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RESUMEN

Los ganglios basales son un conjunto de nucleos subcorticales que se
encuentran involucrados en varios procesos como lo son las funciones motoras,
cognoscitivas y mnemonicas. En los amniotas modernos los ganglios basales son
muy similares, lo que hace pensar que la evolucion de dichas estructuras en los
cordados es altamente conservada. Dentro de los ganglios basales se encuentra
el nucleo estriado en donde el 95% de la poblacién neuronal estd conformado por
las Neuronas espinosas medianas de proyeccidn; sin embargo a pesar de ser
estructuras conservadas, es posible que existan diferencias electrofisioldgicas en
las neuronas espinosas medianas de los grupos mas antiguos de cordados,
debido a las diferentes adaptaciones que han sufrido estos grupos durante la
evolucion. Por tanto el propdsito de este trabajo consistid en describir como el
patron de disparo de las neuronas espinosas medianas del estriado
dorsolateral de la tortuga (Trachemys scripta elegans), se modifica por bloqueo
de los canales de idnicos, especificamente canales de calcio dependientes de
voltaje. Para lo cual se realizé la técnica de registro electrofisiolégico Patch-
Clamp en modalidad Whole-Cell, todas las neuronas registradas se
mantuvieron a un potencial de membrana de -80 mV y se mandaron pulsos
cuadrados de corriente para posteriormente realizarse los protocolos de curvas
I’V e I/IF para caracterizar la actividad de las neuronas. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo mostraron que las propiedades
electrofisiolégicas que caracterizan a las neuronas espinosas medianas en
mamifero también se encuentran presentes en las tortugas, sugiriendo que
estas propiedades se han conservado a la largo de la evolucién de los
cordados. En relacion a la contribucion de los canales de calcio a la
generacion del patrén del disparo de las neuronas espinosas medianas los
resultados arrojaron que el bloqueo de calcio tipo L mediante nifedipina redujo
la frecuencia de disparo asi como la meseta de disparo mientras que la
activacion BayK-8644 de estos modificd el patron de disparo de un disparo
regular a un disparo en mesetas; en cuanto a los canales tipo N y P/Q se
observé que a diferencia de lo reportado para mamiferos, en la tortuga el
cambio en la frecuencia de disparo y en la amplitud del postpotencial
hiperpolarizante esta controlado unicamente por los canales P/Q, debido a que
el bloqueo de estos canales mediante agatoxina produjo cambios significativos
en la frecuencia de disparo y amplitud postpotencial hiperpolarizante, mientras
que el bloqueo de canales tipo N mediante conotoxina no produjo diferencias
significativas en la frecuencia de disparo de las neuronas espinosas medianas,
asimismo los resultados del bloqueo farmacolégico con niquel sugieren que en
esta estirpe neuronal es posible que existan canales de calcio tipo T y/o R.

Palabras clave: Ganglios basales, estriado, neuronas espinosas medianas,
tortuga, canales de calcio, patron de disparo.




INTRODUCCION

GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de nucleos cerebrales,
altamente interconectados, que se encuentran ubicados en el prosencéfalo y
mesencéfalo de anamniotas y amniotas [Wilson, 2001; Reiner, et al, 1998]. En
ambos grupos se ha observado que las diferentes estirpes celulares, la
conectividad interregional y el control genético del desarrollo de las regiones de los
ganglios basales presentan una gran similitud, lo que sugiere que la evolucion de
estos ha sido altamente conservada [Reiner, 2010]. Asimismo se sabe que los GB
realizan importantes funciones tanto motoras como no motoras, relacionadas con

el comportamiento [Marin et al, 1998].

En relacién a la organizacion estructural de los GB, diversos estudios han
mostrado que en todos los tetrapodos presentan una organizacion similar y se
encuentran formados por los mismos nucleos, o bien por nucleos homdélogos. Los
nucleos principales son: la sustancia nigra, el area ventral tegmental, el nucleo
subtalamico, asi como el sistema estriatopalidal dorsal, formado por el estriado
dorsal o estriado (putamen y nucleo caudado o caudado-putamen), el globo palido
externo e interno; y el sistema estriatopalidal ventral formado por estriado ventral
(nucleo accumbens y parte del bulbo olfatorio) y el palido ventral [Marin et al,
1998] (figura 1).

Dentro del circuito que conforman los GB, la principal entrada de
informacion proviene de las neuronas piramidales glutamatérgicas de las capas V
y VI de la corteza cerebral, asi como de las capas lI-lll [Paxinos, 2015], también
reciben aferencias del talamo y la amigdala. Las aferencias a los GB realizan
sinapsis con las neuronas espinosas medianas del neoestriado [Gerfen y Bolam,
2010; Paxinos, 2015]. Las neuronas espinosas medianas (NEM) son las
principales neuronas de proyeccion de este nucleo, y también reciben aferentes
dopaminérgicas de la sustancia nigra, aferentes GABAérgicas de axones

colaterales de otras neuronas espinosas medianas o de interneuronas estriatales y




aferentes de interneuronas estriatales colinérgicas. Estas entradas que llegan al
estriado tienen la funcidn de modular o regular la sensibilidad de las neuronas
espinosas medianas a los estimulos excitatorios que llegan al estriado [Gerfen y
Bolam, 2010] (figura 2).

Figura 1. Sistema estriatopalidal dorsal y ventral en todos los tetrapodos. Se muestran dos cortes
coronales (A. Rostral, B. Caudal) en los cuales se observa la posicidon relativa de las estructuras estriatales y
palidales. (PA: paleostriatum augmentatum (actualmente Estriado dorsolateral). LPO: lI6bulo paraolfatorio.
TO: bulbo olfatorio. Acc: nucleo accumbens. Str: estriado. VP: palido ventral. DP: pélido dorsa.l GP: globo
palido. CPu: caudado-putamen) [Tomado de Marin et. al, 1998].

Los principales nucleos de salida de los GB son: 1) nucleo talamico, que
proyecta a areas corticales frontales relacionadas con la planeacion y ejecuciéon
del movimiento; 2) nucleo intralaminar talamico, el cual proyecta hacia corteza y
estriado; 3) capas intermedias del coliculo superior, involucradas en la generacion
del movimiento de los ojos y cabeza; y 4) nucleos pedunculo pontinos, relacionado

con la orientacion de los movimientos del cuerpo [Gerfen y Bolam, 2010; figura 2].

Las NEM forman dos vias independientes, mas o menos bien definidas,
adonde proyectan sus axones; estas se conocen como la via directa y la indirecta

[figura 2 y 3]:




Figura 2. Circuito de los ganglios basales. Como se puede ver, el estriado recibe aferencias de la corteza y
del tdlamo, asimismo recibe aferencias de la substancia nigra pars compacta (SNc), asi como de
interneuronas propias del neoestriado [Modificado de Gerfen, 2006].

A) En la via directa las neuronas de proyeccion del estriado
(neuronas espinosas medianas), mandan sus axones colaterales
hacia el globo palido externo en el cual estos no se arborizan, y
envian otros axones colaterales hacia el globo palido interno y/o la
sustancia nigra reticulata. De esta manera la via directa desinhibe
al talamo y esto conduce a un incremento de la actividad motora.
Una de las principales caracteristicas que presentan las neuronas
de proyeccion del estriado de esta via es que expresan receptores
dopaminérgicos de la familia tipo D1 (receptores D1 y D5), asi




como para sustancia P (SP) y dinorfinas. [Wilson, 2001; Gerfen y
Bolam, 2010].

B) En la via indirecta las neuronas de proyeccidén envian sus axones
hacia el globo palido externo, el cual manda proyecciones hacia el
nucleo subtalamico, y este ultimo se proyecta hacia el globo palido
interno y la sustancia negra pars reticulata. De este modo esta via
incrementa la inhibicion del talamo y por tanto provoca una
disminucién de la actividad motora. En esta via las neuronas de
proyeccion del estriado se caracterizan por expresar receptores
dopaminérgicos de la familia tipo D2 (Receptores D2, D3, y D4),
asi como para encefalinas (ENK). De este modo esta via
incrementa la inhibicién del talamo y por tanto provoca una
disminucién de la actividad motora [Wilson, 2001; Gerfen y Bolam,
2010].

Evolucién de los Ganglios Basales

Como se menciond anteriormente, los ganglios basales presentan una gran
similitud en anamniotas y amniotas, sugiriendo que la aparicion de dichos nucleos
nucleos sucedié muy temprano en la evolucidén de los vertebrados [Reiner et al.,
1984, 1998; 2010].

En el caso de los ciclostomos se ha observado que estos poseen las
caracteristicas generales que definen a los ganglios basales; asi mismo se ha
visto que mantienen los componentes estriatales y palidales y las caracteristicas
celulares y neuroquimicas que los definen. Especificamente se ha observado que
el nucleo estriado de estos organismos comparte muchas similitudes con los
demas grupos de vertebrados, como lo es la presencia de las NEM, las cuales
conservan la mayor parte de las caracteristicas que se han observado en
mamiferos y que seran descritas mas adelante [Reiner, 2007; Stephenson-Jones
et. al., 2011, 2012; Ericsson, 2013; Grillner, 2013].




Figura 3. Vias directa e indirecta de los GB. A: Esquema en el que se muestran las proyecciones y los nucleos
a las que llegan en la via directa e indirecta. B: Se muestran las caracteristicas de las neuronas de proyeccion
de cada una de las vias. GPe: Globo palido externo, GPi: globo palido interno, STN: nucleo subtalamico, VTA:
area tegmental ventral, SNc: sustancia nigra compacta, RR: drea retrorubral, SP: sustancia P; DYN:
dinorfinas, ENK: encefalina [Modificado de Gerfen y Bolam, 2010].

En grupos de peces como los condricties y los osteictios, se ha notado que
mantienen las caracteristicas anatémicas y celulares descritas en los mamiferos;
sin embargo, el grado de especializacidn que presentan estos grupos en sus
ganglios basales es muy pobre, ya que probablemente no necesitan de tanta
precision para llevar a cabo el control de los movimientos debido a que el
movimiento que realizan estos organismos se genera como un reflejo espinal
[Reiner, et.al. 1998; Reiner 2007, 2010].

La especializacién en la funcidén de los ganglios basales para llevar a cabo
el control de los movimientos se da en el momento de la transicion del medio
acuatico al medio terrestre, ya que el movimiento comienza a darse no s6lo como
un reflejo espinal, sino que comienzan a utilizarse las aletas (como en el caso de
los sarcopterigios) o las extremidades, esta conducta se puede observar en

anfibios como lo son los urodelos. En todos los casos mencionados, se puede




suponer que estas conductas motoras estan siendo reguladas o controladas por el
circuito que se presenta en los ganglios basales, el cual ha comenzado a adquirir
un mayor grado de complejidad [Reiner, 2010; Endepols, et. al. 2007; Maier, et. al.
2010].

Sin embargo, probablemente el mayor avance evolutivo en relacion a la
locomocion, y al control del movimiento por los ganglios basales, se da en la
transicion de amniotas a anamniotas, es decir, en el cambio de anfibios a reptiles.
En este ultimo grupo el control del movimiento mediante los ganglios basales se
vuelve mucho mas fino y controlado, debido a que la locomocién esta dada
completamente por las extremidades, cuestion por la cual a partir de los reptiles se
puede observar que los componentes estriatales y palidales de los ganglios
basales aumentan en su tamafo asi como en el numero y tipo de conexiones
neuronales con lo cual se hace evidente el incremento en el grado de
especializacion de estos. Las evidencias sugieren que a partir de este grupo de
vertebrados todas las funciones que llevan a cabo los ganglios basales en los

tetrapodos actuales se hacen presentes [Marin et. al., 1998; Reiner, 2007, 2010].

Otro de los grandes avances evolutivos de los ganglios basales se dio con
la aparicion de las aves y los mamiferos; en estos grupos las funciones de los
ganglios basales se especializan aun mas y se da mayor incremento en el tamafo
de los ganglios basales. El aumento en el tamano de los ganglios basales es
notable en los mamiferos, este incremento en los ganglios basales puede deberse
al hecho de que en este grupo las extremidades tienen multiples funciones
ademas de dotar de movilidad al organismo, para lo cual debe haber un mayor
control del movimiento, por lo que el desarrollo de los componentes estriatales y
palidales tuvo gran importancia en este grupo; igualmente la funcidén que
desarrollan este grupo de nucleos subcorticales en cuestiones del comportamiento
comienza a tomar una mayor importancia en los mamiferos, lo cual también podria
explicar el aumento del volumen de los ganglios basales, asi como de las
conexiones neuronales presentes en los mamiferos [Marin et. al, 1998; Reiner,
2002, 2007, 2010].




Nucleo estriado

El nucleo estriado se encuentra formado por diferentes estirpes neuronales
entre las que se destacan las NEM las cuales componen el 95% o mas de la
poblacion neuronal del estriado, siendo las neuronas de proyeccion de este
nucleo, y se encuentran distribuidas de manera homogénea en todo el estriado. La
poblacion neuronal restante se conforma por interneuronas, que se dividen
principalmente en tres grupos [Reiner et. al, 1998; Wilson, 2001; Gerfen y Bolam,
2010]:

1) Interneuronas colinérgicas gigantes: expresan la enzima
acetilcolinesterasa; dentro del estriado son las interneuronas de
mayor tamafo (50-60 ym de diametro). Presentan dendritas lisas o
ligeramente espinosas.

2) Interneuronas inmunoreactivas a parvalbumina: estas son de
naturaleza GABAérgica y expresan la enzima quelante de calcio
parvalbumina, tienen un diametro de 10-30 um. Sus dendritas son
lisas en las regiones proximales y presentan varicosidades en las
zonas mas distales del soma.

3) Interneuronas somatostatinérgicas: liberan somatostatina (SS) y
también expresan la enzima o6xido nitrico-sintetasa, son de tipo
bipolar y tienen un diametro de 10-20 ym. Sus dendritas son lisas

y rara vez presentan ramificaciones.

Neuronas espinosas medianas

Las neuronas espinosas medianas son el tipo neuronal mas abundante del
estriado. Estas neuronas utilizan GABA como neurotransmisor, proyectan hacia el
globo palido y la substancia nigra, y reciben tanto entradas excitatorias
(glutamatérgicas) como entradas inhibitorias (GABAérgicas). Por otro lado, en el
animal integro éstas neuronas requieren de una gran despolarizacion por parte de
las aferencias corticales para poder iniciar potenciales de accién debido a que su
potencial de membrana en el reposo esta hiperpolarizado (— 67 mv) [Nisenbaum,
1992; 1995; Hammond, 2008).




Las neuronas de proyeccidn se hallan en el estriado de todos los grupos de
vertebrados estudiados, por tanto puede suponerse que las caracteristicas tanto
morfolégicas como electrofisiolégicas de estas neuronas en diferentes grupos de

vertebrados se haya conservado a lo largo de la evolucion de los ganglios basales.

Aunque existen muy pocos estudios realizados en tortuga (Trachemys
scripta elegans), dichos estudios muestran que hay una gran similitud morfoldgica
[Gonzalez et al., 2013] y funcional [Sanchez-Mejorada, et al., 2009; Barral et al.,
2010] entre las neuronas de proyeccion de mamiferos y reptiles vertebrados. Las
NEM de tortuga presentan un diametro del soma de 15-18 um, tipicamente
presentan de tres a cuatro troncos dendriticos primarios (los cuales surgen
aleatoriamente alrededor del soma) y pueden bifurcarse en dendritas secundarias
y terciarias; la densidad de las espinas presentes en las dendritas se incrementa
conforme el tronco dendritico se aleja del soma pero en la parte final de éste la
densidad de las espinas disminuye; la longitud promedio de las dendritas es de
alrededor de 175 pym el axén de estas neuronas emerge del soma o de una
dendrita cercana al segmento proximal de la dendrita primaria y tienen un diametro

de 1.3 ym [Gonzalez et al., 2013; figura 4].

Las propiedades electrofisiolégicas que presentan las NEM de reptiles y
mamiferos son muy similares [Barral et. al, 2010]. Las caracteristicas que
comparten las neuronas de estos grupos son: 1)potencial de membrana de entre -
80 y -60 mV [Hernandez-Lopez et. al, 1997]; 2) corrientes rectificadoras de K* de
dos tipos: la primera es una corriente rectificadora anémala (Ki;) que se activa a
potenciales hiperpolarizados (aproximadamente a -80 mV) impidiendo que el
potencial de la membrana se vuelva mas negativo, y la segunda corriente es una
corriente rectificadora entrante (/4) la cual se activa a partir de los -60 mV
favoreciendo que el potencial de membrana se estabilice en valores subumbrales
o impidiendo que éste se haga mas positivo, y produciendo retraso en la aparicion
del disparo a estimulos depolarizantes; 3) asimismo estas neuronas exhiben un
proceso de adaptaciéon o adecuacion en la frecuencia de disparo; 4) Otra de las

caracteristicas electrofisiolégicas que presentan las NEM es la presencia del




postpotencial hiperpolarizante (PPH) que se produce durante los disparos
repetitivos de las neuronas, dicho postpotencial es generado por la activacion de
canales de potasio dependientes de calcio (canales BK y SK), los cuales se
activan cuando ocurre un incremento en la concentracion intracelular de calcio
(figura 5) [Nisenbaum et al., 1995; Barral et al., 2010; Berkefeld, et. al., 2010;
Lujan, 2010; Arias-Garcia et. al., 2013]

Figura 4. Microfotografia de NEM de tortuga teiiida por el método de Golgi (izquierda) [Modificado de
Gonzalez et. al, 2013] y de mamifero tefiida por medio de biocitina (derecha).

El PPH presenta dos componentes: el postpotencial hiperpolarizante rapido
(PPHR) el cual es generado principalmente por los canales BK, y el postpotencial

hiperpolarizante lento (PPH_) producido por los canales SK [Hille, 2001].

El PPHgr tiene importantes implicaciones en la repolarizacién de la
membrana durante el potencial de accion y en la regulaciéon del intervalo
interespiga. El PPHR tiene una duracién aproximada de 1-10 ms, lo cual se debe a
que los canales BK se activan rapidamente durante el potencial de accién y se
cierran igualmente rapido cuando la membrana regresa a potenciales negativos
[Hille, 2001; Faber y Sah, 2003; figura 6].
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Figura 5. Caracteristicas electrofisiologicas de las NEM de tortuga. A: Se observa el retraso en la aparicidn
del primer disparo en respuesta a pulsos cuadrados de corriente. B: Proceso de adaptacién de la frecuencia
del disparo, se puede notar que hay una mayor frecuencia al inicio del estimulo y que esta disminuye con el
tiempo. C: Curva I/V en la que se puede observar la rectificacion entrante caracteristicas de las NEM
[Tomado de Barral et. al, 2010].

El PPH, tiene dos funciones principales: limita la frecuencia de disparo y es
responsable de la generacién de la adaptacion de la frecuencia de disparo; este
componente tiene una duraciéon aproximada de 50-100 ms [Hille, 2001; Faber y
Sah, 2003]. A su vez en el PPH_ pueden distinguirse dos componentes: el
postpotencial hiperpolarizante medio (PPH;) y el postpotencial hiperpolarizante
lento (PPH), los cuales pueden estar presentes en la misma neurona, o solamente

presentar uno u otro de los componentes del PPH_ [figura 6].

El PPH,, no presenta contribuciones importantes en la repolarizacién de la
membrana; sin embargo, cuando se expresa solo este componente las neuronas
disparan ténicamente y presentan una disminucién de la frecuencia maxima de
disparo; en contraste, cuando se expresan tanto el componente PPH,, y PPH, el
primero unicamente controla la frecuencia de disparo de las interespigas tempranas
[Faber y Sah, 2003; Vogalis, et. al. 2003; figura 6].
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El PPH, es el responsable de la adaptacion de la frecuencia del disparo; la
presencia de este componente en las neuronas conduce a una disminucién
progresiva de la frecuencia de descarga de las neuronas y eventualmente al cese
de los potenciales de accién, asi mismo la presencia del PPH, permite que exista un
gran control en las propiedades de disparo en las neuronas en las que se expresa
este componente del PPH_ [Faber y Sah, 2003; Vogalis, et. al. 2003; figura 6].

2mv
] 20 mV s
100 ms -
Wy ,
v L— —
B BN . I PPH
PPHr N PPHm
Figura 6. Se

muestran los componentes del PPH. En A se muestra el PPHz y en B se muestran los componentes PPH,
[Modificado de Faber y Sah, 2003].

CANALES IONICOS

Todas las células que conforman a un ser vivo presentan en su membrana
plasmatica una serie de proteinas integrales de la membrana especializadas en la
conduccion de ciertas especies de iones, dichas proteinas son llamadas canales

idnicos.

En células excitables, como lo son las neuronas, los canales i6nicos son de
gran importancia debido a que la apertura o cierre de estos genera cambios
rapidos en el potencial de membrana de las neuronas, los cuales son necesarios
para la transmision de la informacién a través del sistema nervioso [Siegelbaum y
Koester, 2000], permitiendo el movimiento iénico, principalmente de iones Na®,
Ca?*, K' y CI, entre el medio intracelular y extracelular (Hammond, 2008),

existiendo canales idnicos selectivos para cada uno de estos iones.

Los canales idnicos poseen tres caracteristicas intrinsecas que les permiten
realizar los cambios en el potencial de membrana, estas caracteristicas son:

capacidad de conducir iones; reconocer y seleccionar iones especificos; se abren
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y cierran en respuesta a estimulos eléctricos, quimicos 0 mecanicos especificos
[Siegelbaum y Koester, 2000]. De acuerdo a esta ultima caracteristica los canales
idonicos se pueden dividir en tres grandes grupos, los cuales son [Siegelbaum vy
Koester, 2000; Purves, 2004; Leuchtag, 2008]:

- canales dependientes de voltaje: su apertura y cierra depende
de los cambios en el potencial de membrana; este tipo de
canales esta implicado en el mantenimiento del potencial de
membrana y en la generacidon de los potenciales de accion.

- canales dependientes de ligando: son regulados (se abren o
cierran) por la unidon directa de un ligando, por ejemplo un
neurotransmisor o por moléculas que se encuentran en el
interior del citoplasma, en un sitio especifico del canal, ya sea
en la parte extra o intracelular. Los canales dependientes de la
uniéon de un neurotransmisor son esenciales para la transmision
sinaptica y para otros tipos de comunicacién intercelular,
mientras que la principal funcion de los canales dependientes
de ligando que son activados desde el interior de la célula es
transformar las sefales quimicas intracelulares en sefales
eléctricas.

- Canales de apertura mecanica: son activados por calor o por un
deformamiento en la membrana plasmatica, estos canales
estan relacionados con la deteccidén del dolor y de cambios de

temperatura.

Como se menciond anteriormente los canales dependientes de voltaje
estan implicados directamente con el mantenimiento del potencial de membrana,
principalmente por la accion de ciertas familias de canales de K'y CI', y en la
generacion del potencial de accion, en este fenomeno los canales idnicos que
participan de manera directa son los canales de Na™ (fase de depolarizacion y los
canales de K* (fase de repolarizacion e hiperpolarizacion), sin embargo, se sabe
que los canales de Ca®" tienen un papel importante en la generacién de los
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patrones de disparo que presentan diferentes poblaciones neuronales, incluyendo

a las neuronas espinosas medianas [Purves, 2004; Hammond, 2008].

Canales de Calcio

Los canales de calcio, los cuales pueden ser activados por voltaje, permiten
la entrada de Ca®* extracelular al interior de la célula influyendo en la actividad
eléctrica y en otras respuestas celulares, [Tsien, 1988]. Esto es debido a que un
incremento en la concentracion intracelular de Ca®* es un requerimiento, por
ejemplo, para la liberacion de neurotransmisores, la contraccion de fibras de
musculares o en la despolarizacion de la membrana de las dendritas de las células
de Purkinje [Hammond, 2008; Purves et. al, 2007].

Estructura general de los canales de calcio

De manera general los canales de calcio dependientes del voltaje de alto
umbral tienen una estructura conformada por cuatro subunidades: la subunidad
principal a4, la cual da las caracteristicas biofisicas y farmacologicas a los canales
de Ca2+, es decir, forma la estructura pseudotetramérica del canal, el sensor de
voltaje, el poro del canal, el sitio de unién del Ca®* y los sitios de unién para las
dihidropiridinas y fenilalquilamidas; los canales de calcio también presentan una
subunidad intracelular fosforilada B, una subunidad transmembranal y (esta
subunidad no se encuentra presente en todos los tipos de canales de Ca®*); y una
subunidad a20 [Moreno, 1999; Suppiramaniam, et al. 2010; Catterall, 2011; figura
7].

La subunidad a1, estd conformado por cuatro dominios homélogos (I-1V),
cada uno con seis segmentos transmembranales (S1-S6), de ellos el segmento S4
funciona como sensor de voltaje para la activacion del canal; el asa entre los
segmentos S5 y S6 forman el poro. La subunidad 8 es una subunidad auxiliar la
cual tiene cuatro isoformas (B1-B4), las cuales afectan la cinética del canal y
dependencia del voltaje para la apertura del poro, esto significa que la asociaciéon
de la subunidad a; con diferentes subunidades B puede modificar de manera

significativa la funcién de la subunidad a4. La subunidad y la cual es una proteina
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estructural de la membrana [Moreno, 1999; Catterall, 2000; Suppiramaniam, et al.
2010; Catterall, 2011; figura 7].

Figura 7. Estructura de los canales de Ca”. La estructura general de los canales de calcio se encuentra
conformada por cuatro subunidades: una subunidad a; la cual a su vez se compone de cuatro dominios cada
uno con seis segmentos transmembranales, el segmento cuatro funciona como el sensor de voltaje del canal
y entre los segmentos 5 y 6 se forma el poro de selectividad; las otras tres subunidades que componen la
estructura general de los canales de calcio son la subunidad B, y y 0,6 [Tomado de Catterall, 2011].

Clasificacion de los canales de calcio

Los canales de calcio se han clasificado en cinco tipos diferentes los cuales
son los canales L, N, P/Q, R y T, estos se encuentran distribuidos en tres
subfamilias distintas de acuerdo a la similitud de secuencias que presentan las
subunidades a1, cada una de ellos con distribuciones y funciones distintas: Ca,1
(canales L) inicia la contraccion muscular, regula la expresién genética, integra la
entradas sinapticas a la neuronas y participa en la transmision sinaptica de células
sensoriales especializadas; Ca,2 (canales N, P/Q y R), esta subfamilia esta
involucrada principalmente en la iniciacion de la transmision sinaptica y en la
sinapsis rapida; y Ca,3 (canales T) acompafian a la despolarizacién de los canales
de sodio durante la generacion de potenciales de accion y en el disparo ritmico de
las células como los miocitos y las neuronas talamicas (tabla1, figura 8) [Snutch,
2009; Catterall, 2011]
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Tipo de A Bloqueador .
pe Localizacion quea Funciones
corriente especifico
-Acoplamiento contraccion-excitacion en
Musculo musculo esquelético
Ca/l.1 " - .
esquelético - Homeostasis del Calcio
- Regulacion genética
Musculo . ” o
cardiaco -Acoplamiento contraccmn-gxcnacmn en
cal2 Células o musculo esquelético
v L ¢ Dihidropiridinas - Regulacion genética
endocrinas - Secrecion hormonal
Neuronas
Células - Regulacion genética
Ca,1.3 endocrinas - Secrecion hormonal
Neuronas - Liberacion tonica de neurotransmisor
Ca,/l.4 Retina Transduccion visual
Terminales . ., .
ca21 P/Q nerviosas o-Agatoxina - Liberacion de neurotransmlsozt
v & . [ . . o) »
) -“Transitorios dendriticos de Ca
Dendritas
Terminales - Liberacion de neurotransmisor
Ca,2.2 N nerviosas w -CTx-GVIA o s 2+
) -“Transitori ndriti "
Dendritas ansitorios dendriticos de Ca
- Potenciales de accion dependientes de Ca®*
ca2.3 R SNX-482 e ° P ;
Liberacion de neurotransmisor
Mdusculo
esquelético
Ca,3.1 Mdusculo
cardiaco
Neuronas . -Marcapasos
T Kurtoxina . pasos
-Disparos repetitivos
Musculo
Ca,3.2 cardiaco
Neuronas
Ca,3.3 Neuronas

Tabla 1. Se muestran las distintos tipos de canales de Ca2+, asi como su localizacion principal, bloqueadores,
y funciones fisiolégicas principales. v-CTx-GVIA: conotoxina; SNX-482: toxina sintética del veneno de la
tarantula Hysterocrates gigas [modificado de Catterall, 2000 y 2011].

Estos cinco tipos de canales de calcio también se han clasificado en dos

grupos, dependiendo del voltaje necesario para su activacion, de este modo

tenemos

los canales que se activan a potenciales de membrana muy

depolarizados (HVA), y los activados por voltajes cercanos al potencial de reposo

de la membrana (LVA) [figura 8]
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Canales de calcio de alto umbral (HVA)

Los canales de calcio de alto umbral (HVA) engloban a los canales de tipo L
(Cay1), P/Q (Ca,2.1), N (Ca,2.2) y R (Ca,2.3); de manera general estos canales se
activan con potenciales de membrana de entre los 40 a los -10 mV

[Suppiramaniam, et al. 2010].

Figura 8. Clasificacion de los canales de calcio dependientes de voltaje. Los canales de calcio dependientes
de voltaje se han divido de acuerdo al voltaje necesario para su activacién teniendo a los canales de alto
umbral de activacion (HVA), los cuales incluyen a los canales tipo L, P/Q, Ny R, y los canales de bajo umbral
de activacion (LVA) los cuales Unicamente estdn conformados por los canales tipo T [Modificado de
Hammond, 2008].

Los canales HVA pueden inactivarse mediante dos mecanismos, el primero
de ellos es una inactivacién dependiente del voltaje y tiempo, la cual solo es
observable cuando existen depolarizaciones prolongadas; y una inactivacion
dependiente de calcio, esta inactivacion se produce por el incremento de la
concentracion intracelular de calcio que se da como consecuencia de la apertura
de estos canales, de manera especifica se da una union entre el calcio intracelular

y la calmodulina [Lacinova, 2005].

Este grupo de canales de calcio estan involucrados de manera directa con
la generacion de potenciales de accidn, del postpotencial hiperpolarizante y de la
liberacion del neurotransmisor [Pineda, et. al. 1998; Hammond, 2008].

17



Canales tipo L (Ca1)

Las principales caracteristicas que presentan los canales tipo L son: el
voltaje necesario para la activacion de estos canales oscila de valores positivos
del potencial de membrana hasta los -30 mV, mientras que el rango de
inactivaciéon va de los -60 a los -10 mV, presentan una conductancia unitaria entre
los 20-25 pS [Hille, 2001; Hammond, 2008].

Los canales tipo L pueden ser bloqueados selectivamente por
dihidropiridinas, fenilalquilamidas y benzodiacepinas, mientras que el BayK 8644

es un agonista para este tipo de canales [Lacinova, 2005].

Canales tipo P/Q (Ca,2.1)

En los canales de calcio tipo P/Q el voltaje necesario para la activacion de
estos canales oscila de valores positivos del potencial de membrana hasta los -20
mV, el voltaje de inactivacion para estos canales se ubica alrededor de los -17 mV,
presentan una conductancia unitaria de entre los 9-19 pS. Los canales P/Q se
bloquean con concentraciones micromolares de las toxinas w-Agatoxina-IVA y
IVB, y a la w-Conotoxina-MVIIC [Hille, 2001; Catterall et. al. 2005].

Canales tipo N (Ca,2.2)

Los canales tipo N se caracterizan principalmente por las siguientes
caracteristicas: su voltaje de activacion se encuentra en valores positivos del
potencial de membrana (alrededor de los 7 mV), el voltaje de inactivacion se haya
alrededor de los -60 mV, presentan una conductancia unitaria de entre los 13 pS.
Los canales tipo N son bloqueados selectivamente por la w-Conotoxina-GVIA
[Hille, 2001; Catterall et. al., 2005; Hammond, 2008].

Canales tipo R (Ca,2.3)

Algunas de las caracteristicas que definen a los canales de calcio tipo R
son: el voltaje para su activacion oscila entre -40 a -25 mV, la inactivacion de estos
canales se produce en voltajes alrededor de los -70 mV, presentan una
conductancia unitaria de entre los 15-20 pS. Estos tipo de canales de calcio
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puedes ser bloqueados mediante la toxina SNX-482 y con concentraciones de
niquel entre 30-50 uM [Tottene, et. al. 2000; Catterall, et. al. 2005].

Canales de calcio de bajo umbral (LVA)

Las canales de calcio tipo T (Ca,3) son los unicos canales que integran al
grupo de los canales LVA, los cuales son llamados de canales de bajo umbral
debido a que el voltaje de activacion de estos canales es alrededor de los -70 mV,
muy cercano al potencial de reposo de la membrana, mientras que su rango de
inactivacion se encuentra entre los -100 a -60 mV [Hille, 2001; Suppiramaniam, et
al. 2010].

Las corrientes generadas por dichos canales son corrientes transitorias con
una inactivacion rapida (t= 20-50 ms), presentan una deactivacion relativamente
lenta y una conductancia unitaria de alrededor de los 8 pS; este tipo de canales
son insensibles a los antagonistas organicos conocidos para los canales de calcio,
sin embargo, pueden ser bloqueados por el cation divalente Ni?* [Yunker, et. al.,
2003].

CANALES DE CALCIO PRESENTES EN NEURONAS ESPINOSAS MEDIANAS
En las NEM los canales de Ca®* sus funciones los patrones de disparo de
las neuronas, también los canales de K* dependientes de Ca®" participan en la
frecuencia de disparo generando un postpotencial hiperpolarizante el cual tiene un
papel importante en los disparos repetitivos que presentan las NEM [Galarraga et
al. 1989]. En ese sentido, se sabe que el bloqueo de los canales de calcio por
medio de la aplicacién de cadmio en neuronas neoestriatales de rata incrementa la
frecuencia de disparo y bloquea de manera significativa los componentes rapidos
y lentos del PPH [Pineda et al., 1992]. Por otro lado la activacién de los canales de
potasio dependientes de calcio en las neuronas neoestriatales de rata, es
producida preferentemente por la entrada de Ca®" a través de los canales de
calcio HVA [Vilchis et al., 2000], principalmente los canales N y P/Q, el bloqueo de
estos canales con antagonistas especificos reduce de manera significativa el PPH

observado en este tipo neuronal.
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Se sabe que al bloquear canales de Ca®" tipo L hubo un decremento en la
frecuencia de disparos de las neuronas neoestriatales de rata, mientras que al
bloquear los canales tipo N y P/Q se produjo un aumento en la frecuencia de los

disparos [Pérez-Garci et al., 2003].

Sin embargo el conocimiento que se tiene sobre como es controlado el
patrén de disparo en grupos diferentes a mamiferos, como es el caso de los
reptiles, es poco por lo cual es importante investigar y entender si este control se

da de manera similar a lo reportado para los mamiferos.

HIPOTESIS

Diversos estudios han mostrado que las caracteristicas anatdmicas,
neuroquimicas y conexiones de los ganglios basales han sido altamente
conservadas a lo largo de la evolucién de los vertebrados, y mas especificamente,
se ha observado que existe una gran similitud en las caracteristicas morfologicas y
electrofisiologicas que presentan las neuronas espinosas medianas del estriado de
mamiferos y reptiles, por lo cual se espera que los canales idnicos,
especificamente, canales de calcio dependientes de voltaje presentes en ambos
grupos sean similares, pero que dichos canales presenten diferencias en la
contribucién en la generacién del patron de disparo de las neuronas espinosas

medianas.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

e Determinar cual es el papel de los canales de calcio en la
generacion del patron de disparo de las neuronas espinosas

medianas en el estriado de la tortuga Trachemys scripta elegans.
OBJETIVOS PARTICULARES:

e Caracterizar electrofisioldgicamente las neuronas espinosas

medianas de tortuga.

20



e Determinar, mediante el bloqueo farmacoldégico de los canales de
calcio, que familias de canales de Ca?* se encuentran
involucradas en la generacién del patrén de disparo de las NEM.

e |dentificar las similitudes y diferencias de las caracteristicas

electrofisioldgicas de las NEM de tortuga y mamiferos.

MATERIAL Y METODOS

ORGANISMOS

Se Uutilizaron tortugas de orejas rojas (Trachemys scripta elegans) de
aproximadamente un afo de edad (plastron de 9-15 cm), sin importar el sexo,

criadas en el Laboratorio de Herpetologia de la FES Iztacala.
OBTENCION DE REBANADAS

Para la obtencion de la rebanadas del cerebro de las tortugas, éstas fueron
inicialmente anestesiadas con pentobarbital sédico (100 mg/kg) aplicado de
manera intraperitonial. En el momento en que el animal se anestesid
completamente, aproximadamente 15 a 20 minutos después de la aplicacién del
pentobarbital sddico, se procedié a sacrificar a las tortugas mediante decapitaciéon
para de esta manera extraer el cerebro completo. Obtenido el cerebro de las
tortugas, éste fue colocado en solucion salina Krebs (en mM: 15, NaHCOg;; 2,
MgCl,; 5, KCI; 120, NaCl; 3, CaCl,H,0; 20, glucosa; 0.20, tiourea 0.18, L-
ascorbato a pH 7.4), saturada con una mezcla de CO; (95%) y Oz (5%) a una

temperatura de aproximadamente 4 °C.

Las rebanadas del cerebro se obtuvieron con la ayuda de un vibratomo
(Ted Pella, Inc.) realizando cortes coronales de 250 uym de grosor; todo el proceso
del corte se realizd con el cerebro sumergido en solucion Krebs a 4 °C y con una
oxigenacion constante. Una vez obtenidas las rebanadas coronales del cerebro de
tortuga, éstas se colocaron en una caja Petri con solucion Krebs a temperatura

ambiente y se mantuvieron con oxigenacion constante; para la realizacion del
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registro electrofisiologico se esperd un tiempo de aproximadamente 1 h después

de haberse finalizado la realizacion de los cortes histoldgicos.
REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO

El registro electrofisiologico se realizé en las NEM del estriado dorsolateral
de la tortuga, utilizando técnicas convencionales de fijacion de voltaje en
microareas de membrana (técnicas de patch-clamp) en su modalidad de célula

entera (whole cell).

Se utilizaron microelectrodos de vidrio (con una resistencia de 3-6 MQ) los
cuales fueron fabricados con un estirador de pipetas (P87, Sutter Instrument Co.,
Novato, USA) y llenados con solucién interna (en mM: 120 KSO.CH,, 10 NaCl, 10
EGTA, 10 HEPES, 1 CaCl, 2 MgCl, 2 ATP-Mg, 0.3 GTP-Na; pH 7.3, 290
mOsM/L).

Para la realizaciéon de los registros electrofisiolégicos las rebanadas del
cerebro de tortuga fueron trasladadas a la camara de registro la cual contaba con
un flujo constante de solucion Krebs oxigenada. Mediante el empleo de
microscopia DIC (Diffential-Interference Contrast) se visualizaron las neuronas, las
cuales se eligieron con ciertas caracteristicas morfolégicas para ser aptas para el
reqgistro; la principal caracteristica que debian presentar las neuronas era que el

soma no debia observarse hinchado o plasmolisado.

Los registros electrofisiologicos se obtuvieron con un amplificador
(Amplificador BVC-700A, DAGAN, Minneapolis, USA) en la modalidad de fijacién
de corriente (current-clamp); todas las neuronas se mantuvieron en un potencial
de membrana de ~-80 mV. Por medio del electrodo de vidrio y del amplificador se
enviaron pulsos cuadrados de corriente para evocar respuestas de voltaje en las
neuronas registradas. Con la ayuda de un osciloscopio (Tektronix TDS 2012B) se

observo la actividad de las neuronas a lo largo de todo el experimento.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

Como primer paso, y con el objeto de identificar por sus propiedades
electrofisiologicas a cada una de las neuronas registradas, se realizaron curvas
intensidad-voltaje (curvas I/V). Para ello se enviaron pulsos cuadrados de corriente
depolarizantes e hiperpolarizantes de 800ms de duracion y con potenciales de
mantenimiento de -80 mV. Ademas se realizaron curvas intensidad-frecuencia
(curvas I/F), para lo cual se enviaron pulsos cuadrados de corriente despolarizarte
supraumbral (800 ms duracién) para registrar disparos de potenciales de accion

en voltaje de las neuronas, también a potenciales de mantenimiento de -80 mV.

Si las neuronas registradas cumplian con las propiedades electrofisiologicas
caracteristicas de las NEM, las curvas I/V e |I/F realizadas inicialmente se tomaron
como las curvas control para cada experimento, es decir, para los experimentos

realizados en el presente trabajo la misma neurona fungié como su propio control.

Para la ejecucion de las diferentes series experimentales se utilizaron
distintos farmacos que bloquean diversos canales iénicos, previamente disueltos
en solucion salina se agregaron al sistema de perfusion, después de cinco minutos
de haber adicionado los farmacos se procedio a realizar el protocolo de curvas I/F
antes y después de la aplicacion de los farmacos, y a diferentes intervalos de
tiempo con el propdsito de monitorear los cambios en el patron de disparo de las

NEM por el bloqueo de diferentes canales iénicos.
FARMACOS

Los farmacos utilizados para la realizacion de las diferentes series

experimentales fueron los siguientes:

e Cadmio, bloqueador inespecifico de los canales de calcio (50 uM,
Sigma-Aldrich)

e Niquel, bloqueador de canales de calcio (10 y 100 pM, Sigma-
Aldrich)
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e w-conotoxina-GVIA, bloqueador de canales de calcio tipo N (1 uM,
Alomone).

e w-agatoxina-TK, bloqueador para canales de calcio de tipo P/Q
(400 nM, Alomone).

e BayK-8644, agonista de canales de calcio tipo L (5 uM, Alomone).

e Nifedipina, bloqueador para canales de calcio tipo L (10 uM,
Sigma-Aldrich).

ANALISIS DE DATOS Y ESTADISTICA

Los datos obtenidos de las curvas I/V e I/F fueron digitalizados y analizados
por medio de los programas comerciales Origin Pro 8 y SigmaPlot 10. Las curvas
I-V fueron ajustadas utilizando un polinomio de segundo grado, que nos permitid
calcular la resistencia de entrada de la célula registrada, mientras que para las
curvas I-F se hizo un el ajuste sigmoideo. La frecuencia inicial de los potenciales
de accion se calculd a partir del promedio de la frecuencia de las dos primeras
espigas Yy la frecuencia final del promedio de las cuatro ultimas. Para realizar la
comparaciéon del cambio en la frecuencia de disparo entre los grupos control y
experimental de cada serie experimental se llevd a cabo la medicion de la
intensidad de corriente requerida para alcanzar una misma frecuencia de disparo
en ambas condiciones, los datos de corriente obtenidos se utilizaron para la

realizacidon de las pruebas estadisticas.

Asimismo para reportar su diferencia significativa con respecto al control, a
la curva I-F se le aplicé la prueba estadistica “t” de Student para datos apareados.
Para los parametros electrofisiolégicos y morfolégicos se reportaron medias y

errores estandar.

RESULTADOS

Caracterizacion electrofisioldégica de las NEM el estriado de rata y de tortuga
La caracterizacion electrofisiolégica de las NEM del estriado de tortuga
mostréo que estas presentan las propiedades fisiolégicas distintivas para esta

estirpe neuronal, las cuales han sido reportadas en mamiferos. [Nisenbaum et al.,
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1995; Barral et al., 2010]. Cuando se realizaron las curvas |-V de las NEM, es
posible observar rectificacidn, es decir que la amplitud de las respuestas de voltaje
subumbrales a pulsos cuadrados de corriente de depolarizantes e
hiperpolarizantes de la misma intensidad no son proporcionales. En mamiferos se
ha reportado que esto se debe a la activacién de conductancias de potasio (/k)
[Galarraga et al, 1994; Nisenbaum y Wilson, 1995], impidiendo que el potencial de
la membrana se haga mas negativo conforme aumentan los pulsos de corriente
hiperpolarizante tal como se aprecia en el registro de las NEM de rata [figura 9] y

de tortuga [figura. 10].

Por otro lado, cuando se inyectan pulsos de corriente depolarizantes hasta
la aparicion de un primer potencial de accion unico, todas las NEM, tanto de
tortuga como de rata respondieron con un incremento gradual tipo rampa en el
potencial de la membrana con un marcado retraso en la aparicién del potencial de
accion [figura 9 y 10]. Tanto en mamiferos como en aves se ha reportado que esta
caracteristica se debe a la activacion de corrientes de potasio tipo A sensibles a 4-
aminopiridina [Bargas et al, 1989; Farries and Perkel, 2000]. Es la presencia de
esta corriente /4 la que genera el retraso en la generacidon del primer potencial de

accion.

Por ultimo, cuando se inyectan pulsos cuadrados de corriente supraumbral,
aparece un numero variable de potenciales de accion, dependiendo de la
intensidad de la corriente inyectada. Sin embargo, es comun observar que al inicio
del trazo de voltaje aparecen potenciales de accion a una frecuencia mayor que la
que se observa al final del mismo trazo, siendo independiente de la intensidad de
estimulacion utilizada. En la figura 9C para los registros de mamifero y en la figura
10C para los registros de tortuga se muestran registros representativos de las
respuestas en voltaje a tres intensidades de corriente; los trazos presentados
exhiben el fendomeno adaptacion en la frecuencia de disparo, es decir, se puede
observar que al inicio del estimulo el tiempo entre potenciales de accion es menor
en relaciéon a la separacion que se observa hacia el final de la estimulacion, esto
se debe a que con cada potencial de accion entra calcio por la apertura de canales

de calcio dependientes de voltaje, activando canales de potasio dependientes de
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voltaje, responsables de generar el PPH el cual regula esta adaptacion en la

frecuencia de disparo.
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Figura 9. Caracteristicas electrofisiolégicas de las NEM de rata. A: registro electrofisiolégico de una
neurona espinosa de mediana de rata en el cual se puede observar el retraso en la aparicién del primer
potencial de accidn (a), el postpotencial hiperpolarizante (b). B: relacion de corriente-voltaje (curva I/V) en la
cual se puede observar la rectificacién entrante caracteristica de las NEM. C: proceso de adaptacion a tres
intensidades de corriente distintas. D: fotografia del electrodo de registro haciendo contacto con la neurona
espinosa mediana de rata.
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Figura 10. Caracteristicas electrofisiolégicas de las NEM de tortuga. A: registro electrofisiolégico de una
neurona espinosa de mediana de tortuga en el cual se puede observar el retraso en la aparicion del primer
potencial de accidn (a), el postpotencial hiperpolarizante (b). B: relacion de corriente-voltaje (curva I/V) en la
cual se puede observar la rectificacién entrante caracteristica de las NEM. C: proceso de adaptacion a tres
intensidades de corriente distintas. D: fotografia del electrodo de registro en el momento de entrar en
contacto con la neurona espinosa mediana de tortuga a 40x.
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Bloqueo inespecifico de canales de Ca?" mediante la aplicacién de Cd*
Desde hace tiempo se han realizado observaciones acerca de que el
bloqueo de conductancias de calcio, por ejemplo con cadmio, produce un
paraddjico en la frecuencia de disparo de las NEM. Es decir, que al reducir una
importante corriente entrante, en lugar de disminuir la frecuencia de disparo, ésta
aumenta. En el caso de las NEM de mamifero, esta respuesta involucra
conductancias de potasio dependientes de calcio que producen el postpotencial

hiperpolarizante (PPH).

Para corroborar la presencia de canales de calcio en las NEM de tortuga se
utilizé al cadmio (Cd®*), el cual acttia como bloqueador inespecifico de canales de
calcio; la figura 11 muestra el efecto producido en el patron de disparo por la
aplicacion de Cd** (50 uM).

Se puede observar que el bloqueo de canales de calcio por el cadmio
produjo un incremento significativo en la frecuencia de disparo de las neuronas
espinosas medianas (n= 6) posterior a su aplicacion; en la figura 11A se presentan
las respuestas en voltaje a tres estimulos de corrientes de diferentes intensidades,
los trazos en negro representan la condicidn control y los trazos en azul la
condicién experimental (Cd** 50 puM); bajo dicha condicién experimental se
observa que la frecuencia de disparo aumentd, debido a que posterior a la
aplicaciéon del Cd** se necesitd aplicar una menor intensidad de corriente para
evocar la misma frecuencia de disparo obtenida en la condicion control [figura
11B]. En la figura 11A es posible observar que aunado al aumento en la frecuencia

de disparo se produjo una disminucion en la amplitud del PPH.

Estos resultados muestran que en las NEM de la tortuga, al igual que en las
de los mamiferos, existen canales de calcio dependientes de voltaje que se
encuentran implicados en la generacién del patron de disparo caracteristico de
estas neuronas; sin embargo, el bloqueo con Cd** no indica cual o cuales canales
de Ca®" estan involucrados en cada una de los diferentes propiedades
electrofisioldgicas que han sido descritas anteriormente para las NEM de tortuga.

Para discriminar la contribucion de cada una de los tipos de canales de calcio al
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patron de disparo se realizd el bloqueo con farmacos especificos para los

diferentes canales de calcio dependientes de voltaje.

Bloqueo de canales de Ca** mediante la aplicacion de Ni*

Los canales de Ca?* tipo T se activan a potenciales negativos y su
inactivacion es muy rapida. Muestran sensibilidad a toxinas como la Kurtoxina, y
ademas se ha reportado que son altamente sensibles al niquel (Ni**) [Dolphin et
al., 1990; Tsien et al., 1991; Randall y Tsien, 1997; Perez-Reyes et. al., 1998;
Monteil et al., 2000].

Para determinar si en esta estirpe neuronal existe la presencia de canales
de calcio tipo T se utilizé niquel a las concentraciones de 10 y 100 puM [figuras 11y
12]. En ambas condiciones experimentales la frecuencia de disparo disminuyo6 de
manera significativa, en presencia de 10 pM de niquel la intensidad de corriente
necesaria para alcanzar la misma frecuencia de disparo incremento de 246.72 +
60.58 pA en la condicién control a 351.28 + 77.72 pA en la condicion experimental
(n=6, P=0.006); dicha relacion entre la intensidad de corriente y la frecuencia de
disparo se muestra en la figura 11B, para el caso de la concentracién de 100 uM el
incremento en la intensidad de corriente fue de 285.91 + 74.30 en la condicién
control a 444.98 + 96.72 en presencia de niquel 100 uM (n=6, P= 0.036) [figura
12B].

En las figuras 11A y 12B se muestran las respuestas de voltaje a tres
intensidades de corrientes diferentes en la condicion control (trazos en negro) en
comparacion con la condicién experimental, 10 y 100 uM respectivamente (trazos
en azul). Se puede notar que con la concentracion de 100 uM el decremento en la
frecuencia de disparo fue mayor que en la condicién de 10 uM; sin embargo, es
posible observar que en ambas condiciones experimentales no hubo cambios en
el PPH no obstante que en ambos casos se dio una disminucion en la meseta de

disparo.

29



A Control Cadmio

N %Y

=
200 ms
<t
S
— S — L o
200 ms
25
B [ )
E 20
3, [ ]
c 15-
S °
o [ )
E 10 ®
|l @ ® o

o
5 T T T T T T T T
25 30 35 40 45 50 55 60 65
Current (pA)

Figura 11. Efecto de la aplicacién de Cd** (50 pM) en las NEM de tortuga. La administracion de un catién
divalente, como es el caso de Cd2+, produjo un aumento de la frecuencia de disparo de las neuronas del
estriado de tortuga, en A se presentan el cambio en el patrén de disparo producido por el Cd™, observable
como un aumento en la frecuencia de disparo de las neuronas. B: la relacion I/F muestra que los puntos
experimentales con cadmio (en azul) se desplazaron hacia la izquierda en relacién con los puntos control (en
negro), indicando una disminucion en la intensidad de corriente necesaria para generar una respuesta en
voltaje de las NEM.
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Figura 12. Efecto de la administracién de niquel (10 pM) en NEM de tortuga. La aplicacién de 10 uM de
niquel tuvo como efecto una disminucién en la frecuencia de disparo, dicho cambio en la frecuencia se
puede observar en el panel A donde se presenta la respuesta en voltaje a tres intensidades de corriente en
la condicién control (trazos en negro) y en presencia de 10 pM de niquel (trazos en azul). En B se muestra la
relacion I/F, se puede notar que hubo un desplazamiento hacia la derecha de los puntos experimentales, en
azul, indicando que en la condicién experimental se requirié una mayor intensidad de la corriente aplicada
para alcanzar la misma frecuencia de disparo que en el control. En C se presenta el cambio en la intensidad

de corriente de todos los experimentos.
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Figura 13. Aplicaciéon de niquel (100 pM) en NEM de tortuga. La aplicacién de 100 uM de niquel tuvo como
efecto una disminucién en la frecuencia de disparo, dicho cambio en la frecuencia se puede observar en el
panel A donde se presenta la respuesta en voltaje a tres intensidades de corriente en la condicion control
(trazos en negro) y en presencia de100 uM de niquel (trazos en azul). En B se muestra la relacién I/F, se
puede notar que hubo desplazamiento hacia la derecha de los puntos experimentales, en azul, indicando
que en la condicidn experimental se requirid una mayor intensidad de corriente para alcanzar la misma
frecuencia de disparo que en el control. En C se presenta el cambio en la intensidad de corriente de todos
los experimentos.
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Contribucién de canales tipo L (Cavl) al patron de disparo de las NEM

Para determinar la funcion de los canales de calcio tipo L en la generacion
del patrén de disparo se realizaron los experimentos en presencia de dos distintos
farmacos, el primero de ellos la nifedipina que a 10 uM actua como bloqueador de
este tipo de canales de calcio [figura 14]. El segundo farmaco utilizado fue el
BayK-8644, que es un agonista de los canales tipo L, el cual se utilizd a una

concentracion de 5 uM [figura 15].

El bloqueo de canales tipo L mediante la aplicacién de nifedipina (10 pM)
tuvo como consecuencia una disminucion en la frecuencia, ya que se requirié una
mayor intensidad de corriente en presencia de nifedipina (231.85 + 32.69 pA,) para
obtener la misma frecuencia en la respuesta de voltaje (194.92 + 19.27 pA) este
incremento en la intensidad de corriente fue estadisticamente significativo (n=4,
P=<0.001); en la figura 14A se pueden observar las respuestas de voltaje
evocadas por tres estimulos de corriente de diferentes intensidades, los trazos en
color negro corresponden a los registros control y los trazos en azul a los registros
experimentales (nifedipina 10 uM); puede notarse que a intensidades de corriente
similares, en la condicibn experimental se genera una menor cantidad de
potenciales de accion e incluso puede observarse que en intensidad mas baja no
se evocaron potenciales de accién en comparacion con la condiciéon control; la
disminucién en la frecuencia de disparo puede ser atribuida a la disminucion en la

meseta de disparo, la cual también se puede observar en la figura 14A.

Por otro lado, a pesar de que existen diversos bloqueadores para los
diferentes canales de calcio, sélo se conoce un agonista para ellos y actua sobre
los canales tipo L, por ello se aplicé BayK-8644 (5 uM). Aunque no tuvo efectos
significativos sobre la frecuencia de disparo, se produjo un cambio drastico en el
patrén de disparo de las NEM, suponemos que fue provocado por la gran entrada
de calcio. En la figura 15 se puede apreciar que posterior a la aplicacion del
agonista para los canales de calcio tipo L, el patron de disparo repetitivo cambio a

un patron de disparo en mesetas; estas. Las mesetas observadas son producidas
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por el aumento en la entrada de calcio como consecuencia del aumento en el
apertura de este tipo de canales de calcio.
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Figura 14. Cambio en la frecuencia de disparo de las NEM generado tras la aplicaciéon de nifedipina (10
UM). El bloqueo farmacolégico de los canales de ca” tipo L mediante la aplicacién de nifedipina generd un
decremento en la frecuencia de disparo, lo cual puede observase en A los trazos de voltaje (control en negro
y nifedipina en rojo) obtenidos por la estimulacion de tres intensidades de corriente diferentes, en los cuales
puede notarse la clara disminucion de la frecuencia de disparo del registro control contra el registro
experimental. En B se presenta la curva I/F realizada a partir de los registros presentados en A; puede
observarse que los puntos experimentales (en rojo) se desplazaron hacia la derecha, indicando que tras la

aplicacién de la nifedipina se requirié una mayor intensidad de corriente para evocar la misma o una menor
respuesta en voltaje.
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Figura 15. Cambio en el patrén de disparo provocado por la aplicacion de BayK-8644. La aplicacion del
agonista para canales de calcio tipo L tuvo como efecto el cambio de un patrén de disparo repetitivo a un
patron de disparo en mesetas, las cuales son consecuencia de una mayor entrada de calcio a través de este
clase de Ca™*.

Papel de los canales tipo N (Ca,2.2) en el patron de disparo de las NEM

Con el fin de determinar el papel que juegan los canales tipo N en la
generacion del patrén de disparo se utilizé la w-conotoxina-GVIA (1 uM) para
bloquear de manera especifica este tipo de canales de Ca®*. El bloqueo
farmacolégico tuvo como consecuencia un incremento en la intensidad de
corriente necesaria para alcanzar la misma frecuencia de disparo, siendo que en
la condicion control se requirio de 237.075t 96.99 pA mientras que tras la
aplicacién w-conotoxina-GVIA la corriente necesaria aumento 283.63 + 124.26 pA,

lo cual indica que en presencia de w-conotoxina-GVIA hubo una disminucién en la
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frecuencia de disparo la cual fue estadisticamente significativa (n= 6, P=<0.001),
la relacion intensidad de corriente/frecuencia de disparo se puede observar en la
figura 16B. En la figura 16A se muestran la respuesta en voltaje a tres
intensidades de corriente en el control (trazos negros) y en presencia de w-
conotoxina-GVIA (trazos azules), en la cual es posible observar el incremento en
la intensidad de corriente para evocar una respuesta similar en la frecuencia de
disparo en ambas condiciones, asimismo puede notarse que la aplicacién de la w-
conotoxina-GVIA no afectdé la amplitud del PPH de las neuronas espinosas

medianas de tortuga.

Para determinar si existe una interaccion entre los canales tipo N y P/Q en
las NEM de tortuga se realizd el bloqueo farmacolégico de los canales P/Q
mediante la aplicacion de la w-agatoxina-TK, esta toxina se aplic6 de 15 a 20
minnutos después de haber agregado el bloqueador para los canales tipo N, esto
con el fin de establecer si la w-agatoxina-TK (400 nM) potencia el efecto producido
por la w-conotoxina-GVIA observado en la figura 16. Los resultados de esta serie
experimental mostraron que la w-agatoxina-TK no produjo cambios significativos
(n=6, P=0.147) en la intensidad de corriente necesaria para evocar la misma
frecuencia de disparo en la condicion en la cual se encontraban bloqueados
unicamente los canales tipo N (283.63 + 124.26 pA) respecto a la condicién en la
cual tanto los canales N y P/Q fueron bloqueados (397.12 + 166.28 pA); en cuanto
al PPH no se observaron cambios en la amplitud de este en ninguna condicion

experimental [figura 17A y 17B].
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Figura 16. Papel de los canales tipo N (Ca,2.2) en el patron de disparo de las NEM de tortuga. El bloqueo
farmacoldgico de los canales de Ca2+ tipo N mediante la aplicacién de w-conotoxina-GVIA tuvo como
resultado un aumento en la intensidad de corriente necesaria para obtener la misma frecuencia de disparo;
en A se muestra la respuesta en voltaje en la condicidn control (negro) y en presencia de w-conotoxina-GVIA
(azul) a tres intensidades de corriente similares puede apreciar que en la condicién experimental se produjo
un decremento en la frecuencia de disparo asi como una disminuciéon en la amplitud del PPH. En B se
muestra la relacion I/F en la cual se puede observar un desplazamiento hacia la derecha de los puntos
experimentales (en azul) indicando que en la condicién experimental se requirié una mayor intensidad de
frecuencia para alcanzar la misma frecuencia de disparo que en el control. En C se presenta el cambio en la

intensidad de corriente de todos los experimentos.
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Figura 17. Papel de los canales tipo N (Ca,2.2) y P/Q (Ca,2.1) en el patrén de disparo de las NEM de
tortuga. EL bloqueo conjunto de los canales N y P/Q mediante w-Conotoxina-GVIA y w-Agatoxina-TK,
respectivamente, no provocé ningin cambio significativo en la frecuencia de disparo ni en la amplitud de las
NEM, lo cual se puede observar en el panel A. En B se muestra la relacién I/F en la cual se puede observar
gue no hubo un incremento en la intensidad de corriente necesaria para evocar una misma respuesta en la
frecuencia de disparo en ambas condiciones experimentales. En C se presenta el cambio en la intensidad de
corriente de todos los experimentos.
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Participacion de los canales tipo P/Q (Cay2.1) en el patrén de disparo de las
NEM

Para establecer la participacidon de los canales de ca* tipo P/Q se realizo el
bloqueo farmacoldgico a través de la aplicacion del antagonista w-agatoxina-TK
(400 nM), el cual es especifico para este tipo de canales. La aplicacidén de dicho
antagonista tuvo como resultado un incremento en la intensidad de corriente
necesaria para alcanzar la misma frecuencia de disparo, siendo que en la
condicion control se requirio de 175.45 + 28.12 pA mientras que tras la aplicacion
de w-agatoxina-TK la corriente necesaria aumento a 229.23 + 31.86 pA, lo cual
indica que en presencia de w-agatoxina-TK hubo una disminucién en la frecuencia
de disparo la cual fue estadisticamente significativa (n= 6, P= 0.020), la relacion
intensidad de corriente / frecuencia de disparo se puede observar la figura 18B. En
la figura 18A se muestran la respuesta en voltaje a tres intensidades de corriente
en el control (trazos negros) y en presencia de w-agatoxina-TK (trazos azules), en
dicha figura se puede notar la disminucién en la frecuencia de disparos antes
mencionada, asi como la disminucion en la amplitud del PPH en presencia de la

w-agatoxina-TK en comparacién con el control.

Con el fin de corroborar si en las NEM de tortuga existe una interaccion
entre los canales tipo P/Q y N en las NEM de tortuga se realizdé el bloqueo
farmacoldgico de los canales N mediante la aplicacién de la w-conotoxina-GVIA (1
nM), dicha toxina se aplicé 15 a 20 minutos después de haber realizado el bloqueo
de los canales tipo P/Q, con el propdsito de determinar si el efecto observado en la
figura 18 es potenciado por el bloqueo de los canales tipo N, los resultados
obtenidos provocaron un aumento significativo (n=6, P=0.020) en la intensidad de
corriente necesaria para evocar la misma frecuencia de disparo en la condicion en
la cual se encontraban bloqueados unicamente los canales tipo P/Q (229.23 *
31.86 pA) respecto a la condicion en la cual tanto los canales P/Q y N fueron
bloqueados (258.53 +74.582 pA) [figura 19B]. En la condicién en la cual se
bloquearon los canales P/Q y N se puede notar que hubo una reducciéon mayor en
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la amplitud del PPH en comparacion con la condicion y control y en la cual solo se
bloquearon los canales P/Q [figuras 18A 'y 19A].
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Figura 18. Participacién de los canales tipo P/Q (Cav2.1) en el patrén de disparo de las NEM de tortuga. El

bloqueo farmacoldgico de los canales de Ca2+ tipo P/Q mediante la aplicacién de w-Agatoxina-TK tuvo como

resultado un aumento en la intensidad de corriente necesaria para obtener la misma frecuencia de disparo,
en A se muestra la respuesta en voltaje en la condicidn control (negro) y en presencia de w-Agatoxina-TK

(azul) a tres intensidades de corriente similares puede observarse que en la condicidn experimental se

produjo un decremento en la frecuencia de disparo asi como una disminucion en la amplitud del PPH. En B
se muestra la relacién I/F en la cual se puede observar un desplazamiento hacia la derecha de los puntos
experimentales (en azul) indicando que en la condicion experimental se requirié una mayor intensidad de

frecuencia para alcanzar la misma frecuencia de disparo que en el control. En C se presenta el cambio en la

intensidad de corriente de todos los experimentos.
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Figura 19. Participacion de los canales tipo P/Q (Ca,2.1) y N (Ca,2.2) en el patrén de disparo de las NEM de
tortuga. El bloqueo conjunto de los canales P/Q y N mediante w-Agatoxina-TK y w-Conotoxina-GVIA,
respectivamente, tuvo como consecuencia una disminucién en la frecuencia de disparo asi como una mayor
disminucion en la amplitud del PPH dichos cambios se pueden observar en el panel A. En B se muestra la
relacion I/F en la cual se puede observar un ligero desplazamiento hacia la derecha de los puntos
experimentales (en azul) indicando que en la condicion experimental se requirié una mayor intensidad de
frecuencia para alcanzar la misma frecuencia de disparo que en el control. En C se presenta el cambio en la
intensidad de corriente de todos los experimentos.
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DISCUSION

Una de los objetivos del presente trabajo fue el determinar si las NEM de
tortuga comparten las mismas propiedades electrofisiolégicas que se han
reportado para dicha estirpe neuronal en mamiferos; diversos estudios realizados
mediante registros electrofisiologicos de tipo intracelular y registro de fijacion de
corriente en modalidad de célula entera, han mostrado que las neuronas
espinosas medianas de mamifero presentan caracteristicas electrofisioldgicas
especificas. Diversos autores [Kawaguchi et. al., 1989; Kita et. al., 1984; Jiang et.
al., 1991; Pérez-Garci et. al., 2003] han reportado que en los mamiferos existen
una gran variedad de conductancias ionicas involucradas en la generacién de
dichas caracteristicas, como lo son el retraso en la apariciéon del potencial de
accion (corriente A de potasio), la rectificacion a potenciales depolarizantes e
hiperpolarizantes (conductancias Irk de potasio), la formacion del postpotencial
hiperpolarizante (PPH) asi como la adaptacion de la frecuencia de disparo
(corrientes de calcio y corrientes de potasio activadas por calcio). En el registro de
las NEM de mamifero y tortuga presentados en las figuras 9 y 10 es posible
observar todas estas caracteristicas electrofisiolégicas, lo cual indica que en
ambos grupos dichas caracteristicas estdn dadas por las mismos tipo
conductancias idnicas; de hecho los resultados de estudios realizados en tortuga
por Barral (2010) muestra que al igual que lo observado en el presenten trabajo,
las NEM de tortuga comparten las caracteristicas electrofisiolégicas generales con
las NEM de mamifero, mientras que estudios realizados Guzman (2010) muestran
que el bloqueo de ciertas conductancias de potasio mediante la aplicacién de TEA,
4-AP y cesio produjeron resultados similares en la modificaciéon del patréon de

disparo de las NEM de tortuga en comparacion con mamiferos.

De acuerdo a lo anterior es posible sugerir que las propiedades
electrofisiologicas de las NEM se encuentran altamente conservadas en los
diferentes grupos de vertebrados. Tal es el caso de estudio realizados por
Ericsson y colaboradores (2011), Farries and Perkel (2000) y Farries y

colaboradores (2005) en los cuales se realizé la caracterizacion electrofisioldgica
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de las NEM del estriado de lampreas y aves, respectivamente. Los datos arrojados
por dichos estudios mostraron que ambos grupos de vertebrados comparten entre
ellos y con mamiferos las propiedades electrofisioldgicas que caracterizan a este

tipo de neuronas.

Debido a que en diferentes grupos de vertebrados las neuronas espinosas
medianas presentan las mismas propiedades electrofisiologicas es posible asumir
que a lo largo de la evolucion de los vertebrados el conjunto de canales ionicos
presentes en las NEM se han conservado; sin embargo, el presente trabajo se
enfocd en determinar si en los reptiles la generacion del patrén de disparo
caracteristico de estas neuronas se encuentran involucrados los mismos canales
idnicos reportados para mamiferos, de manera especifica se buscé la participacion

de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Bloqueo de canales de calcio por medio de cadmio

En mamiferos diversos estudios han identificado cuales son los canales de
calcio que se encuentran relacionados con la generacion del patron de disparo de
las NEM, estos canales con canales tipo L, N, P/Q, R [Hoehn et. al., 1993; Bargas
et. al., 1994; Foehring et. al., 2000; McRory et. al., 2001]. Sin embargo, en otros
grupos de vertebrados los estudios realizados para identificar que canales de
calcio se encuentran en estas neuronas son pocos, por lo cual como primer paso
se llevaron a cabo los experimentos para corroborar la presencia de canales de
calcio en las neuronas espinosas medianas de tortuga para lo cual se utilizd
cadmio como bloqueador inespecifico para estos canales. Diversos autores
mencionan que el efecto que produce la aplicacién del cadmio en el patron de
disparo de las NEM de mamifero es un incremento en la frecuencia de disparo
aunado con una disminucion en la amplitud del PPH [Galarraga et. al., 1989;
Bargas et. al., 1999; Pineda et. al., 1998]; estos efectos observados en mamiferos
coinciden con los resultados obtenidos de los experimentos realizados en
presencia de cadmio en las NEM de tortuga, por lo cual se puede afirmar que al
igual que en mamiferos existen canales de calcio dependientes de voltaje en las

NEM de tortuga; sin embargo, los resultados del presente trabajo no sdélo
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confirman la presencia de canales de calcio sino también que dichas
conductancias de calcio presentan un papel similar en la generacién del patrén de
disparo en ambos grupos de vertebrados, es decir, que en los reptiles al igual que
en los mamiferos los canales de calcio tienen un importante papel para que se dé
el patrén de disparo de las NEM [Aguilar et. al., 2004; Sanchez-Mejorada et. al.,
2009; Barral et. al., 2010].

Estos resultados permiten inferir que los canales de calcio dependientes de
voltaje, al igual que con las propiedades electrofisiolégicas, estan presentes en
grupos de vertebrados filogenéticamente inferiores a mamiferos, no obstante a
pesar que estos resultados muestran la presencia de canales de calcio en las
NEM tortuga no permiten dilucidar de manera especifica cuales canales de calcio
son los que se expresan en las NEM de tortuga vy si la contribucion de estos al
patron de disparo concuerda con lo que se ha reportado previamente para
mamiferos, por lo cual se realiz6 el bloqueo farmacolégico con toxinas especificas
para cada tipo canal de calcio lo cual permitié llevar a cabo una identificacion mas

precisa de estos canales.

Identificacién de canales Ca* mediante bloqueo farmacolégico con niquel

Mediante estudios moleculares y de registro de corrientes se ha sugerido la
presencia de canales de calcio tipo T en NEM de mamiferos [Bargas et. al., 1994;
McRory et. al., 2001]. Sin embargo, en estas neuronas no sea definido si este tipo
de canales participan en la generacion del patrén de disparo debido a que pocos
son los estudios enfocados en determinar la actividad de este tipo de canales en
las neuronas de proyeccion del estriado y también porque existen pocos
bloqueadores especificos para los canales tipo T. Trabajos realizados por Mlinar y
Enyeart (1993) en cultivos celulares obtuvieron una reduccion significativa en las
corrientes de calcio tipo T al utilizar dos concentraciones de niquel 5 y 25 uM; otro
estudio realizado por Lee y colaboradores (1999) mediante la clonacion de tres
subunidades: a1G (Ca,3.1), a1H (Ca,3.2) y a1l (Ca,3.3) de los canales tipo T
comprobaron que las ICso de niquel con las cuales se realizé el bloque de cada

subtipo de canal tipo T fueron de 250, 12 y 216 puM respectivamente. Asimismo
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Kang y colaboradores (2006) reportaron que para bloquear a los canales tipo T,
especificamente los Ca,3.2, se necesitaron concentraciones de alrededor de los 5
pM de niquel con lo cual se logré reducir alrededor del 50% de la corriente

producida por la canales Ca,3.2.

Sin embargo, también existen reportes en los que se menciona la presencia
de canales de calcio tipo R (Ca,2.3) en las NEM de mamiferos [Foehring et. al.,
2000]. Asimismo existen estudios en los que se ha comprobado que los canales
tipo R pueden ser bloqueados mediante la aplicacién de niquel. Tal es el trabajo
realizado por Tottene y colaboradores (2000) utilizando células granulares de
cerebelo en cultivo celular donde mostraron que al utilizar una concentracion 30
1M de niquel se bloqued el 50% de la corriente generada por canales tipo R. Otro
estudio realizado por Kang y colaboradores (2007) realizando la clonacion del
canal de calcio tipo R y utilizando concentraciones de niquel de 1-300 pM
(obteniendo una ICsy de 14 uM) bloquearon corrientes de calcio generadas por las
canales tipo R y el porcentaje de disminucién de las corrientes tipo R se dio de
manera dependiente a la concentracion (a mayor concentracion de niquel mayor

disminucioén de la corriente).

Tomando en cuenta las concentraciones reportadas en todos estos
trabajos, con las cuales se logré bloquear las corrientes tipo T y R, y al
compararlas con las dos concentraciones de niquel (10 y 100 pM) utilizadas en
este trabajo, puede asumirse que la disminucién en la frecuencia de disparo
observado en las figuras 12 y 13 se dio como consecuencia del bloqueo de
canales tipo T, R o ambos, puesto que las concentraciones utilizadas en el
presente trabajo entran en el rango reportado para bloquear de manera efectiva
ambos tipos de canales de calcio. No obstante los resultados obtenidos en los
experimentos realizados en presencia de niquel pueden no ser concluyentes para
determinar si el cambio en patron de disparo de las NEM de tortuga puede ser
atribuidos al bloqueo de canales tipo T, R 0 a ambos, para lo cual es necesario
llevar a cabo experimentos en los cuales se utilicen antagonistas especificos para

estos canales de calcio como lo serian la kurtoxina y SNX-482, respectivamente,
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con el fin de determinar si el efecto observado se debe a uno o a ambos tipos de

canales.

Contribucién de canales tipo L (Cayl) al patrén de disparo de las NEM

La presencia de canales de calcio dependientes de voltaje tipo L en las
NEM en mamiferos ha sido comprobada, asi como su participacion en el patron de
disparo en el cual se ha visto que al bloquear estos canales mediante el uso de
diversas dihidropiridinas las neuronas sufren una disminucion en la frecuencia de
disparo [Bargas et. al., 1994; Pérez-Garci et. al., 2003], en los resultados del
presente trabajo el bloqueo de los canales tipo L mediante nifedipina produjo un
efecto similar a lo reportado en mamiferos, observandose no solo una disminucion
en la frecuencia de disparo sino también en la meseta de disparo. Por el contrario
al utilizar el unico agonista conocido para los canales tipo L, el Bay-K 8644, se dio
una entrada masiva de calcio a la neurona lo que se reflejé como un cambio total
en el patron de disparo (figura 15). En los mamiferos se ha demostrado que la
activacion de los canales tipo L produce un incremento en la frecuencia de disparo
[Pérez-Garci et. al., 2003] y en algunos casos también se presenta la formacion de
mesetas sobre la cuales se generan potenciales de accion, estos resultados
mostrados en mamiferos concuerdan con lo que se observo para las NEM de

tortuga.

Debido a que tanto el bloqueo como la activacién de los canales de calcio
tipo L causo efectos similares en las NEM de tortuga con respecto a lo reportado
para mamiferos, es posible asumir que estos canales contribuyen de manera
similar a la generacion del patron de disparo caracteristico de las NEM, asimismo
es conocido que en las neuronas de proyeccion del estriado de mamiferos los
canales tipo L tienen un importante papel para el establecimiento de los estados
“‘ups” y “downs”, es decir, las fluctuaciones del potencial de membrana de las NEM
entre potenciales hiperpolarizados y potenciales despolarizados lo que confiere a
estas neuronas una biestabilidad en su membrana, permitiéndole trabajar de
manera adecuada en cualquiera de estos estados [Wilson y Kawaguchi, 1996,

Vergara et. al. 2003; Olson et. al. 2005]. Estudios han mostrado que cuando se
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bloquean los canales tipo L en las NEM se favorece la aparicion de los estados
“‘downs” en los cuales el potencial de membrana se mueve a potenciales muy
negativos y por tanto no se generan potenciales de accion; esto puede explicar
porque en los resultados del bloqueo de estos canales con nifedipina se dio no
s6lo una disminucién en la frecuencia de disparo sino también una disminucion en
la meseta de disparo [Hernandez-Lopez et. al., 1997; Vergara et. al. 2003; Olson
et. al. 2005], es decir, que el bloqueo de canales tipo L provoca que el potencial de
membrana se mantenga en valores mas negativos. Ahora en el caso contrario, se
ha observado que cuando se aplica el agonista para canales de calcio tipo L, BayK
8644, se facilita la aparicién de los estados “up”; en esta condicién el potencial de
membrana de las NEM se ubica en valores mas positivos y por tanto la generacion
de potenciales de accion se da con mayor facilidad. Si comparamos esto con lo
observado tras la aplicacion del BayK 8644 en las NEM de tortuga, se podria
suponer que la formacion de las mesetas observadas, aparte de ser provocadas
por una gran entrada de calcio, podrian ser provocadas por la aparicion de los
estados “up” que presentan las neuronas espinosas medianas [Hernandez-Lépez
et. al., 1997, 2000; Vergara et. al. 2003; Olson et. al. 2005]. Estos resultados
muestran que al igual que lo reportado para mamiferos en los reptiles los canales
de calcio tipo L tienen una contribucion similar al patron de disparo de las NEM, lo
cual sugiere que estos canales aparecieron en las NEM en grupos de vertebrados
anteriores a mamiferos y que su funcién se ha mantenido a lo largo de la

evolucion este grupo.

Papel de los canales tipo P/Q (Ca,2.1) y N (Ca,2.2) en el patrén de disparo de
las NEM

Pérez-Garci y colaboradores (2003) menciona que la accién de los canales
P/Q y N sobre el patron de disparo se da principalmente mediante la regulacion
del postpotencial hiperpolarizante que se presenta en las NEM; asimismo se ha
demostrado que en las neuronas espinosas medianas de mamiferos la frecuencia
de disparo es controlada principalmente por el PPH, el cual se genera por la
activacion de canales de potasio dependientes de calcio (Kca) de tipo BK y SK
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[Pineda et. al., 1992], como su nombre lo menciona la activacion de estos canales
requiere que se dé un incremento en las concentraciones intracelulares de calcio y
se ha demostrado que dicho incremento en las concentraciones de calcio se da
través de canales tipo P/Q y N. [Vilchis et. al., 2000]. En el presente trabajo el
bloqueo de los canales N y P/Q tuvieron efectos completamente diferentes entre
ellos y con lo reportado en la literatura; el bloqueo de canales calcio tipo N
mediante w-Conotoxina-GVIA (figura 16) no produjo cambio en el PPH, asi como
la combinacion de w-Conotoxina-GVIA mas w-Agatoxina-TK (figura 17) tampoco
gener6 cambio alguno en el PPH, mientras que al realizar el bloqueo
farmacoloégico de los canales P/Q mediante w-Agatoxina-TK (figura 18) se dio una
disminucién en el PPH y la subsecuente aplicacién de w-Conotoxina-GVIA (figura
19) produjo una disminucién aun mayor del PPH. Dichos resultados muestran que
en el caso de las tortugas la entrada de calcio a través de los canales P/Q tiene
una mayor importancia para que se dé la activacion de los canales de potasio SK
y BK, y por consiguiente para que se genere el PPH, esto es contrario a lo que se
ha reportado para mamiferos ya que en este grupo de vertebrados se requiere que
se bloqueen tanto los canales P/Q como los N para producir un cambio en el PPH
[Pérez-Garci et. al., 2003]. Mientras que la participacion de los canales de calcio
tipo N se dio unicamente cuando se habian bloqueado previamente los canales
tipo P/Q, lo cual nos puede indicar que la entrada de calcio a través de los canales
tipo N no contribuye de manera significativa a la activacion de los canales de
potasio SK y BK. Sin embargo, se ha comprobado que en tortuga los canales tipo
N tiene una participacion importante en la liberacion de neurotransmisor [Sanchez-
Mejorada et. al., 2009], no obstante en el presente trabajo se muestra que su
contribuciéon al patrén de disparo asi como la entrada de calcio a través de estos
para que se dé la activacion de los canales de potasio dependientes de calcio no

es significativa.

En las NEM de rata se ha observado que los tanto los canales N y P/Q son
susceptibles a ser modulados por la accién de dopamina a través de receptores
D2, por acetilcolina por medio de receptores M1 y M4, asi como por somatostatina
[Pérez-Rosello et. al., 2004; Vilchis et. al., 2002; Galarraga et. al., 2007; Pérez-
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Burgos et. al., 2008, 2010], y el efecto en el patrén de disparo provocado por la
activacion de los receptores a estos neuromoduladores se observa como una
disminucién en la amplitud del PPH. Esta disminucion se da como consecuencia
de la disminucién en la actividad de los canales tipo N y P/Q, y por consiguiente se
da una menor entrada de calcio al interior de la célula evitando de esta manera la
activacion de los canales de potasio dependientes de calcio, en el caso de las
tortugas se puede asumir que los canales de calcio tipo P/Q son el tipo de canal
sobre los cuales la modulacion por estas sustancias tienen un mayor efecto,
debido a que a diferencia de lo reportado para mamiferos, unicamente el bloqueo
de los canales tipo P/Q tuvo una disminucién importante en el PPH, y el
remanente del PPH fue bloqueado después de que se bloquearon los canales tipo
N, por lo cual se puede hipotetizar que la regulacion sobre los canales tipo N a
través de los receptores D2, M1 y M4 no es tan importante como lo es para los
canales P/Q [Pérez-Rosello et. al., 2004; Vilchis et. al., 2002; Galarraga et. al.,
2007; Pérez-Burgos et. al., 2008, 2010].

Con base en los resultados mostrados en el presente trabajo es posible
inferir que las neuronas espinosas medianas de mamifero y tortuga comparten las
propiedades electrofisiolégicas que definen a esta estirpe neuronas asi como los
canales de calcio dependientes de voltaje que participan en la generacion del
patrén de disparo caracteristico de estas neuronas. Sin embargo, las diferencias
encontradas, principalmente, en la contribucidn de los canales de calcio tipo N y
P/Q entre mamiferos y reptiles podrian reflejar que en mamiferos existe un mayor
especializacion en cuanto al control del movimiento, esto quizas porque en los
mamiferos las conductas motoras requieren de una mayor coordinacién. A pesar
de estas diferencias encontradas es posible inferir que las propiedades
electrofisiologicas se han conservado a lo largo de la evolucién, lo cual indica que
el sistema de los ganglios basales estd altamente conservado, no sélo en los
aspectos anatdmicos como ya se ha reportado por numerosos trabajos, sino

también en las cuestiones electrofisioldgicas.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo es posible realizar

las siguientes conclusiones:

>

Las neuronas espinosas medianas de tortuga y mamifero
comparten las mismas propiedades electrofisiolégicas, las cuales

estan dadas por las mismas conductancias de calcio.

El patron de disparo de las NEM de tortuga es controlado
mediante la activacion de canales de calcio dependientes de
voltaje, de manera similar a lo que se ha reportado para los

mamiferos.

En las NEM de tortuga se comprobd la presencia de canales de
calcio tipo L, N y P/Q, y los resultados de este trabajo sugieren la

posible presencia canales tipo T y/o R.

Al igual que en mamiferos el bloqueo de canales tipo L produjo
una disminucion en la frecuencia de disparo mientras que la
activacion de este tipo de canales cambio el patréon de disparo de

una patron de disparo repetitivo a un disparo en mesetas.

Los canales tipo P/Q participan de manera directa en el control del
patron de disparo de las NEM de tortuga, especificamente en la
generacion del PPH, mientras que los canales tipo N no
contribuyen de manera directa a la formacion del PPH ni al patrén

de disparo caracteristico de las NEM en tortuga.
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