuerpo de la célula

Las dendritas ramifican del soma Neuronas palidales Neuronas
central o de un dominio en forma de disco reticulares

Las dendritas irradian del cuerpo de la

célula dentro de un cono Células granulosas del bulbo olfatorio

Las dendritas irradian en direcciones Dobles ramas y células piramidales
hacia cada lado de la célula de la corteza cerebral

Una o varias dendritas irradian del

2 i lul Purkinj
cuerpo de la célula en forma de abanico plano Células de Purkinje

de las neuronas presentan dendritas con bifurcaciones, aunque pueden carecer
de ellas. En general las bifurcaciones, cuando las hay, surgen después de las
primeras 20 um. Las dendritas pueden llegar a presentar longitudes de 180 - 240

um sélo en el estriado (Wilson, 2004; Kemp y Powell, 1971b).
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Tabla 1.2. Dimensiones tipicas de dendritas para algunos tipos de neuronas
de mamifero (Modificado de Fiala'y Harris 2008)

Diametro Diametro L. .. .
Lo , Diametro Extension Longitud
Diametro de dela Numero de
Neurona del soma dendrita dendrita untos de dela dela total
R P e L, dendrita dendrita* dendritica
(um) en soma proximal ramificaciéon distal (um) (1m) (um)
(1m) (um) : . :
Célula granulosa 7 4 1 0 02-2 15 60
cerebelo (gato)
Célula amdcrina
(estrellada) 9 1 1 40 0.2-2 120 -
(Rhesus)
Célula granulosa
(Giro dentado) 14 2 3 14 05-1 300 3200
(rata)
Célula piramidal
CAL (rata) 21 - - - - - 11900
Dendritas - 5 1 30 05-1 130 5500
basales
Est.rato - 1 3 30 0.25-1 110 4100
Radiatum
Estrato - - - 15 0.25-1 500 2300
molecular
Célula cerebelar
Purkinje 25 1 3 440 0.8-2.2 200 9100
(conejillo de
indias)
Célula principal
del globo palido 33 4 4 12 0.3-0.5 1000 7600
(Humano)
Célula Meynert
de la corteza 35 - - - - - 15400
visual (Macaco)
D .
endritas - 5 3 - - 250 10200
basales
Der!drltas - 1 4 15 2-3 1800 5200
apicales
Motoneuronas
espinales de 58 11 8 120 05-15 1100 52000
gato

*Distancia media entre el cuerpo hacia las puntas de las dendritas mas largas.
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De acuerdo a Hillman (1979), las dendritas varian no solo en forma sino
también el diametro en toda su longitud. Variaciones en el diametro dendritico
son determinantes importantes tanto de las propiedades eléctricas de
sefalizacion como de propiedades de transporte. Estas funciones podrian por lo
tanto jugar un papel critico en la optimizacion de la forma de las dendritas (Fiala

y Harris, 2008).

En cuanto a los somas se ha descrito que las NEM pueden presentar
varias formas, entre los mas comunes se encuentran: somas esféricos, ovoides,
piriformes o fusiformes de 10-20 um de diametro (Iwahori y Kiyota, 1987). Las
neuronas espinosas del neoestriado en la rata presentan 4 dendritas primarias;
de 5 a 6 dendritas en el gato y de 3 a 8 dendritas en el raton (Wilson, 2004;

Kemp y Powell, 1971b; lwahori y Kiyota, 1987).

Por su parte; Difiglia y colaboradores (1976) en su estudio acerca de los
tipos neuronales en el neoestriado del mono, aplicando la técnica de Golgi,
muestran que existen diferentes tipos de neuronas, que pueden poseer 0 no
espinas dendriticas; y con dimensiones variables en cuanto a diametro del soma

y la arborizacién.

Para clasificar los tipos de poblaciones neuronales y la posible variacion
morfolégica en mamiferos, Andreu y colaboradores (1996) usan el método de
Golgi, tomando en cuenta las variables del soma, del arbol dendritico y el axon.
Estos autores concluyen que existen diferentes grupos neuronales seguin sus
patrones morfolégicos, siendo por ello comparable con estudios previos

realizados en serpientes y lagartijas ya que estos organismos poseen una
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estructura comun en el cerebro de todos los reptiles que es la cresta ventricular

dorsal (DVR).

En el cerebro de algunos reptiles como: serpientes (Boa constrictor, Natrix
sipedon) y tortugas (Pseudemys scripta elegans) se han descrito tres estirpes
neuronales diferentes con base a la localizacion del cuerpo celular (Balaban,
1978), caracteristicas del campo dendritico y orientacion del axén. Asi en las
serpientes, se han descrito las neuronas yuxtaependimales, localizadas cerca del
ventriculo y con arboles dendriticos generalmente pequefios; las neuronas
estrelladas espinosas, encontradas en la cresta ventricular dorsal, y las neuronas
espinosas, cercanas a la region ventral del telencéfalo. En general las tortugas,
poseen los tres tipos neuronales descritos para las serpientes (Andreu, et al.
1996), esto sugiere que algunos tipos neuronales como las neuronas espinosas
de la porciobn medial del telencéfalo se encuentran presentes en grupos
filogenéticamente muy antiguos, y es posible que grupos aun mas primitivos
como podrian se anfibios y peces también presentan estirpes celulares similares,
al menos para el telencéfalo central que corresponde al estriado (Reiner et al.,

1998).

Ademas de los reportes realizados en neuronas espinosas medianas,
también se han hecho estudios donde se ha descrito gran variedad de
interneuronas con diferentes caracteristicas morfologicas, quimicas vy fisiolégicas
(DeFelipe, 1993). Las interneuronas presentan caracteristicas bioquimicas muy
heterogéneas. La aplicacion de técnicas de doble marcaje para visualizar la

localizacion simultanea de varias sustancias (Vicent, et al., 1982), las cuales han
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revelado que una neurona puede expresar uno O varios neurotransmisores.
Posteriormente, el empleo de estas técnicas de localizacién para el estudio de
las interneuronas GABAérgicas mostr6 que pueden expresar varios
neurotransmisores (0 sus enzimas de sintesis) y neuropéptidos [6xido nitrico
sintasa (NOS), tirosina hidroxilasa (TH), colin-acetiltransferasa (ChAT),
somatostatina (SOM), colecistoquinina (CCK), neuropéptido Y (NPY), polipéptido
vasoactivo intestinal (VIP) y taquinina (TK)], asi como diversas proteinas fijadoras
de calcio [calbindina (CB), calretinina (CR) y parvoalbumina] (DeFelipe, 1993;

1997).

Justificacion

El estudio de las caracteristicas morfoldgicas de las diferentes poblaciones
de neuronas del estriado en reptiles como la tortuga es importante, pues nos
permitird establecer diferencias y similitudes con otros grupos de amniotas, asi
como de anamniotas. Si sabemos que los circuitos sinapticos existen
practicamente desde peces hasta mamiferos, resulta de gran relevancia conocer
cuales son las diferencias y similitudes de los componentes de esos circuitos
sinapticos. Tanto en los aspectos fisiologicos como en los morfolégicos. Este
trabajo contribuye a conocer las diferencias anatomicas entre las neuronas
espinosas medianas e interneruonas en el estriado de la tortuga. Lo que

ayudaria a comprender la evolucion de los ganglios basales en los cordados.
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Hipotesis del trabajo

Los ganglios basales en mamiferos, aves y reptiles modernos son muy
similares en cuanto a conexiones y neurotransmisores lo cual sugiere que la
evolucion de estos organismos es muy conservada (Medina y Reiner, 1995;

Reiner et al., 1998; Marin et al., 1998).

Dentro del circuito de los reptiles se ha reportado que éstos presentan las
mismas estirpes neuronales que se han presentado en mamiferos (Reiner et al.,
1998), entre éstas destacan las NEM. Si la evolucion de los ganglios basales
esta altamente conservada, entonces se podria esperar que las NEM de los
reptiles presenten caracteristicas similares a las reportadas para mamiferos, con
respecto a la forma, tamafio y distribucion de las principales poblaciones

neuronales del estriado.

Por otro lado, si la proporcién de neuronas de proyeccidn respecto a las
interneuronas es alrededor de 95 - 5% en roedores y de 97 - 3% en primates
(Wilson, 2004), entonces si cabria esperar en el estriado de las tortugas una
proporcibn de NEM menor al 95 %, y quizds una mayor proporcion de
interneuronas. Por considerar que se trata de un nucleo altamente conservado
entre los amniotas; por el contrario si la proporcién varia entonces los reptiles
pudieran ser el punto de divergencia de la estructura de los ganglios basales

como los conocemos en amniotas.
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Objetivos

Objetivo General

« Describir la morfologia de las principales poblaciones de

neuronas del estriado de tortuga Trachemys scripta elegans.

Objetivos Particulares
% Analizar la citologia del estriado de la tortuga mediante la
técnica de Golgi y determinar de manera preliminar la o las poblaciones

neuronales que conforman este nucleo.

% Determinar la posible existencia de patrones de arborizaciones

dendriticas de las neuronas espinosas medianas de la tortuga.

+ Describir la morfologia de las neuronas espinosas de proyeccion

en el estriado de la tortuga.
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Material y Métodos

Se utilizaron 5 tortugas adultas de la especie Trachemys scripta elegans,

sin distincion de sexo. Los organismos fueron anestesiados intraperitonealmente
con pentobarbital sédico (100 mg/kg), posteriormente fueron decapitados para
llevar a cabo la extraccion de cerebro como ha sido descrito previamente (Barral
et al.,, 2010), excluyendo los bulbos olfatorios y el cerebelo, tomandose el
estriado para procesarlo con el método argéntico de Golgi, para su observacion y

toma de microfotografias para lo cual se utilizé6 un microscopio éptico.

Método de Golgi.
La caracterizacion de tipos neuronales por el método de Golgi nos permite
observar la morfologia de las neuronas (Andreu, et al., 1996). A continuacion se

describe cada uno de los pasos a seguir para esta técnica.

eInduracion del tejido: Las muestras se fijaron en paraformaldehido al
4% y se dejaron por una semana, posteriormente se sumergieron en una mezcla
de tetroxido de osmio (1%) - dicromato de potasio (cuatro partes de 3.5%) por 7
dias a temperatura ambiente.

eImpregnacién argéntica: Las muestras se lavaron con una solucién de
nitrato de plata, para remover el exceso de la solucién de tetréxido de osmio-
dicromato de potasio, una vez realizado esto se colocaron en solucién de nitrato
de plata al 0.75% por un dia.

e Cortes: Para la realizacion de los cortes, se removio el exceso de la
solucion de nitrato de plata con fragmentos de papel filtro y se encastraron en
bloques de parafina. La parte libre de la muestra se bafi6 con alcohol al 95% y se
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realizaron cortes de 120 um de grosor, lubricando constantemente la cuchilla con
alcohol. Los cortes se deshidrataron en dos bafios de alcohol al 96%, dos bafios
de alcohol absoluto y fueron aclarados mediante aceite de esencia de clavo y
xilol (10 minutos para cada paso). Finalmente los cortes fueron montados para su
posterior observacién y toma de microfotografias (Cadmara Moticam 500, Marca

Motic, USA) con ayuda del microscopio optico (Olympus BX-51, Japdn).

Posteriormente se llevd a cabo la seleccion de neuronas y caracterizacion

de variables:

De los cortes obtenidos se seleccionaron muestras aleatorias de al menos
25 neuronas espinosas medianas por cada tortuga, para reconocer la ubicacion
del estriado de la tortuga se utilizé el atlas morfologico del cerebro de la tortuga
(Powers y Reiner, 1980). En la figura 8 se observa el estriado dorso lateral de la

tortuga, con indicaciones sobre los puntos donde se ubican las NEM observadas.

Se utilizaron las siguientes variables para obtener la mayor informacion
posible sobre las NEM dentro de las cuales se encuentran: Soma (eje mayor/eje
menor), forma del soma, extension del arbol dendritico, forma del éarbol
dendritico. Ademas se hace una determinacion preliminar de las poblaciones que

conforman este nucleo.

Los parametros medidos se cuantificaron como medias y errores estandar
de la media (media £ ESM) estableciendo comparaciones entre los organismos
utilizados y con datos reportados en mamiferos por otros autores (Andreau, et al.,

1996).
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Figura 8. El estriado dorsolateral de la tortuga. Esquema que muestra la disposicion del estriado dorso lateral en
el cerebro de la tortuga, el cual estd marcado en gris. (Paleostriatum Augmentatum de acuerdo al atlas de Powers y
Reiner 1980, (Modificado de Barral et al., 2010).

Se tomaron microfotografias de las NEM en diferentes planos y se llevo a
cabo la reconstruccion para una mejor visualizacion de la morfologia de las

neuronas para obtener cada una de las variables estudiadas (Figura 9).

Figura 9. Modo de reconstruccion de las neuronas espinosas medianas. Puede observarse que se toman
microfotografias de la neurona desde distintos planos (lado derecho) para obtener una mejor reconstruccion de la neurona a
observar (lado izquierdo).
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Resultados

Las neuronas localizadas en el estriado dorsolateral de la tortuga resultaron
ser en su gran mayoria NEM (94 de 105). A las cuales se les midieron distintas
variables como: forma del soma, didmetro del soma, extensién del campo
dendritico, forma del campo dendritico; se considero ademas la existencia de otras
estirpes neuronales. Asi como la representacion grafica de cada una de las
variables para comparar con otros estudios ya reportados a través de la

recopilacion de bibliografia.

Descripcion de las neuronas espinosas medianas del estriado de la
tortuga Trachemys scripta elegans.

Las NEM’'s del estriado de la tortuga Trachemys scripta elegans poseen
una cantidad considerable de espinas, presentando una densidad media de 6.37
espinas/10 um (Gonzélez, 2011), el tamafio de los somas oscilé de 15 a 18 um de
diametro y se puede agrupar de acuerdo a su forma en: a) esférico, b) ovoide, c)
piriforme y d) fusiforme. A su vez la densidad de las espinas dendriticas es de 1.56
+ 0.27 espinas/10 um en dendritas primarias incrementdndose a 5.67 + 0.15
espinas por cada 10 um en promedio, conforme se va uno alejando del soma el
namero de espinas se va incrementado, asi mismo su forma también es variable
de una célula a otra. Las dendritas tienen una estructura y una extension (patrén
de arborizacién) diferente en cada una de las células estudiadas, teniendo como
promedio de extension del campo dendritico de 386.02 + 118.09 um y en cuanto a
sus formas, a pesar que son muy irregulares, en general se pudieron distinguir de
acuerdo a lo propuesto por Fiala y Harris (2008, Ver Tabla 1.1) en cuatro tipos

generales: a) Biconica, b) parcial, c) estrellada y d) planar.
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El axén de las neuronas espinosas de tortuga puede originarse de la
dendrita primaria o del soma como lo reportado en mamiferos y su extension no
pudo ser medida en su totalidad debido a la técnica empleada y sobre todo la

longitud tan extensa que tienen los axones.

En general, y tomando en cuenta todos los datos anteriores se pudo realizar

una reconstruccion aproximada de las células (fig.10).

Figura 10. Microfotografia de la principal poblacién de neuronas en el estriado dorsolateral de la tortuga,
neuronas espinosas medianas (NEM’s): Reconstrucciones de microfotografias en donde se observa el soma (Figura
Ay B; flecha vacia), dendritas (Figura A y B; flecha amarilla), bifurcacién (Figura A y B; flecha azul), extension del
campo dendritico (Figura A y B; elipse blanca) y en algunos casos se puede observar el axén (Figura A; flecha negra)

Escala 20 pm.
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Soma
Los somas de las neuronas espinosas medianas de la tortuga Trachemys

scripta elegans presentaron cuatro formas distintas entre las que se encuentran: 1)

esférica (58.51%), 2) ovoide (29.78%), 3) piriforme (8.51%) y 4) fusiforme (3.19%)
(figs.11, 12); donde se observa que la forma predominante es la esférica y la
fusiforme soélo se observo ocasionalmente en NEM. Para el diametro del soma se
tomo el eje mayor (largo) el cual fue de 18 £+ 3.38 um y el eje menor (ancho) de
15.41 + 2.92 um en promedio (fig.13), para cada tipo de soma se encontr6 que los
somas esféricos tenian 18.04 + 0.44 um de eje mayor y 15.78 + 0.38 um de eje
menor; los somas ovoides tenian 19.21 + 0.71 um de eje mayor y 14.89 + 0.67 um
de eje menor; los somas piriformes tenian 18.87 + 1.13 um de eje mayor y 14.98 +
0.78 um de eje menor; finalmente los somas fusiformes presentaron 20.21 + 1.01

um de eje mayor y 14.91 £ 0.52 um de eje menor.

Patrones de arborizacion

Los patrones de arborizacion de las NEM’s del estriado de la tortuga
(Trachemys scripta elegans) no presentaron formas muy bien definidas, sin
embargo se pudieron agrupar en cuatro formas bésicas que son: 1) biconica
(53.19%), 2) parcial (15.95%), 3) estrellada (12.77%) y 4) planar (18.08%).
(Fig.14). Considerando que de acuerdo a la ubicacion de la neurona dentro del
estriado corresponde el patron de arborizacién que presenta para llevar a cabo su
actividad sinaptica con otras neuronas; o bien, pueden llegar a tener una
especializacion en particular por un grupo de células lo que le confiere una forma

determinada.
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Figura 11. Microfotografias de somas de las neuronas espinosas medianas. En la figura se ilustra cada uno de
los somas observados: a) esférico, b) ovoide, c) piriforme y d) fusiforme. Escala 20 um.

Forma del soma
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Figura 12. Gréfica de barras mostrando el porcentaje de cada una de las formas del soma. Se puede apreciar el
porcentaje obtenido de cada una de las formas del soma presentes en el estriado de tortuga.
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Figura 13. Gréfica donde se muestra el diametro del soma. La relacién entre los diametros del eje mayor y el
menor es muy similar entre ellos, lo que sugiere que la forma del soma es muy homogénea. Se muestra el promedio del

diametro del soma.
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Morfologia de arboles dendriticos

La morfologia de los arboles dendriticos se determindé de acuerdo a Fiala y

Harris 2008 (Ver Tabla 1.1), pudiéndose distinguir:

Figura 14. Patrones de arborizacion en neuronas espinosas medianas de tortuga. Tipos de arborizaciones

presentes en neuronas espinosas: a) bicénica, b) parcial, c) estrellada y d) esférica. Escala 20 pm.
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e Arbol dendritico biconico: Cuentan con dos conos dendriticos a ambos

extremos de la neurona, su orientacion es restringida en un solo dominio dentro de
la célula, lo cual puede concluirse como una especializacién para cierto tipo de

células nerviosas. Ver figura 14ay 15.

Figura 15. Neurona con un arbol dendritico biconico. A la izquierda se muestra un esquema de este tipo de
arborizacién (tomado de Fiala y Harris, 2008) mientras que a la derecha se muesta una NEM de tortuga aparentemente
biconica.

e Arbol dendritico parcial: El espacio dendritico se enfoca a un solo extremo de

la neurona. Lo cual hace pensar que neuronas que cuentan con este tipo de arbol

dendritico hacia una sola direccion. Ver figura 14b y 16.

Figura 16. Neurona con un arbol dendritico parcial. A la izquierda se muestra un esquema de este tipo de
arborizacién (tomado de Fiala y Harris, 2008) mientras que a la derecha se muesta una NEM de tortuga aparentemente
parcial.
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e Arbol dendritico estrellado: Este tipo de arborizacion se caracteriza por que

sus dendritas se orientan hacia todas las direcciones de la célula siendo
caracteristica tanto en neuronas espinosas de tortuga como de mamifero. Fig. 14c

y 17.

Figura 17. Neurona con un arbol dendritico estrellado. A la izquierda se muestra un esquema de este tipo de
arborizacién (tomado de Fiala y Harris, 2008) mientras que a la derecha se muesta una NEM de tortuga aparentemente
estrellado

e Arbol dendritico planar: Las dendritas irradian hacia todas direcciones de la

neurona pero en un dominio pequefio dentro de la célula; se puede concluir
gue las dendritas al tener esa distribucion tiene contacto “empalmado” con

otras células observando asi lo opuesto a las células biconicas Fig.14d y 18.

Figura 18. Neurona con un arbol dendritico planar. A la izquierda se muestra un esquema de este tipo de arborizacién

(tomado de Fiala y Harris, 2008) mientras que a la derecha se muesta una NEM de tortuga aparentemente planar.
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Extensiéon del arbol dendritico

La extension del arbol dendritico en las NEM de tortuga fue de 386.02 *
118.09 um en promedio, probablemente debido a la fragmentacion de las células
podria existir cierta variabilidad en la medida tomada en cada una de las neuronas
estudiadas. La extensién de los arboles dendriticos de las NEM de tortuga,
presentan una extension mayor a la reportada para las mismas estirpes

neuronales en mamiferos (fig. 19).
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Figura 19. Gréafica de caja de la extension del campo dendritico. Se muestra el diagrama de caja de la extension
total del arbol dendritico de las neuronas espinosas medianas estudiadas.
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AXON

En los mamiferos los axones de las NEM se caracterizan porque emergen
del soma, o en la union de una dendrita con el soma, 0 en segmento proximal de
una de las dendritas primarias (Kemp y Powell, 1971b; Difiglia et al., 1976; Dimova
et al., 1980; Chang et al., 1982; Braak y Braak, 1982; Graveland et al., 1985a;
Graveland y Difiglia 1985b; Ilwahori y Kiyota 1987; Yenlink et al., 1991). Esto
también se observo en las NEM de la tortuga (Fig. 20). Una vez que el axon
aparece, tiene un diametro de 1.30 = 0.11 um en promedio. Debido a las
limitaciones de la técnica de Golgi, y porque se utilizaron secciones coronales, no
se pudieron observar los axones en toda su extension, y sélo rara vez habia
axones colaterales. De las neuronas analizadas, en aproximadamente el 45% de
los casos el axdn surge directamente desde el soma (Fig. 20B), en 41% al inicio
del tronco dendritico (Fig. 20A) y en 14% de la unién de la dendrita con el soma

(Fig. 20C).

Fig. 20. El axén se origina de forma variable en las NEM del estriado de la tortuga. (A) Se puede observar que el

axon se origina de una porcion de la dendrita primaria, (B) el axon de esta neurona espinosa mediana se origina en el

somay (C) el axén se origina de la union de la dendrita con el soma. Escala 20pum.
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Descripcion de la (s) poblaciones de interneuronas presentes en el
estriado dorso lateral de la tortuga Trachemys scripta elegans.

Del total de neuronas que fueron observadas y medidas, las células que se
consideraron como Interneuronas resultaron menos del 10 % del total de las
neuronas del estriado dorsolateral de la tortuga. En este nucleo se encontraron 2
tipos de neuronas que fueron consideradas como Interneuronas; dicha
identificacion se realizé con base a las caracteristicas morfolégicas que presentan
(forma del soma, extension del arbol dendritico, presencia de espinas dendriticas y
origen del axo6n); actualmente en el laboratorio se estan realizando otras
observaciones con la finalidad de determinar la existencia de otros tipos de

interneuronas. En este estudio se observaron:

e Interneuronas posiblemente GABA/Somatotastinérgicas Las cuales
presentan un eje mayor de 16 um y un eje menor de 14.6 um, la extension del
arbol dendritico fue de 250 um (n=3). La forma del soma es ovalada y sus
dendritas tienen ramificaciones, aunque en menor nimero a las observadas en las
NEM, en la neurona de la Figura 21 se puede apreciar claramente el inicio del

axon que se proyecta hacia el lado derecho del soma.

e Interneuronas posiblemente GABAérgicas que contienen parvalbiumina.
Las cuales cuentan con un eje mayor de 5 um y uno menor de 5 um, la extension
dendritica fue de 106 um (n=2). El soma es esférico y sus dendritas cuentan con

varicosidades (Fig. 22). El tamafio de la célula esta muy por debajo de lo
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establecido en rata. Sin embargo debido a su gran parecido se catalogé de

acuerdo a sus caracteristicas morfologicas.

Fig.21. Interneurona aparentemente somatostatinérgica del estriado de tortuga. Puede observarse la estructura de la
célula similar a la que presentan las neuronas somatostatinérgicas de mamifero como puede apreciarse en la figura 5,
nétese también que el axén se origina del soma (flecha). (Escala 5 xm).

Figura 22. Interneurona semejante a las parvalbuminérgicas. Célula similar a la reportada para mamifero de
acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas pueden observarse las varicosidades en las dendritas (flecha). Escala 5 pm.
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Las contadas células con apariencia de interneuronas que se observaron en
el reptil, resultaron muy similares a las que se observan en mamiferos, pues
presentan una estructura muy parecida, aunque en el caso de las
parvalbuminérgicas el tamafio que se observo en el reptil es de 5 um de diametro,
mientras que en mamifero se han reportado diametros mayores: 10 a 30 um
(Wilson, 2004 y Kawaguchi, 1993) por lo cual se tomaron como referencia las

caracteristicas morfologicas para catalogar esta interneurona.

DISCUSION

En el presente trabajo se muestran las caracteristicas morfologicas de las
NEM del estriado de la tortuga, que complementa el estudio iniciado previamente
en el laboratorio (Gonzélez-Sandoval, 2011), en aquel estudio se abordd
principalmente el tema de las espinas dendriticas; mientras que este estudio se
enfoca a la morfologia de los somas, la extension y forma del arbol dendritico,
ademas de manera preliminar a la proporcion de neuronas espinosas e
interneuronas. En términos generales los resultados obtenidos en el presente
trabajo muestran muchas similitudes con las NEM de mamifero, asimismo la
proporcion de neuronas espinosas medianas e interneuronas en el estriado de

tortuga result6 comparativamente similar a lo reportado para mamiferos.

Las variables cuantitativas (eje mayor y eje menor) en relaciéon al soma,
presentaron similitudes con respecto a lo reportado en mamiferos ya que se

encontraron dentro del rango reportado (12 - 20 um). En relacion a los aspectos
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morfoldgicos, las formas de soma presentadas en las espinosas medianas de
tortuga resultaron también muy similares a lo reportado para mamiferos. Las NEM
de tortugas presentaron mayor frecuencia de somas esféricos u ovoides; y con

menor frecuencia las formas fusiformes y piriformes.

Utilizando la metodologia de clasificacion descrita en el trabajo preliminar
(Gonzélez-Sandoval, 2011) comparativamente con mamiferos, las neuronas
espinosas medianas de tortuga parecen corresponder a las neuronas espinosas
medianas tipo | de raton (Iwahori y Kiyota, 1987), las neuronas espinosas tipo Il de
mono (Difiglia et al., 1976), neuronas espinosas tipo | de humano (neuronas
medianas con dendritas altamente espinosas) (Braak y Braak, 1982; Graveland et
al., 1985b), neuronas medianas tipo | de rata (Dimova et al., 1980; Chang et al.,

1982), y con neuronas espinosas medianas en gato (Kemp y Powell, 1971a).

En relacion a las dendritas pueden surgir aleatoriamente del cuerpo celular
denominandose asi como dendritas primarias las cuales posteriormente pueden
bifurcarse en dendritas secundarias y terciarias al igual que en mamifero (Wilson,
2004; Kita y Kitai, 1994; Kemp y Powell, 1971b; Chang et al., 1982; Ilwahori y
Kiyota, 1987; Levine et al.. 1986; Graveland y Difiglia, 1985a), aunque en ciertas
ocasiones observamos dendritas sin bifurcaciones, la extension de estas dendritas
resulté ser mayor a lo reportado en mamiferos, aunque nuestros resultados
muestran mayor longitud las dendritas de tortuga que las de mamifero. Por lo tanto
también la extension del arbol dendritico resultdé ser mayor que lo reportado en
mamiferos (Fiala y Harris, 2008; Kemp and Powell, 1971b; Brizzee et al., 1981;

Benes et al., 1985; Johnston et al., 1990). Una hipétesis para explicar esto podria

49



ser que las neuronas en el estriado del reptil se encuentran mas separadas unas
de otras que como se puede apreciar en el mamifero. El problema con el método
de Golgi es que solamente se impregna un porcentaje del total de neuronas en un
tejido dado. Por ello se realizaron experimentos preliminares en el laboratorio
usando la tincion de Nissl, encontramos que la distribuciébn de neuronas en el
estriado dorsolateral de la tortuga fue de 14.49 + 0.39 neuronas/100 um? (datos no
mostrados), que parece ser menor a lo observado en mamiferos (Kemp y Powell,
1971b; Brizzee et al.,, 1981; Benes et al.,, 1985; Johnston et al., 1990). Si
aparentemente existe un niumero menor de neuronas por unidad de area en el
estriado de la tortuga que en él de mamiferos, podria apoyar la hipétesis de que la
extension del arbol dendritico, y quizas el tamafio de las espinas dendriticas de las
NEM se deba a que las células estan separadas entre si. Por lo tanto, cabe la
posibilidad que la extension que presenta el arbol dendritico juegue un papel
importante dentro de las neuronas espinosas medianas para poder establecer y
asegurar los contactos sinapticos con otras células (Surmeier et al., 2011). Por
otro lado, la fuerza o peso especifico que las neuronas corticales tengan sobre el
circuito estriatal afectan la forma en que las espinas dendriticas establecen

contactos sinapticos con las terminales corticales (Surmeier et al., 2011).

No obstante lo anterior, en los mamiferos la corteza de 6 capas proyecta a
practicamente todas las regiones corticales a los ganglios basales. Sin embargo
en los reptiles, quizas por ser considerado como el grupo filogenéticamente menos
desarrollado de los amniotas, aparece por primera vez la corteza (en anamniotas

lo que se observa es un pallium (Reiner et al., 1998), solo que en el caso de los
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reptiles trata de una corteza de tres capas (Reiner et al., 1998; Striedter, 2005)
mientras que el tamafio relativo de los ganglios basales se mantiene en todos los
amniotas (Reiner et al., 1998). Aqui cabe la posibilidad de que una corteza menos
desarrollada como la de los reptiles ejerza menos influencia en el comportamiento
del circuito estriatal que lo observado en mamiferos. En ese sentido, los
experimentos electrofisiologicos llevados a cabo en el laboratorio muestran
también grandes similitudes en el comportamiento del circuito estriatal (Barral et
al., 2010) sin embargo, también se han observado algunas diferencias importantes
a nivel sinaptico (Sanchez-Mejorada et al., 2009). Por lo tanto es posible que esta
mayor extension del arbol dendritico que presentan las NEM’s de tortuga, sea
necesaria para establecer y asegurar los contactos sinapticos necesarios con

neuronas vecinas con una menor entrada de fibras corticales.

En este estudio se tomaron en cuenta dos variables importantes, la
extension del arbol dendritico, y el patron de la arborizacion dendritica que
presenta cada una de las células observadas y estudiadas, nuestros datos
sugieren que a pesar que se observa muchas similitudes con lo reportado en
mamiferos (ver tabla 1.1 y fig.15; Fiala y Harris, 2008), existen algunas diferencias

gue pueden repercutir en el desempefio del circuito estriatal.

En primer término se traté de encontrar algin patrén en la arborizaciéon
dendritica. Aunque se pueden observar algunos patrones en las células
estriatales, no fue posible agruparlas en algun patrén en particular. No obstante lo
anterior, se pudieron reconocer arborizaciones planares, estrelladas, biconicas y

parciales. Por ejemplo, las que tienen solo arborizacion hacia un extremo (parcial)
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podria ser que su posicion es un tanto orientada hacia una region por lo cual su
estructura le permite tener contacto con las células vecinas (por ejemplo, el caso
de las zonas limitrofes del estriado con la corteza). En cuanto a las células con
arborizacion hacia todas direcciones (estrellada), cuentan con una radiacién de las
dendritas que les permite establecer contactos sinapticos con un gran numero de

células que las anteriores.

Las células que presentan un tipo de arborizacion hacia los polos (biconica),
podria ser porque tienen solo contacto con un conjunto de células, sin embargo
estas reciben entradas sinapticas de otras células aledafias pero no regresan a
esas mismas células sino que las transmiten a aquellas con las que mantienen
contacto directo (en cada uno de sus polos), En ese sentido hay que recordar que
en los mamiferos existe una distribucion muy particular de las NEM, que es en
parches y matrices, sin que esto se haya observado en reptiles (Reiner, 2012). Por
lo que cabe la posibilidad que estas neuronas bicOnicas se encuentren en
regiones matriciales y estén mandando informacion entre parches estriatales como
ocurre en mamiferos (Wilson, 2004). Por otro lado, dado la naturaleza y el plano
de los cortes, existe la posibilidad de tener neuronas incompletas. Y en ese caso
es posible que algunas de estas neuronas biconicas pudieran ser artefactuales,
sin embargo, ésta una variable que no es posible controlar, ya que los cortes que
se realizaron en todos los casos fueron coronales, es posible que la arborizacién
se vea influenciada por la orientacion de los cortes en los diferentes planos

anatémicos.
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Por ultimo, las células que muestran un patron de arborizacién de un solo
plano (planar), cuentan tal vez con una entrada y salida sinaptica entre células de
direcciones aleatorias ya que sus dendritas aunque escasas en comparacion a las
células con patron de arborizacion estrellada pueden tener varias entradas

sinpticas debido a su proyeccion dentro del cuerpo estriado.

Con esto se puede percibir que cada patron de arborizacion podria tener un
significado dentro de las conexiones sinapticas asi como también en cada uno de
los procesos que se llevan a cabo en el organismo, puesto que en mamifero los
patrones son mas variados, tal vez por ello pueden tener un mejor desempefio en
relacion al movimiento. Sin embargo en reptiles como la tortuga algunas vias
involucradas en el control del movimiento estdn muy desarrolladas, por lo que es
posible que los patrones de arborizacion estén orientados para favorecer estas

vias (Reiner 2010).

No obstante, este solo es un inicio de una nueva e intrigante historia de la
cual falta mucho por estudiar y descubrir dentro de la transicion evolutiva de
reptiles a mamiferos. Particularmente en relacion a su estructura neuronal y la
forma en que se establecen los circuitos sinapticos. Esto sugiere que los procesos
gue dan como resultado el movimiento en cada uno de los organismos estan en
funcién de los habitats y los habitos propios de cada organismo. Aqui, en el caso
de la tortuga se trata de un organismo en el cual la columna vertebral es rigida y la
transmision del movimiento depende exclusivamente de los apéndices. En ese
sentido seria muy interesante comparar las diferentes estirpes neuronales en el

estriado de organismos con otros medios de locomocién, las serpientes por
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ejemplo, donde la locomocién sufre una regresion pues es exclusivamente por

movimientos de la columna vertebral como ocurre con peces y algunos anfibios.

La proporcion de neuronas espinosas e interneuronas seria uno de los
puntos mas interesantes en la morfologia comparada de las estirpes celulares en
los ganglios basales entre mamiferos y grupos inferiores. Sin embargo, resultd
similar a lo reportado para mamiferos, tomando como referencia a los distintos
autores que han descrito la poblacion de estas células en mamifero,
particularmente, en gato, rata, ratobn, mono y humano (Difiglia et al., 1976; Braak y
Braak, 1982; Chang et al., 1982; Graveland et al., 1985a; Iwahori y Kiyota 1987,
Levine, et al., 1986; Yenlink et al., 1991; Avila-Costa, 2001], la proporcién de NEM
sobre interneuronas es mayor; como ya se ha mencionado anteriormente las
espinosas medianas abarcan un 95/98% mientras que el resto son interneuronas.
En este estudio resultd evidente que es necesario caracterizar la poblacion de
interneuronas, con métodos mas especificos (inmunohistoquimica, por ejemplo),

para poder cuantificar adecuadamente la proporcion de éstas en el reptil.
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Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto del presente trabajo se

pueden extraer las siguientes:

CONCLUSIONES
e Las neuronas espinosas medianas del estriado dorsolateral de la tortuga
presentan en general caracteristicas similares a las reportadas para mamiferos en

relacion al tamafio y forma predominando los somas, esféricos y ovoides.

e Las neuronas espinosas medianas de la tortuga presentaron patrones de
arborizacion similares a los que se observan en mamiferos. Sin embargo la
poblacibn neuronal no parece ajustarse a ninguno de ellos. Una de las
caracteristicas en la que las neuronas espinosas medianas de la tortuga difieren
de lo observado en mamiferos es en la extension del arbol dendritico. Ya que

resulté mayor en las neuronas de reptil que en las de mamifero.

e El axon de las neuronas espinosas medianas se origina en el mismo lugar
que lo reportado para mamiferos ya sea de cualquier lado del soma o de la

primera porcion de la dendrita primaria.

e Observaciones preliminares sobre la proporcibn de neuronas espinosas
medianas en relacién a otras estirpes celulares en el estriado dorsolateral de la

tortuga también mostraron ser similar a lo reportado para mamiferos.
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