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RESUMEN

Estudios anatémicos de las ultimas décadas indican que existen numerosas
similitudes en la organizacion de los Ganglios Basales (GB) de los vertebrados
amnioticos (reptiles, aves y mamiferos), es decir que el plan basico del sistema
nervioso central de todos estos vertebrados presenta una organizacion estructural
comun; un ejemplo de ello es el cuerpo estriado de los mamiferos con el paleostriatum
augmentum (PA) de los reptiles que es su equivalente anatdmico.

En el cerebro de los cordados, la mayor concentracion de opiaceos se
encuentra en los ganglios basales. En el sistema nervioso los opiaceos enddgenos son
endorfinas, encefalinas, y dinorfinas; las cuales son codificadas por tres genes
separados. Particularmente en la sinapsis glutamatérgica cortico-estriatal de la rata se
han identificado dos tipos de receptor a péptidos opioides, se trata de los receptores
Mu (u) y Delta (8), los cuales modulan la liberacion de neurotransmisor a través de la
regulacion de canales de potasio presindpticos. Filogenéticamente las tortugas, como
otros reptiles, tienen funciones motoras consideradas mas simples que las de los
mamiferos, lo que puede deberse a que presentan una corteza menos compleja que la
de los mamiferos, por tal motivo se puede establecer el papel de los canales de potasio
y calcio en la modulacidn presindptica, producida por la activacién de los receptores a
opiaceos tipo p. Se utilizaron antagonistas no especificos de los canales de K, para el
K* se utilizaron bloqueadores no especificos como el TEA y la 4-AP. Para estudiar los
canales de Ca** se utilizaron bloqueadores especificos: conotoxina GVIA (w-CgTx-GVIA),
agatoxina TK (w-AgTx-TK).

Los datos obtenidos muestran que los potenciales de campo registrados
presentan dos negatividades (N; y N,), de los cuales la segunda es un potencial
sindptico dependiente de calcio, ya que al bloquear con cadmio o en soluciones de
bajo calcio este potencial desaparece. Por otro lado, observamos que la aplicacion de 1
UM de DAMGO (agonista del receptor W) produjo un incremento en la facilitacion por
pulso pareado, la cual al parecer es dependiente de la concentracién. Los resultados
obtenidos hasta el momento sugieren que la inhibicién de la liberacidon de glutamato
en estas terminales pudiera ser similar a la observada en los mamiferos, es decir, estar
modulada por la activaciéon de conductancias de K', como en mamiferos. Nuestros
datos muestran que el bloqueo de canales de calcio no disminuye el efecto del
DAMGO sobre la liberacién de glutamato, en la sinapsis corticoestriatal de la tortuga.
Por otro lado la activacién de los receptores u no tuvo efecto en presencia de
blogueadores de canales de potasio. Por lo que nuestros resultados sugieren que la
activacion de receptores 1 actla a través de la modulacién de canales de potasio en
esta sinapsis, al igual que en mamiferos. Esto sugiere que la modulacion por opiaceos
es una funcién conservada al menos en la sinapsis corticoestriatal de los amniotas.



INTRODUCCION

Los ganglios basales (GB) son un grupo de nucleos interconectados en el
cerebro anterior y en el cerebro medio de mamiferos, aves y reptiles (Reiner et. al.,
1998). En muchas especies, incluyendo los mamiferos, el nucleo del cerebro anterior
de los ganglios basales son la estructura subcortical telencefdlica mas prominente
(Wilson, 2004).

Las conexiones anatdmicas de los GB estan involucrados numerosos circuitos
cortico-subcorticales, los cuales apoyan un amplio rango de funciones sensoriales,
motoras, cognitivo emocionales y motivacionales del cerebro (Groenewegen, 2003).
Estas conexiones son mejor apreciadas dentro del contexto del arreglo de los distintos
nucleos que componen a los GB. Las principales estructuras son el nucleo caudado,
putamen, globo palido (GP), sustancia nigra pars y el subtaldmo. Las principales

aferentes a los GB son la corteza cerebral y el talamo (Wilson, 2004).

Circuito de los ganglios basales

En particular, cuando hablamos de los GB de los mamiferos, nos referimos
principalmente al cuerpo estriado, que es el principal niucleo de entrada a los GB, y al
globo palido que forman parte de la porcidn basal del telencéfalo. Actualmente se
incluyen dentro de los GB a la sustancia nigra (SN), el area ventral tegmental (AVT), y el
nucleo subtaldmico (NST), debido a su cercana relacién tanto anatdmica como
funcional con el estriado y el pdlido (Chesselet y Delfs, 1996; Reiner et al, 1998; Wilson,
2004).

El neoestriado constituye la principal entrada a los ganglios basales, pues las
fibras aferentes que ingresan al neoestriado provenientes de la corteza sensorial,
motora y de asociacién liberan glutamato (McGeer, et al., 1977; Molina, et al., 1999), y
producen un patrén anatémico descrito por Ramén y Cajal como dendritico cruciforme
(Wilson, 1998), lo que significa que la fibra establece un curso relativamente recto a lo
largo del tejido, cruzando sobre dendritas y dejando sinapsis en passant. Pero cabe
destacar que esta no es la Unica via para recibir informacion, también recibe

informacién de los nucleos intralaminares del talamo, recibe entradas dopaminérgicas



de la (SNr) y entradas serotonérgicas del ntcleo del Rafé dorsal, asi como entradas del
nucleo basolateral de la amigdala para el nldcleo accumbens (Lovinger y Tyler, 1996).
Se sabe que la mayor parte de las neuronas del neoestriado son neuronas de
proyeccién, que reciben el nombre de espinosas medianas por el gran niumero de
espinas dendriticas que presentan, y casi la mitad de estas neuronas proyectan
Unicamente al segmento externo del globo palido formando la via indirecta, co-
liberando encefalinas (ENK); mientras que la otra mitad proyecta al globo pdlido
interno y a la SNr, co-liberando Sustancia-P (SP), formando asi la via directa (Misgeld,
et al., 1979; Smith, et al., 1998; Wilson, 1998); asimismo los axones de estas neuronas
sintetizan, almacenan y liberan acido y-amino butirico (GABA). Ademas existen otras
estirpes neuronales cuyos axones se quedan en el neoestriado, estableciendo los
diversos tipos de interneuronas propias de este nucleo, cuyas caracteristicas se han
determinado  por  registros intracelulares, técnicas de identificacidon
inmunocitoquimica, con base al contenido de neuromoduladores y neurotransmisores
gue poseen, describiéndose de esta manera: interneuronas colinérgicas grandes (2%
de las células del neoestriado), células en canasta, que contienen GABA y
parvalbumina (células no-espinosas que rodean a los somas de las neuronas espinosas
medianas son cerca del 3 al 5% del total de la poblacién neuronal) (Kita, 1993), células
que contienen GABA, somatostatina y oxido-nitrico sintetasa (representan menos del
2% de la poblacién neuronal) (Di-Figuralia y Aronin, 1990; Takagi, et al., 1983; Wilson,
2004).

En los reptiles las proyecciones corticales al estriado no se han estudiado en
tanto detalle como en mamiferos y aves, pero se sabe que las proyecciones
corticoestriatales provienen de las porciones visual, somatosensorial y auditiva del
palio telencefalico, y hay cierta evidencia de que esta proyeccidén es glutamatérgica.
Tampoco han sido identificadas proyecciones del palido hacia el talamo dorsal, aunque
de la misma forma en que ocurre con los mamiferos, y aves, en los reptiles un grupo
de nucleos talamicos dorsales proyecta al estriado, ademas de que parece haber
nucleos intralaminares de la linea media de los mamiferos, los cuales tienen similitudes
en cuanto a su histoquimica, topografia y eferencias, aunque una proyeccion del palido
hacia este no ha sido demostrada. Tanto en aves como en reptiles el estriado esta

localizado mds ventral y las regiones del palio descansan inmediatamente dorsal a



este, separadas por una lamina compuesta de células sin fibras, mientras que el tejido
palial inmediato es la llamada cresta dorsal ventricular (DVR). Al igual que en las ratas,
las interneuronas parvalbuminérgicas estriatales de las palomas y de las tortugas
parecen ser especialmente ricas de entre todas las neuronas estriatales en cuanto a la
cantidad de receptores AMPA, compuestos de subunidades GIuR; y GluR4, mientras
gue las neuronas estriatales de proyecciéon son ricas en subunidades GIuR;, GIuR; y
GluRs. Al igual que en la aves, en los reptiles algunos nucleos talamicos dorsomediales
proyectan al estriado y tienen proyecciones esparcidas hacia areas corticales, tales
como el Wulst y partes de la DVR, en el caso de las aves, y la corteza dorsal, el
engrosamiento palial y la DVR en el caso de los reptiles (Reiner et al, 1998). Se ha
encontrado que la magnitud de la aferencia de ENK a las neuronas dopaminérgicas
tegmentales varia entre mamiferos y reptiles, con una aferencia mas prominente en
serpientes, algunas lagartijas y en los primates. No obstante las neuronas de la SNr en
aves y reptiles si reciben aferencia estriatal de SP, y como en los mamiferos estas
terminales de origen estriatal contactan neuronas de la SNr que son presumiblemente
GABAérgicas.

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

movimiento voluntario.



Evolucion de los ganglios basales

Existen numerosas similitudes en la organizacién de los GB de vertebrados
amnidticos (reptiles, aves y mamiferos), por lo que se piensa que esta organizacién ya
estaba presente en los antepasados de este tipo de animales, de aqui la importancia
del estudio en estas estructuras. Ademas, se ha sefialado que deben existir diferencias
mayores en la organizacion de los GB entre los amniotas y anamniotas actuales (peces
y anfibios), sugiriendo que el buen desarrollo de los ganglios basales se llevo a cabo
Unicamente en la transicién evolutiva de anamniotas a amniotas. Las caracteristicas de
la organizacion fundamental de los GB tal como se observa en los organismos
amnidticos, ya se observa en el cerebro de los anfibios, cuyos antepasados dieron
origen a vertebrados como los reptiles desde el periodo carbonifero (Marin, et al.,
1998a y b; Reiner, et al.,, 1998). Al igual que en los mamiferos, los sistemas estriato-
palidal dorsal y ventral tanto de reptiles como de aves tienen distintas conexiones con
el cerebro anterior, el cerebro medio y el istmo, lo que permite suponer que hay una
participacidn de circuitos parcialmente segregados en el sistema estriato-palidal tanto
dorsal como ventral en todos los amniotas (Smeets, et al., 2000).

Dos poblaciones principales de neuronas de proyeccién han sido identificadas
en las regiones dorsal y ventral del estriado de todos los amniotas, estos dos tipos de
neuronas de proyeccién son espinosas de tamafio medio, y liberan GABA, pero difieren
en el contenido de aminodcidos (Albin, et al., 1989; Graybiel, 1990; Reiner y Anderson,
1990; Reiner, et al., 1999), ademas de las neuronas espinosas de proyeccion (las cuales
constituyen cerca del 90% de las neuronas del estriado en los mamiferos) el estriado
dorsal y ventral de los amniotas contiene varios tipos de circuitos neuronales locales,
un tipo estd constituido por neuronas espinosas colinérgicas que estan presentes en
amniotas y al menos en algunos anfibios (Vincent y Reiner, 1987; Hoogland y
Vermeulen-Van der Zee, 1990; Woolf, 1991; Medina, et al., 1993; Medina y Reiner,
1994; Marin, et al., 1997). Sin embargo, aunque la presencia de las neuronas
colinérgicas en el estriado y el nucleo accumbens parece ser una caracteristica comun
en los tetrapodos, hay diferencias importantes entre las especies en cuanto al nimero,
localizaciéon y fisiologia de éstas células (Hoogland y Vermeulen-Van der Zee, 1990;

Henselmans, et al.,, 1991; Medina, et al., 1993; Marin, et al., 1997). No obstante la



presencia de neuronas colinérgicas en al menos algunos anfibios implica que ya en
tetrdpodos primitivos las interacciones dopamina-acetilcolina podrian haber ocurrido
en el estriado desde etapas muy tempranas de su desarrollo evolutivo (Reiner, et al.,
1998).

En los mamiferos se reconocen al menos tres poblaciones diferentes de
neuronas GABAérgicas, que se distinguen basandose en el contenido quimico (Wilson,
1998; Reiner, et al., 1998; Kita, 1993; Surmeier, et al., 1988): (1) células GABAérgicas
conteniendo parvalbumina; (2) células GABAérgicas conteniendo somatostatina; (3)
células GABAérgicas conteniendo dxido nitrico sintetasa y neuropéptido-Y (Kawaguchi,
et al., 1995; Figueredo-Cardenas, et al., 1996), el estriado de anfibios, reptiles y aves
también contiene células que son inmunorreactivas a algunas de esas substancias
(Marin, et al., 1998a y b; Reiner, et al., 1998), pero no se sabe si la funcidn de las
interneuronas estriatales GABAérgicas es similar a lo observado en los mamiferos,
aungque la gran similitud de los circuitos sindpticos estriatales hace suponer que deben
ser muy parecidos entre si (Reiner, et al., 1998). A pesar de la falta de evidencia directa
por estudios que apliquen la técnica de doble marcado, es posible decir que los
circuitos locales de neuronas estaban ya presentes en el cerebro de tetrapodos
antiguos y que el numero de las poblaciones de células estriatales parece haber

aumentado marcadamente a lo largo de la evolucion (Smeets, et al., 2000).

La Transmision sinaptica.

La transmision sinaptica es la principal via de comunicacion en el sistema
nervioso, es el mecanismo que se establece entre dos neuronas y a través del cual se
transmiten las sefiales eléctricas de unas células nerviosas a otras (Engelman vy
MacDermott, 2004) (Fig. 1). El punto en que se transmite la actividad se llama sinapsis
(Matthews, 2001) y existen dos clases de sinapsis de acuerdo al tipo de transmision: las

sinapsis eléctricas y la sinapsis quimicas.



La Sinapsis eléctrica.
En las sinapsis eléctricas la transmisién de los impulsos eléctricos se lleva a cabo

directamente, desde la célula presindptica a la célula postsinaptica, mediante el
cambio en el potencial de membrana y es conducida a otra célula por una via de baja
resistencia denominada unidn estrecha o comunicante, formada por conexinas y se

trata de un tipo de comunicacién rdpida y de forma bidireccional (Simon vy

Goudenough, 1998; Kandel et. al., 2000).
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Fig. 1. Sinapsis Neuronal. La sinapsis (del griego. ouvayig, "enlace”) es el proceso de comunicacion entre

nheuronas.

La Sinapsis quimica
En este tipo de sinapsis, las membranas plasmaticas de ambas células estan

separadas por una hendidura sinaptica. Por lo tanto, utilizan una sustancia transmisora

con que la neurona presindptica se comunica con la postsindptica (Fig. 2). Es necesaria



la liberacién de un transmisor quimico por parte de la célula presinaptica para que se
produzca la transmisidon de los impulsos eléctricos. Este tipo de transmisidn es mas
lenta, lo que permite que se adapte a una variedad de funciones y que su actividad sea
diversa.

Como se menciond, esta sinapsis utiliza una sustancia transmisora para que la
neurona presindptica se comunique con la postsindptica, la cual es sintetizada por la
neurona presinaptica, almacenada en vesiculas y liberada al espacio extracelular

(Kandel et. al., 2000).

Terminal

Vesicula sinaptica Axonica

con moleculas de
neurotransmisor Celula

Presinaptica

Hendidura
Sinaptica

Celula
Postsinaptica

Fig. 2. Sinapsis Quimica. La sinapsis quimica se caracteriza por las membranas de las terminales
presindpticas y postsindpticas que estdn engrosadas, y separadas por la hendidura sindptica, el espacio
intercelular es de 20-30 nm de ancho. La terminal presindptica se caracteriza por contener mitocondrias
y abundantes vesiculas sindpticas, que son organelos revestidos de membrana que contienen
neurotransmisores.

Neurotransmisores

Los neurotransmisores son sustancias que se liberan en la sinapsis quimica

desde las terminales presindpticas y que afectan a la célula postsinaptica (Zimmerman,



1993; Kandel, 2000; Hammond, 2001). Se conoce que en algunas sinapsis muchos
transmisores activan no solamente receptores en las células postsindpticas
(heterorreceptores), sino que se pueden activan a si mismas (autorreceptores). La
activacion de los autorreceptores usualmente modulan la transmisién sinaptica
limitando la liberacion del transmisor (Miller, 1998). Debido a lo anterior se puede
decir que un neurotransmisor va ser excitatorio o inhibitorio de la transmisidon
sindptica dependiendo del tipo de receptores que éste active (Hammond, 2001; Hille,
2001).

Se considera un neurotransmisor a una sustancia cuando es capaz de producir cambios en el
potencial de membrana de la célula postsindptica, ya sea despolarizando (estimulando) 6
hiperpolarizando (inhibiciéon) a la célula. Estos cambios se dan de manera rapida
cuando el transmisor usa canales idnicos dependientes de voltaje, y lentos cuando
participan los mecanismos de segundos mensajeros. Asimismo, otras caracteristicas
para definir a una substancia neurotransmisora pueden ser: A) El transmisor debe de
estar localizado principalmente en terminales nerviosas, preferentemente en las
vesiculas sinapticas agregadas dentro de las terminales. B) El transmisor es
selectivamente liberado por estimulacidn nerviosa, la liberacién depende también del
flujo del calcio al interior de la célula. C) El transmisor reacciona especificamente con
receptores de la membrana postsinaptica y presinaptica, o en ambos. Estas respuestas
son bloqueadas por antagonistas especificos y activadas por agonistas especificos los
cuales simulan la accién del transmisor.

D) La aplicacion de transmisores purificados a la célula postsinaptica evoca la misma
respuesta como la liberacion del transmisor por un estimulo nervioso. E) Se presenta
un mecanismo de inactivacién para permitir que la membrana postsindptica regrese a
su potencial de reposo (Strand, 1999).

Los neurotransmisores y neuromoduladores clasicos incluyen la acetilcolina,
dopamina, serotonina, aminodcidos excitatorios como el glutamato y el acido aspartico
y los inhibitorios GABA vy glicina. Otros neuromoduladores de naturaleza no peptidica
que se incluyen en este grupo son la histamina y oxido nitrico, sin embargo no
presentan las propiedades necesarias para considerarlas como neurotransmisores

(Strand, 1999).



Dentro del sistema nervioso central los neuropéptidos son generalmente considerados
como moduladores de la transmisidn sindptica. Sin embargo algunos péptidos pueden
actuar también como neurotransmisores (Bjorklund et al, 1990; Koob et al, 1990).
Tipicamente los neuropéptidos se coliberan con uno o mdas neurotransmisores
(Hokfelt, 1991; Lundberg, 1996), por ejemplo los péptidos coexisten con los
transmisores cldsicos tales como el glutamato, GABA, glicina y ATP encontrandose
juntos en una misma neurona (Hokfelt et al, 2000). Se ha demostrado que muchos
péptidos en las neuronas utilizan el GABA como su principal transmisor (Penny et al,
1986).

En términos generales se puede decir que los neuromoduladores: A) Alteran el
efecto de los transmisores clasicos en las sinapsis. B) Coexisten con los transmisores
clasicos en las terminales nerviosas. C) Actian mas lentamente y su efecto se prolonga
ya que utilizan proteinas-G ligadas a receptores y subsecuentemente a segundos
mensajeros. D) No se restringen espacialmente al espacio sinaptico ni estan
restringidos a la duracion del potencial de accién, E) Su liberacion depende del
potencial de accion pero pueden ser secretados en procesos continuos o
intermitentes. F) La liberacién del neuromodulador depende frecuentemente de la
duracién, frecuencia y patrones de estimulacién. G) Ellos son efectivos a bajas
concentraciones (picomolar a nanomolar), ya que poseen alta potencia. H) Los
neuropéptidos moduladores pueden contener pequenos transmisores dentro de su
estructura tales como d4cido glutdmico, GABA o aspartato. Se desconoce si estas
pequefias moléculas se coliberan junto con los opiaceos y funcionan como
neurotransmisores. 1) Sus mecanismos de inactivacion puede darse a través de

enzimas proteasas y péptidos (Strand, 1999).

Modulacion Sinaptica.

La modulaciéon es importante para numerosas funciones nerviosas tales como:
reflejos espinales, activacién sensorial, aprendizaje y memoria, entre otros (Barral,
2001). Esta se lleva a cabo en la terminal sinaptica, la cual es un lugar donde se regulan

los cambios necesarios para la funcidn sinaptica; ademas, es aqui donde ocurre la



liberacion del neurotransmisor, especificamente en la parte presinaptica, por lo que la
terminal es un sitio donde se regula la misma mediante varios mecanismos o factores
(José, 2005); uno de estos mecanismos es través de los canales idnicos (Torres, 2007),
ya que estos pueden ser substratos para la fosforilacién por diferentes cinasas,
defosforilacidon por fosfatasas, interaccion con el dcido araquiddnico y sus metabolitos,
asi como interaccion directa con proteinas-G (Barral, 2001; Gohar, 2006) y, aunque
estos no son suficientes por si mismas para producir el disparo en las terminales
sinapticas, si producen dramaticos efectos que afectan profundamente el
funcionamiento de los canales, y por lo tanto de la neurona (Miller, 1998).

En general, la modulacién sinaptica contribuye al funcionamiento de la célula
en el proceso de la transmision sindptica, para asi tener una conexidon sinaptica
efectiva al determinar la cantidad de neurotransmisor liberado al espacio sinaptico, la
disponibilidad con la cual éste es liberado, y la respuesta de la célula postsinaptica al
transmisor. Por otro lado, estos mecanismos moduladores son sitios de numerosas

enfermedades de caracter hereditario o adquirido (Barral, 2001).

Modulaciéon Presinaptica.

Existen dos tipos de receptores presindpticos: los ionotrépicos (receptor-canal)
los cuales dependen de un neurotransmisor y son de accidon rapida, y los
metabotrdpicos (receptor independiente del canal i6nico) los cuales estan mediados
por proteinas G y mecanismos de sefializaciéon de segundos mensajeros y son de accién
lenta, (Hammond, 2001; Kandel et al., 2000; Hille, 2001). La activacion de receptores
presinapticos por diversos neurotransmisores y neuromoduladores puede producir
inhibicidn en la liberacidon de neurotransmisor. La inhibicidn presinaptica puede servir
como un medio de ajustar la eficacia sindptica o prevenir una excesiva liberacion de
neurotransmisor. Evidencia previa muestra que los moduladores presinapticos inhiben
a los canales de Ca** y activan canales de potasio en la terminal (Wu y Saggau, 1997;

Miller, 1998).



CANALES IONICOS.

Los canales idnicos regulan el flujo de iones a través de la membrana en todas
las células. En las células nerviosas y musculares los canales idnicos son indispensables
para controlar los cambios rdpidos en el potencial de membrana, que se asocian con la
generacion del potencial de accién y de los potenciales postsinapticos de las células
blanco (Kandel et al., 2000). Los canales dependientes de voltaje se activan por el
cambio en el potencial de membrana, y participan en numerosas funciones celulares
importantes, ya que son reguladores cruciales de la excitabilidad neuronal (Dodson y
Forsythe, 2004).

La apertura de canales de K' generalmente produce una hiperpolarizacién de la
membrana de las neuronas, permitiendo el flujo de potasio hacia el exterior de la
célula de acuerdo a su gradiente de concentracion; lo que aleja al potencial de la
membrana del umbral del disparo, y por lo tanto inhibe la generacién de potenciales
de accién (Hille, 2001). Por otro lado, la apertura de los canales de Ca** produce una
corriente entrante despolarizante que acerca el potencial de la membrana al umbral
de disparo, y por lo tanto aumenta la excitabilidad de la terminal (Hille, 2001; Miller,
1998).

Entre los neuromoduladores que tipicamente modulan la liberacién de la transmision
sindptica por canales de potasio se encuentran los opidceos (Johnson y North, 1993).
Particularmente en la sinapsis corticoestriatal de la rata se han identificado dos tipos
de receptor a péptidos opioides (Jiang y North, 1992), se trata de los receptores Mu (p)
y Delta (8), los cuales modulan la liberacidn de glutamato modulando canales de
potasio presindpticos (Barral et al., 2003; José et al., 2007).

Los opidceos enddgenos estan ampliamente distribuidos y de manera diferencial en el
sistema nervioso central (Reisine y Pasternak, 1996). Los opiaceos actian como
neuromoduladores, mostrando una importante influencia en muchos estados
fisiologicos y patoldgicos. En el sistema nervioso los opiaceos enddgenos son las
endorfinas, las encefalinas y las dinorfinas las cuales son codificadas por tres genes
separados (Reisine y Pasternak, 1996).

A la fecha se reconocen como receptores a opiaceos enddgenos a los receptores, Mu

(), Delta (6) y Kappa (k), estos receptores metabotrdpicos estan acoplados a



proteinas-G, ligados directamente a canales idnicos, o bien por mecanismos de
segundos mensajeros, por lo que su accidén se considera dentro de las sinapsis lentas
(Reisine y Brownstein, 1994).

Curiosamente dentro del cerebro de los cordados, la mayor concentracién de opidceos
se encuentra en los ganglios basales (Graybiel et al., 1981); los cuales son nucleos
subcorticales con neuronas que desempefan un papel importante en la regulacién de
las funciones motoras, el mantenimiento de la postura, asi como la planificacion,
iniciacion y ejecucion del movimiento (Graybiel, 1990), contribuyendo también a la

cognicién (Wilson, 2004).

Péptidos Opioides

El descubrimiento de los opidceos enddgenos, denominados endorfinas por
Simon y Hiller (1978), y el mas ampliamente distribuido las encefalinas, fue un proceso
diferente en comparacién con muchas otras moléculas bioldgicas, los receptores se
identificaron antes de sus ligandos. El interés por el estudio de los opiaceos enddgenos
aumento cuando se comprobd la existencia de actividad por opidceos en el cerebro y
glandula pituitaria (Hughes et al, 1975). Los opidceos enddgenos estan distribuidos
ampliamente y de manera diferente en el sistema nervioso central, ellos actian como
se menciono anteriormente como neuromoduladores y neurotransmisores, mostrando
una importante influencia en muchos estados fisiolégicos y patoldgicos, incluyéndolos
en funciones cardiovasculares y gastrointestinales, los opiaceos también disminuyen el
sistema respiratorio y puede causar hiperglicemia y acinesia (Strand, 1999).

Los principales opidceos enddgenos son las endorfinas, las encefalinas y las

dinorfinas, los cuales son codificados por tres genes separados.

Endorfinas

Las endorfinas son originadas de la Proopiomenlanocortina (POMC), una
proteina de 267 aminoacidos, de la cual derivan diferentes tipos de endorfinas: a-, -y

v- endorfina, las cuales se diferencian en la cantidad de aminodcidos. Las 3-endorfinas



se localizan en dos grupos celulares en el cerebro: en el nicleo arcuato del hipotadlamo

y en el nucleo del tracto solitario (Schafer et al, 1991; Simon y Hiller, 1994).

Encefalinas

Las encefalinas son péptidos de diferentes tamafos, que derivan de la
Proencefalina A. Este precursor da origen a dos tipos de pentapéptidos,
diferenciandose solamente de su C-terminal; leucina (leu-encefalina) o metionina
(met-encefalina). La proencefalina contiene una copia de leu-encefalina, cuatro de
met-encefalina, un heptapéptido, y un octapéptido (Simon y Hiller, 1994).

Las proencefalinas se encuentran en la corteza cerebral, ganglios basales,
hipotdlamo, talamo, espina dorsal, pituitaria posterior y anterior, en el sistema limbico,
nucleo accumbens y la amigdala. También se encuentran en varios tejidos periféricos

tales como la medula adrenal y sistema reproductivo (Schafer et al, 1991).

Dinorfinas

Son derivadas de la Prodinorfina o proencefalina B un péptido de 256
aminodcidos, es el precursor de a-neo-endorfina, B-neo-endorfina, dinorfina A-(1-8),
dinorfina A-(1-17) y dinorfina B. Las prodinorfinas estdn ampliamente distribuidas en
todo el cerebro, su distribucién es similar con las proencefalinas, pero con algunas
diferencias. El pdlido ventral esta densamente inervado por fibras y células que

contienen dinorfina, mientras que los globos palidos son ricos en encefalinas.

Receptores a opiaceos

La accidn bioldgica de las sustancias quimicas ocurre a través de la interaccidon con sus
distintas clases de receptores que se encuentran en las terminales nerviosas. Mediante
estudios de biologia celular, e inmunocitoquimica se ha encontrado, que los opiaceos
endogenos inducen su efecto por la interaccidn con tres principales clases de
receptores, Mu (u), Delta (3) y Kappa (k), estos receptores son de tipo metabotrépico

ya que estan acoplados a proteinas-G, ligados directamente a canales idnicos ¢ a



segundos mensajeros, por lo que su accion se considera lenta (Reisine y Brownstein,
1994; Cooper et al, 1996; Dhawan et al, 1996; Lord et al, 1977; Aidley, 1998). Los
receptores a opiaceos fueron nombrados por el prototipo de droga usada con la cual el
receptor se ligo: Asi se denomino receptor mu por morfina, Kappa por ketocyclazocine,
sin embargo el receptor delta fue nombrado asi debido a que este receptor predomina

en los vasos deferentes.

Receptor u (Mu)

El receptor u muestra una alta afinidad por la morfina y una menor afinidad para la
encefalina. Esta ampliamente distribuido en el cerebro, principalmente a nivel
postsindptico y en ocasiones se puede encontrar presindpticamente (Ding et al, 1996).
Se han encontrado altos niveles de RNAm para el receptor p en el tdlamo, estriado,
locus coeruleus, y el nucleo del tracto solitario. Este receptor esta involucrado en

procesos de informacién sensorial (Reisine y Brownstein, 1994; Strand, 1999).

Receptor & (Delta)

Las met-encefalinas y leu-encefalinas son los ligandos enddgenos del receptor o
(Hughes et al, 1975). Este receptor es mas limitado en su distribucion en las areas
sensoriales del cerebro que el receptor L, esta altamente concentrado en la corteza, el
estriado, area reticular lateral, por los que se supone que ellos estan involucrados en la
integracion de la informacion sensoriomotora (Strand, 1999). Se establece que el
receptor & inhibe los niveles de cAMP y modulan la actividad de canales de calcio y
potasio dependientes de voltaje (Quock et al, 1999).

De los tres tipos de receptores, la distribucion del receptor o parece ser el mas
conservado a través de las especies de mamiferos. El receptor 0 se encuentra
densamente en las estructuras del cerebro anterior y disminuye hasta desaparecer en
las areas del cerebro medio y tallo cerebral. Esta relacion es particularmente evidente
en el sistema nigroestriatal donde los ligandos para el receptor 8 se presentan de

moderados a densos, observados en el caudado-putamen (neoestriado) de rata,



cobayo, hamster y monos. Los ligandos de receptores son equitativamente uniformes
en todo el caudado y putamen con marcas mas densas en la parte lateral de estos
nucleos. Los ligandos al receptor & se extienden hacia el estriado ventral, dentro de
estas especies se presentan niveles moderados a densos en el nucleo accumbens y
tubo olfatorio. Mas caudalmente, en el palido, los niveles de ligandos de receptores o
son marcadamente reducidos comparados con el estriado y parece no existir en la

substancia nigra y area tegmental ventral (Mansour et al, 1991).

Receptor x (Kappa)

El receptor k¥ muestra alta afinidad para el péptido dinorfina. Estos receptores representan
aproximadamente el 10% del total de los sitios de ligando para opidceos en el cerebro de rata
y se encuentran en altas concentraciones en el nucleo accumbens, substancia nigra, area
tegmental ventral y en el nucleo del tracto solitario. El receptor Kappa es el tipo de receptor
gue predomina en el hipotadlamo y también esta presente en el |I6bulo neural e intermedio de
la pituitaria. Estan involucrados en importantes funciones como la antinocicepcion, regulacion
hormonal, funciones nigroestriatales y control de respuestas viscerales. Se cree que también
estdn involucrados con los procesos de informacidn sensorial pero mucho menos que los

receptores u (Strand, 1999).

Distribucion de los péptidos opioides en el sistema nervioso central.

Los péptidos opioides son abundantes en muchas regiones del sistema nervioso
central (Cuello, 1978) como son, el hipocampo (Simmon y Chavkin, 1996), el
neoestriado (Graybiel, et al, 1981), el globo palido externo, el globo pélido interno, el
talamo, y la corteza, donde juegan un papel muy importante en la neurotransmision
de dreas relacionadas con el dolor y la actividad locomotora. También se encuentran
en el nucleo del tracto solitario, el nucleo arcuato; y el locus coeruleus, bulbo,
hipotdlamo, amigdala, septo y medula espinal (Cuello, 1978). El neoestriado es uno de
los nucleos con altos niveles de péptidos opioides (Jiang y North, 1992).

Las drogas opioides (llamados opidceos) y péptidos endégenos (opioides), han sido

relacionadas con diferentes funciones como son: el control del dolor (Jaffe y Martin,



1990), mecanismos de estrés, la regulacidn respiratoria, el control de la temperatura,
el comportamiento sexual, el sistema locomotor, la memoria y el desarrollo de
tolerancia y dependencia fisica.

En el sistema endocrino estan relacionados con el incremento de liberacion de la
hormona de crecimiento, prolactina y hormona antidiurética, disminucion de los
niveles de tirotropoyetina, hormona luteinizante y hormona foliculo estimulante.
También se ha establecido que participan en la regulacion de diferentes

neurotransmisores (Cuello, 1978).

Papel funcional de los receptores a opiaceos

Desde su descubrimiento en 1973 los receptores opioides han sido el foco de intensa
investigacion con la finalidad de conocer su funcidn en la neurotransmision y adiccién
(Pert y Zinder, 1973; Mansour et al, 1995). Los tres tipos de receptores a opidceos
interactian con proteinas-G (Childers, 1991; Standifer y Pasternak, 1997). Han sido
implicados en un amplio rango de comportamientos y funciones incluyéndolos en la
regulacién del dolor, refuerzo y recompensa, liberacion de neurotransmisores,
modulaciéon neuroendocrina, inhibicion de la adenilato ciclasa, activaciéon de
conductancias de potasio, inhibicion de conductancias de calcio y la inhibicién de la
liberacion del transmisor. En el sistema nervioso central los opidceos tienen dos
acciones celulares; la primera es hiperpolarizar a las células incrementando
conductancias de potasio, y segundo, inhiben la transmisién sindptica reduciendo
corrientes de calcio dependientes de voltaje (North, 1993; Shen y Johnson, 2002).

La consecuencia de la apertura de canales de potasio es inhibir el disparo celular; tal
accion sobre la neurona en la via de la transmisidn del dolor probablemente produce la
accién analgésica del opioide. La consecuencia de reducir las corrientes de calcio es
menos entendida pero puede incluir inhibicion presindptica asi como disminuir el
efecto directo sobre el metabolismo intracelular tal como la alteracion en el estado de
fosforilaciéon de una proteina. En ese sentido, los opioides inhiben el disparo de

neuronas en muchas regiones del sistema nervioso de mamiferos. La inhibicidn directa



del potencial de accién resulta de una hiperpolarizacién de la membrana; la membrana
se hiperpolariza debido a una serie de canales de potasio que se abren (North, 1986).
Los tejidos en los cuales esta accidén se ha mostrado incluyen al locus coeruleus (Pepper
y Henderson, 1980), plexo mientérico (Morita y North, 1982), plexo submucoso
(Mihara y North, 1986), y hipotdlamo (Charpak et al, 1988) del cobayo; en el locus
coeruleus (Williams et al, 1982; North y Williams, 1985; North et al, 1987), sustancia
gelatinosa (Yoshimura y North, 1983), parabrachialis (Christie y North, 1988),
interneuronas de hipocampo (Madison y Nicoll, 1988), y sustancia nigra en neuronas
secundarias (Lacey et al, 1989) de la rata; y en las células de la raiz dorsal del ratén
(Werz y Macdonald, 1983).

Un incremento en las conductancias de potasio en las terminales nerviosas puede
producir una disminucién de la duracién del potencial de accién (como se muestra en
el cuerpo celular por receptores p y d) (North y Williams, 1983; Werz y Macdonald,
1983), y aumentar la liberacién del transmisor.

El efecto de la activacién de receptores a opidceos tipo & sobre conductancias de K* es
de interés ya que estas corrientes pueden hiperpolarizar las neuronas haciéndose
menos sensibles a los neurotransmisores y regresar al potencial de membrana de
reposo después de un disparo (Quock et al, 1999; Barral et al, 2003; Jose et al, 2007).
Las conductancias activadas tanto por el receptor u (en el locus coeruleus de rata) y
receptores a (en el plexo submucoso del cobayo) presentan propiedades
macroscopicas similares. Ellos muestran rectificacién entrante, y son muy sensibles al
bario externo. Estas propiedades son similares a esas conductancias de potasio
rectificadores entrantes que han sido ampliamente caracterizados en las células del
huevo, musculo esquelético, y neuronas (Hille, 1994), excepto que las conductancias
son activadas a potenciales menos negativos.

Los rectificadores entrantes no estdn significativamente abiertos hasta potenciales de
membrana préximos al potencial de equilibrio para el potasio (Ex), entonces juegan un
importante papel en la célula la cual normalmente tiene un potencial de reposo muy
cercano al Ex. Las neuronas en las cuales los opiaceos causan un incremento de largas
conductancias normalmente tienen un potencial de reposo alrededor de los =55 a —65
mV, potenciales en los cuales los rectificadores retardados no estan significativamente

activados. Sin embargo, estos potenciales estan cerca del punto medio para la



activacion de las conductancias que se abren en presencia de opioides, asegurando
gue estos agonistas pueden causar una hiperpolarizacién significante (Williams et al,
1988).

Los receptores a opiaceos son probablemente receptores presinapticos, que cuando se
activan, alteran la cantidad de la liberacién del transmisor, por lo que su accidon
frecuentemente se refiere como moduladores de la accidén sindptica (Reisine vy

Brownstein, 1994; Cooper et al, 1996; Thorlin et al, 1997; Kandel, 2000).

Modulacién sinaptica por opiaceos

Mediante el empleo de técnicas de registro intracelular in vitro en el estriado

de rata se ha mostrado la accidn presindptica y postsindptica por los opidceos, donde
se ha sugerido que la principal accién de los opidceos sobre neuronas estriatales es la
inhibicién presindptica de las entradas sindpticas excitatorias corticoestriatales. La
reduccién del potencial sindptico (40 %) por opidceos se interpreta como una
inhibicidon de la liberacion del glutamato desde las fibras corticales (Jiang y North,
1992). La inhibicién presinaptica de la liberacion de aminodcidos excitatorios a través
de receptores & previamente fue reportada en el estriado de rata (Jiang y North, 1992;
Yuan et al, 1992).
El uso de agonistas a receptores 0 y |1 sobre corrientes postsinapticas excitatorias y
propiedades de la membrana en neuronas neocorticales, han mostrado que la
activacion de receptores a opiaceos p y O disminuyen la transmisidn excitatoria
glutamatérgica provocada en neuronas neocorticales exclusivamente por inhibicién
presinaptica de la liberacion de glutamato, mediado probablemente por bloqueo de
los canales de calcio presinapticos, aunque también se ha observado una débil
activacion de conductancias de potasio postsinapticas, pero solamente a altas
concentraciones del agonista a opiaceo (Andreas et al, 2000).

Por otro lado, en las terminales axdnicas se presenta preferentemente el
receptor a opiaceo tipo & (DOR), sugiriendo un papel primario de estos receptores
sobre la modulacién de la transmision sindptica corticoestriatal, mediante Ia

modulacion presindptica de la liberaciéon del transmisor. Estas observaciones tienen



importantes implicaciones para la comprensién del papel funcional de los DOR en
comportamientos adaptativos y adiccién a drogas (Wang y Pickel, 2001). El incremento
en las conductancias de K y la disminucién de las de Ca’* trae como consecuencia la
inhibicién del disparo y la reduccién de la excitabilidad de la membrana, ademas de
disminuir la liberacién del transmisor (North, 1986; North, 1993).

Estudios electrofisiolégicos han demostrado que la activaciéon de receptores py o
disminuyen la transmisién sindptica excitatoria e inhibitoria por la reduccién de la
liberacion de glutamato y GABA respectivamente de las terminales presinapticas.
(Jiang y North, 1992; Schlosser, et al, 1994). En previos trabajos se ha observado que la
activacion de receptores tipo O hiperpolarizan algunas neuronas piramidales en la
corteza prefrontal como resultado de un incremento en las conductancias de K7, al
igual que también inhiben presinapticamente la liberacidon de aminoacidos excitatorios
(Tanaka y North 1994), como en otras neuronas de cobayo, plexo submucoso (Mihara
y North, 1986); células granulosas del giro dentado de la rata (Piguet y North, 1993).

En muchas partes del SNC y del sistema nervioso periférico los opidceos reducen la
liberacion de neurotransmisores (lles, 1989), sin embargo no resulta claro si la
inhibicidon de la liberacién del neurotransmisor es causada por el efecto de canales
potasio y calcio (Cohen et al, 1992).

El estudio de la modulacién presinaptica de las aferentes glutamatérgicas en el
neoestriado de rata es de gran interés, ya que de estas entradas glutamatérgicas
depende el inicio de los mecanismos de la regulaciéon de la funcidn motora del
neoestriado (Albin et al, 1990; Wilson, 1998). Sin embargo también hay que tomar en
cuenta que las entradas sinapticas glutamatérgicas a las neuronas estriatales son
moduladas por diversos neurotransmisores y neuropéptidos, de los cuales muchos de

sus receptores son blancos de drogas de abuso (Gederman et al, 2003).



OBJETIVOS

General
e Establecer el papel de los canales de potasio y calcio en la modulacién

presindptica, producida por la activacion de los receptores a opidceos tipo .

Particulares
e Determinar la modulacién presindptica corticoestriatal en los ganglios basales de

la tortuga por la activacion de receptores a opiaceos tipo p.
e Demostrar la participacion de conductancias de potasio en la modulacién

presinaptica de la sinapsis corticoestriatal de la tortuga.

HIPOTESIS DE TRABAJO

. .z , 2
e Sineuromoduladores como los opidceos podrian estar regulando la entrada de Ca™,
. .7 . o .7 +
entonces el mecanismo de accién pudiera ser la activacion de canales de K.
e Silos opidceos modulan presinapticamente en la sinapsis paleoestriatal en tortuga,

entonces pudiera deberse a la activacion de receptores a opidceos tipo L.

JUSTIFICACION

Filogenéticamente el origen de reptiles se remonta a mas de 200 millones de afios
(Northcutt, 1981), En este sentido las tortugas, como otros reptiles, tienen funciones
motoras mas simples que las de los mamiferos, lo que puede deberse a que presentan

una corteza primitiva. Por lo que estudios comparativos de los GB entre mamiferos y



reptiles son de gran importancia ya que ha revelado varias caracteristicas que son de
utilidad para comprender mejor el funcionamiento o disfuncién de estas estructuras
(Reiner et al, 1998). Este estudio contribuird a ampliar el conocimiento sobre
modulacion presindptica producida por opidceos en la sinapsis de neuronas corticales
con neuronas del paleostriatum augmentatum de la tortuga, que es el equivalente

anatémico del cuerpo estriado de los mamiferos.



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron rebanadas coronales de 500 um de espesor de cerebro de tortuga
(Trachemys scripta elegans, organismos de 15 a 20 cm), adultos, sin distincion de sexo.
Para ello, las tortugas fueron previamente anestesiadas con pentobarbital sédico (100
mg/kg) y decapitadas, el cerebro fue rapidamente removido y sumergido en una
solucién salina isoténica (en mM: 96.5 NaCl, 2.6 KCI, 2.0 MgCl,, 2.0 CaCl,, 31.5 NaHCO;3,
10.0 Glucosa) saturada con una mezcla de 95 % O, y 5 % CO,. En esta etapa se
mantuvieron a una temperatura de 4 + 1 2C. y un pH 7.4, sin embargo como el cerebro
de la tortuga es resistente a la anoxia fue posible realizar registros confiables hasta

cinco dias después de haber realizado la diseccion (Mufioz, 1998; José, 2003).

Estimulacion y Registro de potenciales de campo.

Las rebanadas obtenidas se colocaron en una cdmara de registro a la cual se le
hizo pasar una perfusion constante de solucién salina 1.0 = 0.1 ml/min previamente
oxigenada, bajo estas condiciones se realizaron todos los experimentos.

Se utilizaron electrodos de estimulacidon concéntricos bipolares en la punta, el
electrodo de estimulacidn se coloco en la corteza cerebral de la tortuga, mientras que
el electrodo de registro se coloco dentro del equivalente al cuerpo estriado
(paleostriatum augmentatum), de esta manera se estimularon las fibras corticales
aferentes al neoestriado. Los estimulos se mandaron por medio de un estimulador
controlado por la computadora (Digitimer DS2) en donde se regulo la intensidad (0-25
Volts), la duracién (0.01-0.04 ms) y la frecuencia (0.4-0.06 Hz).

Los potenciales de campo fueron registrados mediante microelectrodos de
vidrio obtenidos a partir de capilares de vidrio (estirados por calentamiento, de 1.0
mm de diametro externo), con NaCl al 0.9 % utilizada como medio conductor.

Los registros obtenidos se midieron, promediaron y graficaron utilizando

software comercial (Origin, Microcal Software, Northampton, MA. U.S.A.).



Facilitacion por pulso pareado.

Para evaluar los eventos presinapticos, asi como la participacion de los canales
de potasio presindpticos se emplean técnicas electrofisioldgicas indirectas, ya que no
es posible introducir un electrodo de registro en las terminales.

En el presente trabajo se utilizo el paradigma experimental de facilitacion por
pulsos pareados (FPP), que ha sido utilizada por un sinnimero de investigadores para
estudiar eventos presindpticos (Dunwiddie y Hass, 1985; Mennerick y Zorumski, 1995;
Isaacson y Walmsley, 1995; Hernandez—Echeagaray, 1998; Barral, 2001).

Para entender el paradigma de la FPP, se han planteado varias hipdtesis una de
ellas es la inactivacion de corrientes de K en la terminal presinaptica, lo que
provocaria incremento en el influjo de Ca’* extracelular (Andrew y Dudek, 1985). Sin
embargo, esta hipdtesis ha sido poco estudiada (Barral et al, 2003; Jose et al, 2007).
Quizas, la hipdtesis mas aceptada sea la del Ca” residual propuesta por Katz y Miledi a
finales de los afos 60’s. (Katz y Miledi, 1968; Katz y Miledi 1970).

Esta hipodtesis, se basa en la afirmacion de que la entrada de Ca®" es esencial
para la liberacion de neurotransmisor. De tal modo que cuando nosotros bloqueamos
conductancias de potasio, la concentracién de calcio se incrementa en el interior de la
célula, debido a que los canales de calcio que se encuentran en la terminal sinaptica
permanecen mas tiempo abiertos (Barral, 2001). Pequefias modificaciones en la
concentracién de Ca?* celular bastan para alterar sensiblemente la aparicién
espontanea de potenciales miniatura, y por lo tanto liberacion de neurotransmisor
(Del-Castillo y Katz, 1954a; Del Castillo y Katz, 1954b). Por lo tanto, cuando se mandan
trenes de estimulos a intervalos cortos de tiempo se observa ya sea un progresivo
incremento (facilitacion, aumentacién o potenciacion), o bien, un decremento en la
amplitud de las respuestas sindpticas (depresion). Esto quiere decir que grandes
cambios en la liberacidn de neurotransmisor pueden deberse a pequefios cambios en
la concentracién intracelular de Ca®* seguida de un pulso nervioso (Barral, 2001).

Para producir el protocolo de facilitacién por pulso pareado se mandan dos
estimulos (S; y S;), cercanos en el tiempo (10-200 ms) (Barral, 2001). La primera

respuesta al primer estimulo es el componente S; (condicionante) y la segunda S,



(condicionado) como se muestra en la Fig.3 (Dunwiddie y Hass, 1985; Herndndez —

Echegaray, 1998; Barral, 2001).

Protocolo experimental

Para buscar la actividad neuronal, se aplicaran dos estimulos con una intensidad inicial
de 20 V, una duracién de 0.4 ms y a una frecuencia de 0.5 Hz. Como el estriado no
tiene un arreglo laminar, la posicién de los electrodos sera diferente en cada registro.
Una vez obtenido el registro se disminuira la frecuencia del estimulo a 0.1 Hz para
obtener un registro estable, por lo que a esta frecuencia de disparo se mantendran
todos los experimentos realizados.

Los experimentos se realizardan en presencia de bicuculina (10 pM) que es un
bloqueador especifico del receptor GABA,, para eliminar el componente inhibitorio y
obtener solo el componente glutamatérgico (Bargas, et al, 1998; Barral, 2001;
Nisenbaum et al, 1992). En estas condiciones, la intensidad de los estimulos se ajustara
para ver poca o ninguna facilitacion (S,/S; = 1) en el tiempo de registro durante el

control.



1 Amplitud (HV)
N/

Intervalo Interespiga (ms)

Fig 3. Registro extracelular de un potencial de campo en el estriado de rata. Se pueden observar dos
negatividades (N; y N,), la primera es en respuesta al potencial antidromico que corresponde a la
informacion que va del axon a las dendritas y que aparece aproximadamente de 2 a 4 ms después del
artefacto de estimulacion. La segunda negatividad corresponde al potencial sindptico que aparecen a los
4 a 8 ms, y se obtiene cuando las aferentes corticales que llegan al drbol dendritico o al soma de las
neuronas estriatales generan un potencial postsindptico (Malenka y Kocsis, 1988). También se muestran
dos registros (S; y S,) separados por un intervalo de tiempo, para observar la facilitacion por pulso
pareado a través del cambio en las amplitudes de la espiga (Tomado de Barral, 2001).

Esto permitird detectar los cambios provocados por la administracién del
agonista a los neuromoduladores, asi como aquellos cambios provocados por los
bloqueadores de potasio, y determinar el cambio en la facilitacion la cual se evaluara
como el cociente entre la amplitud de la respuesta al segundo estimulo (S;) entre la

respuesta al primer estimulo (S;):

PPF=2

1

Que expresado en porcentaje queda:

%PPF =| 52 _1 %100

1



Farmacos Utilizados

Para la realizacién del presente trabajo se hicieron experimentos de oclusién
farmacoldgica utilizando bicuculina (10 uM).

Para identificar farmacolégicamente que tipo de receptores se activan, se
empleo un péptido especifico al receptor pu. DAMGO (Try-D-Ala-Gly-Me-Phe-Gly-ol)
agonista (Jiang y North, 1992); asi como un antagonista especificos a este receptor,
CTOP (D-Phe-Cys-Try-D-Trp-Om-Thr-Pen-Thr-NH,). (Dhawan, et al., 1996).

Para determinar si los diferentes agonistas a opidceos actlan sobre
conductancias de potasio en las terminales, se utilizaron antagonistas inespecificos
de esos canales como la tetraetilamonio (TEA) y la 4-aminopiridina (4-AP). (Barral et
al, 2003; 2007): Para saber si diferentes agonistas a opidceos actuan sobre
conductancias de calcio en las terminales, se utilizaron toxinas especificas contra los
diferentes subtipos de canales de calcio: @-AgTx-TK para los canales de calcio tipo
P/Q (Cay 2.1 subunidad ajs) y ® -CgTx-GVIA para los canales tipo N (CAV 2.2,
subunidad ag); que son los que participan en la liberacion del transmisor.(Bargas et
al.,1998b; Barral et al, 2001). Todos ellos se prepararon en soluciones stock durante
el experimento y se disolvieron en la solucidon salina, se administraron a la

preparacion a través del dispositivo de perfusion.

Analisis de Datos

La significancia estadistica de los cambios observados con el protocolo
de facilitacion por pulso pareado (FPP), se examinaron en cada experimento con el
mismo tejido, siendo su propio control y tomando muestras de datos antes y después
de la aplicacién de DAMGO vy de los diferentes bloqueadores de canales de potasio y

calcio.



RESULTADOS

En el presente trabajo se muestra la modulacién presindptica de las aferentes
corticales al paleoestriatun augmentatum por la activaciéon de receptores a opidceos
tipo M. Los cuales actuan sobre conductancias de potasio en la terminal
glutamatérgica, regulando la liberacion de glutamato en la sinapsis corticoestriatal de

la tortuga.

Efecto de la activacion a Receptores de opiaceos tipo MU

Uno de los agonistas especificos de receptores a opiaceos tipo i es el DAMGO (Jiang vy
North, 1991; Barral et al, 2003). En la figura 4 se muestra el registro electrofisioldgico
obtenidos después de la aplicaciéon de DAMGO (1 uM) en la sinapsis corticoestriatal de
la tortuga; de la misma manera se hicieron experimentos a diferentes concentraciones
(3 uM, 300 nM, 100 nM, 30 nM y 10 nM), con la finalidad de hacer una curva dosis
respuesta, como se vera mas adelante. En la Figura 4 Se muestra el curso temporal, del
un experimento tipico, en el panel A se muestra en la parte superior la FPP, como el
cociente S2/S1. En la porcidn inferior se muestran las amplitudes de la primera (S1) y la
segunda (S2) respuesta. En el panel B se muestran los registros electrofisioldgicos
indicados en el panel A, en este caso se puede observar que la respuesta sinaptica S2
aumenta su amplitud después de la aplicacion de DAMGO, mientras que el cambio en
la respuesta S1 es menor, lo cual nos indica que existe una facilitacion por pulso
pareado, ya que paso de 1.141 + 0.203 a 3.5 + 0.937 (Mediana de 1.090 a 2.403,n =9,
P < 0.01, prueba de Wilcoxon). Sin embargo, como el calcio es el principal i6n
involucrado en la liberacién de neurotransmisores, entonces la activacidn o el bloqueo
de canales de K* pueden regulan la entrada de Ca®* presinéptico, porque el bloqueo de
canales de potasio hace que la terminal permanezca mas tiempo despolarizada
después de la llegada de un estimulo, lo que permite una mayor entrada de calcio por
los canales de calcio dependientes de voltaje, y por lo tanto una mayor liberacién

(Miller, 1998). Cuando se aplica el protocolo de FPP, lo que se observa es una



depresion por pulso pareado, ya que la respuesta S1 aumenta, mientras que la

respuesta S2 disminuye (Barral et al, 2001).
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Fig. 4. Modulacion Presindptica producida por el agonista DAMGO. En A se muestra el curso temporal
del experimento, la aplicacion de 1uM de DAMGO, aumenta la facilitacion por pulso pareado. En B se
observa la modificacion de S1 y S2 hay una amplitud considerable, esto indica que hay una facilitacion
por pulso pareado.

Mientras que la activacion de los canales de potasio incrementa la repolarizacion
después de un estimulo, lo que se observa es una disminucién en la entrada de calcio a
la terminal y por lo tanto una menor liberacion. Utilizando el protocolo de FPP se
observa un incremento mayor en la respuesta S2 con respecto a la S1, por lo que dice
gue hubo una facilitacién por pulso pareado (Barral et al, 2001). Estos resultados nos
indican que el mecanismo de accién por opiaceos tipo U es la activacién de canales de

K* en la sinapsis corticoestriatal de |a tortuga.



Especificidad de los receptores a opiaceos tipo n
Para demostrar que los receptores a opiaceos tienen efectos inhibitorios como

se ha reportado anteriormente, en el presente trabajo se muestra que la activacién de
los receptores a opiaceos en este caso los receptores tipo W juegan un importante
papel en la modulacion presindptica paleoestriatal. Al aplicar al medio extracelular el
DAMGO (1 pM) se observa un aumento en la facilitaciéon por pulso pareado, lo que
refleja una disminucién en Ila liberacién del transmisor glutamato. Se utilizo CTOP
como antagonista y el DAMGO como agonista, de los receptores a opiaceos tipo p. En
la figura 5 se ilustra el curso temporal de un experimento en el cual se observa el
cambio en la FPP producida en primer término por el efecto del CTOP (1 mM), entre
las amplitudes S,/S: hay una disminucién en la FPP. Sin embargo cuando se lava el
CTOP del medio extracelular y se aplica el DAMGO (1 uM) se observa un aumento en la
FPP. Posteriormente se lava el CTOP y el DAMGO dejando 20 minutos de recuperacion

y nuevamente aplicando el agonista se observa un incremento de la amplitud de s2.
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Fig. 5. Efecto del Agonista DAMGO en presencia del antagonista CTOP. En presencia del CTOP el
agonista sigue teniendo efecto, esto nos indica que no se bloquea el efecto del DAMGO.



CURVA DOSIS-RESPUESTA
Haciendo experimentos a diferentes concentraciones de DAMGO (n=28) se

observo que neuromoduladores como los opidceos pueden regular la liberacién por la
accion de canales de K'. Como se puede apreciar en la figura 4, el efecto que
obtuvimos con el agonista fue un incremento sobre la facilitacion por pulso pareado, la
activacion de receptores y, siendo una dosis-dependiente. Estos datos nos indican que
la modulacion de la liberacién de neurotransmisor, en este caso, es dependiente de la
concentracion utilizada. La activacién de receptores presinapticos por diversos
neurotransmisores y neuromoduladores puede producir inhibiciéon en la liberacién de
neurotransmisor. La inhibicién presindptica puede servir como un medio de ajustar la
eficacia sindptica o prevenir una excesiva liberacién de neurotransmisor. Existe
evidencia previa que muestra que los moduladores presindpticos inhiben a los canales
de Ca®' y activan canales de potasio en la terminal (Jiang y North, 1991; Wu y Saggau,

1997; Miller, 1998, Barral et al, 2003; José et al, 2007).
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Figura 6. La respuesta del receptor u es dependiente de la concentracion. La aplicacién de DAMGO a

diferentes concentraciones produjo un incremento en la facilitacion por pulso pareado (FPP) mostrando
un efecto de inhibicion presindptica dependiente de la concentracion utilizada.




Modulacion Presinaptica de Opioides tipo Mu por canales de Calcio

La modulacién a través de los canales de calcio tiene un impacto amplio sobre
la fisiologia del circuito sindptico, ya que la entrada de calcio ademads de contribuir a la
liberacion de neurotransmisores, evoca diversas respuestas celulares tales como la
apertura de canales de potasio dependientes de calcio, propagacion del impulso
nervioso, reacciones enzimaticas y transcripcion de genes (Lopez y Brown, 1992).

La liberacion del transmisor es altamente sensible a la entrada de calcio en la
terminal presindptica, un mecanismo por el cual la entrada de calcio puede ser
modulada es por el cambio en la amplitud y duracién de un potencial de accion (PA) en
la terminal presinaptica. Si el PA es prolongado por la aplicacidon de blogueadores de
canales de potasio dependientes de voltaje, entonces los canales de calcio
permaneceran abiertos por un largo periodo de tiempo dando como resultado un
aumento en la entrada de calcio que incrementa la liberacion del transmisor
(Augustine, 1990).

En términos generales los canales de calcio dependientes de voltaje han sido
clasificados de acuerdo a sus propiedades electrofisiologicas y farmacolégicas en cinco
grupos T, L, N, P/Qy R (Birnbaumer et al, 1994, Catterall, 1999; Hille, 2001). Algunos de
estos canales, particularmente aquellos involucrados en la liberaciéon de
neurotransmisores son susceptibles de ser modulados (Barral et al 2001) por
reacciones de fosforilacion y defosforilacion llevados a cabo por diferentes proteinas-G

(Wuy Saggau, 1997).

Canales de Caz+

Los canales de Ca** dependientes de voltaje (CCDV) han sido clasificados de
acuerdo a sus propiedades electrofisiolégicas y farmacolégicas en cinco tipos
esenciales denominados T, L, N, P/Q y R. Los canales T son activados a potenciales
cercanos al potencial de membrana (tipicamente a potenciales mas negativos de -50
mV); los canales restantes requieren mayores voltajes de activacion (Catterall, 1998).
Tipicamente los canales N y P/Q se colocalizan junto a las series de vesiculas ancladas

en la sinapsis donde controlan la liberacién, esto puede ser demostrado por la



sensibilidad de varios tipos de neurotransmisores a bloqueadores especificos de esos
canales (Miller, 1998; Wu y Saggau, 1997; Barral et al, 2001). Los canales R han sido los
menos caracterizados debido a su insensibilidad a bloqueo farmacolégico. Los canales
mas abundantes son los canales L, particularmente en las células musculares tanto
esqueléticas como cardiacas donde juegan un papel esencial en el mecanismo de
acople excitacién-contraccién, aunque también estan presentes en las terminales
nerviosas (Catterall, 1998; Hammond, et al., 2001; Wu y Saggau, 1997), al parecer no

participan en la liberaciéon de neurotransmisores (Barral et al, 2001).

El papel del Ca2+en la liberacion

La liberaciéon de neurotransmisor de vesiculas sindpticas es inducida por el
influjo de Ca** en los canales de calcio dependientes de voltaje (Fassio, et al., 1996), y
la rapidez de esta respuesta recae en la estrecha proximidad de los sitios en los cuales
la exocitosis ocurre y los sitios de influjo de Ca®*. En condiciones de reposo la
concentracién intracelular de Ca®" libre no es mavyor de 10”7 o 108 M, gue es al menos
10,000 veces menor que la concentracion de Ca* extracelular (Penner, et al., 1993;
Hammond, 1996). La despolarizaciéon producida por la llegada de un potencial de
accion a la terminal presindptica, provoca un cambio en la concentracion interna de
Ca”, ya sea por la entrada de Ca®* extracelular debida a la activacién de los CCDV
(Wheeler, et al., 1994a y b; Barral et al., 2001) o por la liberacién de Ca®" de sitios de
almacenamiento intracelulares (Meldolesi, et al., 1988). La entrada de Ca*" extracelular
a través de CCDV (Canales de calcio dependientes de voltaje) es necesaria para
producir la exocitosis de neurotransmisor (Flores-Hernandez, et al., 1997; Zimmerman,
1993), el nimero de iones de Ca** que entran por unidad de tiempo depende de: a) el
ndmero de canales de Ca”* abiertos, los cuales dependen de la actividad presinaptica,
b) el nimero de canales de Ca** susceptibles de activacidn y c) la activacion de canales
de K" (Hammond, 2001). No todos los canales de Ca®" estan asociados a la liberacién de
neurotransmisor, por ejemplo en la sinapsis cortico-estriatal los canales L y T no
participan directamente o su participacion no es significativa (Bargas, et al., 1998;
Barral, et al., 2001), sin embargo los canales L son susceptibles de ser modulados por

diversos farmacos (Barral, et al., 2001). La modulacién presinaptica debido a la



activacion de los receptores GABAg involucra proteinas G que sefializan e inhiben
presinapticamente a los canales de Ca**, lo que provoca una reduccién en la liberacion
de neurotransmisores (Misgeld, et al., 1995; Wu y Saggau, 1997; Barral, et al., 2000;
Sdnchez Mejorada, 2009), ademas de que se ha propuesto que la activacion de
receptores GABAg presinapticos inhibe la entrada de Ca’* extracelular modulando los
canales de calcio dependientes de voltaje (Chen y Van-den-Pol, 1998; Hirata, et al.,

1995; Takahashi, et al., 1998, Barral et al, 2000; Sanchez Mejorada, 2009).

Efecto de o-CgTx-GVI

Los canales de Ca®* tipo N estan presentes a nivel presindptico en las terminales
nerviosas corticostriatales de la tortuga al igual que en los mamiferos. (Sanchez-
Mejorada. 2009, Barral et al, 2000). Para el bloqueo de los canales de Ca®t tipo N se
utilizé - CgTx GVIA, que produjo una inhibicidn presinaptica, asi como un incremento
en la FPP después de ajustar el voltaje, ya que paso de 1.349 + 0.138 a 1.734 +0.142
(mediana cambio de 1.266 a 1.718, n=12, P < 0.05, Prueba de Wilcoxon) confirmando
la presencia de estos canales en las terminales corticoestriatales de la tortuga (Fig. 7).
Se puede observar que después de la aplicacion del DAMGO, agonista de los
receptores Mu (1 uM), en presencia de - CgTx GVIA, el agonista Mu continua
produciendo facilitaciéon por pulso pareado ya que paso de 1.940 + 0.355 a 2.124 +
0.142 (Mediana cambio de 0.970 a 2.187, n=6, NS, Prueba de Wilcoxon). Claramente se
puede observar un incremento en la respuesta al segundo estimulo (S2) en presencia

del bloqueador del canales N y en presencia del DAMGO.
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Fig 7 El efecto del bloqueador de canales de calcio con B-CgTx-GVI (1 BIM). Se puede observar que aun
después de bloquear los canales de calcio, el DAMGO sigue teniendo efecto. Observe el registro numero
4 se observa que la amplitud de la respuesta S2 es mayor que la respuesta sindptica S1 después de haber
aplicado el bloqueador de canales de calcio y en presencia del DAMGO.

Cuando se agreg6 el DAMGO (1 uM) en presencia del bloqueador de canales de
calcio tipos P/Q, se observé que el bloqueo de los canales de Ca®" tipo P/Q no ocluyé el
efecto del DAMGO, en la Figura 8 se muestra la aplicacion del bloqueador especifico
(-AgTx TK) no impide que la aplicacion del agonista DAMGO produzca un incremento
en la FPP, , ya que paso de 2.098 + 0.230 a 2.922 +0.513 (mediana cambio de 1.480 a
3.484, n=5, NS, Prueba de Wilcoxon), lo que sugiere que los canales de calcio tipos P/Q
tampoco participan en esta modulacién como se ha sugerido para mamiferos (Barral et

al, 2003; José et al, 2007).



Efecto de ®-AgTx TK

Una de las finalidades de este trabajo fue la de evidenciar la presencia de los canales
de Ca®" tipo P/Q en terminales nerviosas de la tortuga. La aplicacién de o-AgTx TK (400
nM) produjo un incremento en la FPP, ya que paso de 1.748 + 0.314 a 2.243 1£0.206
(mediana cambio de 1.879 a 2.262, n=9, P < 0.05, Prueba de Wilcoxon), lo que sugiere

la presencia de estos canales en las terminales corticostriatales de la tortuga.
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Fig 8. Efecto del bloqueador de canales de calcio con ®-AgTx-TK . Se puede observar que aun después
de bloquear los canales de calcio, con Agatoxina no ocluye el efecto del DAMGO. Al agregar la [B-
Agatoxina TK se observa un cambio en la facilitacion, y en las amplitudes, pero al agregar DAMGO se
observa un incremento mayor de la facilitacion, lo que sugiere que el papel de los canales P/Q en la
modulacion corticostriatal de la tortuga no es muy marcada.




Madulacion Presinaptica de Opiaceos tipo MU por Canales de Potasio

Trabajos previos de nuestro laboratorio han mostrado que bloqueadores de canales de
potasio incrementan la liberacidén del transmisor alargando la duracién de potenciales
de accidn presinapticos, indicando que los canales de K* dependientes de voltaje (Ky)
en la terminal nerviosa participan en la regulacion de la liberacién del transmisor (Katz
y Miledi, 1969; Augustine, 1990, Barral et al, 2003; José et al, 2007). Por ejemplo los
canales de Ky en la terminal nerviosa también pueden mediar modulacion sindptica a
través de sefales moleculares y drogas (Ishikawa et al, 2003). La modulacidn
presinaptica por canales de potasio consiste en activar conductancias de potasio, a
través de receptores acoplados a proteinas-G (Mitz et al, 1995). Al incrementar la
conductancia del ién K* se disminuye la duracién y amplitud del potencial de accién en
la terminal sindptica. Por lo tanto la despolarizacion en la terminal es menos efectiva,
ya que los canales de Ca** permanecen menos tiempo abiertos y en consecuencia una
menor cantidad de neurotransmisor es liberado (Graham y Redman, 1994). En ese
sentido Robitaille y colaboladores (1993) observaron que en la terminal motora de
anfibio los canales de potasio tipo BKc; son activados durante la entrada de calcio lo
que los llevo a pensar que estos canales se encuentran cerca de los canales de calcio

pudiendo regular la liberacion del transmisor.

CANALES DE POTASIO.

Los canales de K" permiten el flujo de potasio y son esenciales para la generacién de la
corriente eléctrica a través de las membranas (Choe, 2002). Son reguladores
fundamentales de la excitabilidad ya que coloca potenciales de membrana de reposo y
disparos de umbral, repolarizan potenciales de accién y limitan la excitabilidad
(Dodson y Forsythe, 2004). Ademas, controlan la frecuencia y la forma del potencial de
accién, la secrecién de hormonas y neurotransmisores y el potencial de membrana de
la célula. Sus actividades son reguladas por un numero de factores que incluyen los

potenciales a través de la membrana celular, calcio citosélico y ATP, la accidén de varias
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cinasas, fosfatasas y segundos mensajeros movilizados por neurotransmisores y

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

Modulacion de los Canales de Potasio.

Es bien aceptado que la actividad de los canales i6nicos es modulada por la
accion de las proteinas quinasas unidas a sistemas de segundos mensajeros. Tal
modulacion de los canales idnicos permite a una neurona modificar su patrén de
disparo y su respuesta a entradas sindpticas sobre el tiempo y, en muchos casos, es
sabido que refuerza cambios prolongados en la conducta del animal (Jonas y
Kaczmarek, 1996).

La determinacion de tipo de canales de potasio que se encuentran
participando, en la modulacion de la liberacidn de neurotransmisores en las sinapsis
corticales de la tortuga, de las aferentes glutamatérgicas. En este caso se utilizaron
antagonistas no especificos de los canales de K*. TEA (20mM) 4-AP (1mM) utilizando
experimentos de oclusién farmacoldgica de estos canales.

Debido a que los bloqueadores no son especificos, nos basamos en la
sensibilidad de los canales de K. En algunos de los casos se utilizaron diferentes

concentraciones para ver la respuesta de los diferentes agentes bloqueadores.

Efecto del TEA

El clasico bloqueador de canales de potasio es el Tetraetilamonio (TEA), es
usado ampliamente como una molécula externa o interna que obstruye la boca del
poro de los canales de potasio dependientes de voltaje, no dejando pasar iones
potasio a través del poro (Heginbotham y MacKinnon, 1992; Crouzy et al., 2001).
Muchas de las conductancias de potasio son bloqueadas por este bloqueador no
especifico de canales de potasio TEA (Faber y Sah, 2000; Xu, et al, 2001; Tan y Llano,
1999). Los canales de potasio sensibles a TEA entran en dos categorias; cuando actua
externamente; los que son altamente sensibles (K; <1 mM; Hille, 1967) y los que son

relativamente insensibles (K; > 20 mM; Armstrong y Binstock, 1965). También se ha
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visto que el efecto del agente bloqueador TEA difiere cuando se aplica internamente 6
externamente pues se han sugerido dos sitios de union (Armstrong y Hille, 1972; Hille,
1992), su aplicacidn externa bloquea algunas pero no todas las corrientes de potasio
(Stanfield, 1983), su aplicacién interna es menos especifica y usualmente menos
potente. El TEA puede activar tanto extracelular como intracelularmente, se sabe que
a altas concentraciones bloquea casi todas las conductancias de los canales de K.
(Hille 2001)

Para determinar si en las terminales sinapticas glutamatérgicas que llegan al
estriado de la tortuga se encuentran participando los canales de potasio utilizamos
TEA. Este bloqueador se sabe que a altas concentraciones bloquea casi todas las
conductancias de los canales de potasio (Hille, 2001). En la figura 9 observamos el
curso temporal de la aplicacién de Tetraetilamonio, la barra nos indica el tiempo de
exposicidon al agente bloqueador (TEA 20 mM). Los numeros nos indican puntos del
experimento que fueron tomados para ser representados en B, en este experimento
representativo se observa el cambio de las amplitudes S,/S; a través del tiempo de
exposicién al agente bloqueador con respecto a los controles, este agente tuvo su
efecto maximo 40 minutos después de su aplicacion observandose una disminucién de
la facilitacion por pulso pareado de 46.52 %, ya que la FPP cambio de 1.670 + 0.209 a
0.777 £ 0.208 (Mediana de 1.590 a 0.663, n = 7 (p < 0.05; prueba de Wilcoxon).

Después de haber obtenido el efecto maximo del TEA sin ningdn cambio en la
FPP se aplico el DAMGO (1 uM) al medio extracelular y lo que se observo fue que la
accién del DAMGO (1 uM) se ve ocluida después del efecto producido por el TEA (20
mM). En la figura 9 se observa que el efecto del DAMGO sobre la FPP se vio
completamente bloqueado ya que solo produjo un cambio en la FPP = 0.9 %, ya que
cambio de 0.777 £ 0.208 a 0770 * 0.143 (mediana de 663 a 421.; n = 7, NS Prueba de
Wilcoxon). Estos resultados nos indican que el bloqueo de la mayoria de las
conductancias de potasio en presencia de TEA (20 mM) ocluyen la accién del DAMGO y
que por lo tanto el efecto inhibitorio producido por la activacién de los receptores a
opiaceos tipo Mu sobre las aferentes corticoestriatales de la tortuga posiblemente sea
a través de la activaciéon de algunas conductancias de potasio sensibles a esta

concentracion de TEA (20 mM).
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Fig 9. Efecto del Bloqueador TEA (ImM). Para determinar si los diferentes tipos de canales de potasio
participan en la modulacion de la liberacion del neurotransmisor en la sindpsis cortico-estriatal de
tortuga se ocuparon antagonistas no especificos: Tetraetilamonio. En E Curso temporal de la aplicacion
TEA, La barra nos indica el tiempo de exposicion al bloqueador, se observa que el Tetraetilamonio
produce depresion por pulso pareado. Los numeros nos indican puntos que fueron tomados para ser
representados en el panel B

Efecto de la 4-aminopiridina

Debido a que no todas las conductancias de potasio se bloquean con TEA, se decidid
utilizar la 4-aminopiridina ya que se ha reportado que conductancias de potasio tipo
BK y las corrientes transitorias rapidas, como es el caso de la corriente A (Coetzee et al,

1999).
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En la Figura 10 se observa que la relacidn de las amplitudes (S,/S:) disminuye después
de aplicar al medio extracelular 4-AP (1 mM). En condiciones control, para esta serie
de experimentos se obtuvo una FPP = 1.740 £ 0.317, sin embargo la FPP tiende a
disminuir rapidamente después de haber bloqueado las conductancias del K" con 4-AP
(FPP=0.385 * 0.138). En la figura 10C podemos observar los registros extracelulares de
este experimento en el que se representa el cambio en la FPP en relacion a las
amplitudes de las dos respuestas sinapticas evocadas. Después de aplicar el 4-AP (1
mM) se observa que las amplitudes cambian, y por consiguiente el cociente entre la
amplitud S,/S; tiende a disminuir por lo que nuestros resultados muestran que el
bloqueo de las conductancias de potasio por 4-AP (1 mM) produjo una disminucién en
la FPP =-293.65 + 118.89% (mediana =-171.189; n = 8; P < 0.01, Prueba de Wilcoxon).
Cuando ya no se observo cambio en la FPP producida por el efecto de 4-AP se aplico
DAMGO (1 pM) al medio extracelular. El efecto del DAMGO se ve OCLUIDO en
presencia de 4-AP ya que se el cambio que se observa en la FPP es -1.161 + 8.421 %;
(mediana = 2.869 %; NS, Prueba de Wilcoxon), Finalmente al quitar el DAMGO vy el 4-

AP de la perfusién se puede apreciar una recuperacion parcial de la respuesta (Fig. 10).
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Fig. 10. Efecto de DAMGO en presencia de 4-AP. Al aplicar 4-AP a una concentracion 1mM, ésta produce
una depresion por pulso pareado. Cuando se aplico el DAMGO (1uM) en presencia de la 4-AP se observa
que la facilitacion producida por el opidceo se ve ocluida por el bloqueo de los canales de potasio.

DISCUSION

El propdsito fundamental de este trabajo consistié en determinar si la activacion de
receptores a opiaceos tipo p produce cambios en la modulacién presinaptica,
asimismo, nos intereso conocer si la modulacidn por opidceos estaba actuando a
través de canales de potasio en la sinapsis cortico-estriatal de la tortuga. Los datos que
se muestran en esta investigacion, parecen confirmar que la modulacion presinaptica
producida por la activacion de receptores a opidceos disminuye la liberacion de
glutamato en la sinapsis cortico-estriatal de la tortuga actuando a través de los canales
de potasio. Sin embargo los alcances de la pregunta evolutiva van mas lejos, como se
vera mas adelante.

Nuestros resultados mostraron que cuando se bloquean los canales de K* se observa
una disminucién en la FPP, lo que nos indica que ocurre una mayor liberacion del

Glutamato en esta sinapsis, debido a la presencia de canales de potasio en las
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terminales corticoestriatales de la tortuga. Estudios previos en mamiferos, han
sefalado que la activacion de receptores a opidceos u y & producen inhibicién
presinaptica o disminucién de la liberacion de glutamato en las sinapsis
corticoestriatales (Jiang y North, 1992, Barral et al, 2003; José et al, 2007)

En general no se encontraron diferencias significativas en la modulacion presinaptica
producida por receptores a opiaceos tipo MU entre la sinapsis cortico-estriatal de
reptiles (tortuga) y la de mamiferos (rata), ya que tanto los agonistas como los
antagonistas tienen efectos similares en la tortuga asi como en las ratas. Tampoco
encontramos diferencias respecto a los tipos de canales de Ca®* que estdn presentes,
sin embargo estudios recientes han mostrado que la modulacién presinaptica por
canales de calcio en estas dos clases de cordados es diferente, ya que la modulacién
presinaptica en las ratas adultas ocurre por mediacion de los canales de ca* tipo P/Q
(Barral, et al., 2000), mientras que en los reptiles esta modulacion se debe a canales de
Ca® tipo N (Sanchez-Mejorada, 2009). La modulacion por canales de Ca® tipo N no es
ajena a las ratas, ya que en las ratas jovenes se da esta modulacién (Salgado, et al.,
2005), pero a medida de que tanto el desarrollo neuronal, asi como el crecimiento en
general de la rata contindan, el nimero de canales de Ca?* tipo N modulando va
decreciendo, mientras que el nimero de canales P/Q va aumentando, hasta que se
llega a un punto en donde los canales P/Q son los que dominan, y son los encargados
de la modulacién (Salgado, et al., 2005)

Por otra parte, nuestro trabajo trata de la modulaciéon presinaptica producida por
opiaceos en la sinapsis cortico-estriatal de la tortuga. En ésta al igual que en
mamiferos, los canales de calcio no parecen estar involucrados. Como ya se menciono
los receptores opioides estan involucrados en numerosos procesos fisiolégicos, y los
mas comunes incluyen la transmision del dolor asi como los mecanismos de
recompensa, sin embargo el proceso evolutivo de los receptores de opiaceos hasta
ahora ha sido poco estudiado en los tetrdpodos. (Dreborg 2008)

Hasta donde sabemos, hace unos 400 millones de afios se originaron los
cordados, que han evolucionado en diferentes etapas; cada una de ellas caracterizada
por auges o radiaciones adaptativas que han producido nuevos grupos de organismos
(Northcut, 1981, Pough et al, 1999, Rommer, 1973). En términos generales se

reconocen al menos cuatro radiaciones adaptativas (o cladas). La primera de éstas
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permitid el surgimiento de los agnatos, que son representados actualmente por los
cicléstomos (lampreas) y los mixinidos. Se cree que se originaron a partir de los
ostracodermos, organismos protegidos por fuertes placas déseas. Los cicléstomos
actuales representan una radiacién separada y paralela que se separa muy
tempranamente del arbol evolutivo de los demas vertebrados (Northcutt, 1981).

A partir de los agnatos, surgen los gnatostomados, que se caracterizan por poseer
mandibulas fuertemente armadas (Alvarez-del-Villar, 1977, Rommer, 1973). Los
gnatostomados ancestrales rdpidamente evolucionaron en tres distintos grupos:
Placodermos, condricties y osteictios, los tres grupos poseen mandibulas, con lo que se
incrementa la eficiencia alimentaria, asi como aletas pareadas, con lo que se
incrementa la estabilidad locomotora y la maniobrabilidad. Estos desarrollos marcan la
evolucién de nuevos y mas activos vertebrados depredadores (Alvarez-del-Villar, 1977,
Northcutt, 1981, Rommer, 1973), siendo probablemente esta época, y la aparicién de
nuevos habitos entre los diferentes grupos de cordados, la que marque la aparicién de
los receptores a opiaceos en el sistema nervioso (Dreborg 2008).

Hace unos 200 millones de afios se originaron los reptiles a partir de un grupo de
anfibios, probablemente los laberintodontos (Alvarez-del-Villar, 1977, Northcutt, 1981,
Rommer, 1973). Lo que marca la emergencia de los vertebrados completamente
terrestres y la evolucidn de los tetrapodos. Esto fue posible por la evolucién del huevo
amniotico, que hace innecesario pasar por estados larvales acuaticos. La transicion del
medio ambiente acuatico al medio ambiente terrestre implicé grandes cambios en la
organizacién estructural y funcional de los organismos, particularmente del sistema
nervioso. Casi inmediatamente después de su origen, los reptiles se dividieron en
varios grupos principales, de los que sobresalen los sauropsidos, de los que surgen los
principales grupos de reptiles y aves actuales; y los terapsidos, a partir de los cuales se
originaron los modernos mamiferos (Alvarez-del-Villar, 1977, Northcutt, 1981, Pough
et al, 1999, Rommer, 1973).

Si consideramos que el plan basico del sistema nervioso central de todos los
vertebrados presenta una organizacion estructural comun, que se aprecia mejor en los
estadios embrionarios (de amniotas) y en los adultos de las especies mds primitivas
(anamniotas). Entonces el cerebro es basicamente una estructura tripartita: en su

forma mads simple el cerebro anterior esta relacionado con el sentido del olfato, el
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cerebro medio con la visién, mientras que el cerebro posterior con el equilibrio y
deteccién de la vibracion. Esas porciones del cerebro estan asociadas con las cédpsulas
nasal, Optica y otica del condocraneo (Pough et al, 1999, Sarnat y Netsky, 1976).
Durante el desarrollo, el cerebro se origina del tubo neural, a partir de la cual se
originan tres vesiculas principales: EIl Rombencéfalo, que posteriormente se diferencia
en Mielencéfalo y Metencéfalo (médula oblonga, puente y cerebelo); el Mesencéfalo
(encéfalo medio) y el Proencéfalo, que posteriormente se diferencia en Diencéfalo
(tdlamo, epitdlamo, hipotalamo y subtalamo) y Telencéfalo (hemisferios cerebrales,
sistema olfatorio, ganglios basales) (Carpenter, 1976, Northcutt, 1981, Pough et al,
1999). Las teorias tradicionales de la evolucion del telencéfalo sugieren que en los
primeros vertebrados (Agnatos), los hemisferios cerebrales consistian Unicamente de
componentes olfatorios (Sarnat y Netsky, 1976).

En estudios realizados en vertebrados, han mostrado que los receptores a opidceos U,
6, y k, estan presentes en la mayoria de la especies, sin embargo esto nos indica que
muy probablemente no han habido grandes cambios evolutivos de los receptores a
opiaceos, ya que se dice que desde un punto de vista filogenético es probable que este
tipo de receptores estén presentes desde el origen de los primeros mandibulados
(Dreborg 2008).

En ese sentido es importante mencionar que desde su aparicion, los receptores a
opiaceos tienen sus regiones altamente conservadas (Herrero 2008; Li 1996), en
especial los receptores que estan ligados a la morfina, y que son los receptores tipo W,
esto es muy interesante, ya que este tipo de receptores se ha asociado con sitios de
actividad altamente adictiva, lo que le confiere una importancia clinica. Ademads que se
considera que los receptores mu estan presentes desde las primeras etapas de la
evolucion de los vertebrados. (Li 1996)

Podemos mencionar que la evolucion de los opiadceos funcionalmente ha sido
conservada molecularmente (Herrero 2008), sin embargo a lo largo de la evolucién ha
sufrido un reordenamiento cromosémico, basado en una combinacién de secuencia
basada en la filogenia y la localizacién cromosdémica de los genes (Stevens 2007;
Larhammar 2009)

En los GB los opidceos parecen desempefiar desempefian un papel importante en la

regulacion de las funciones motoras (Bargas et al, 1998, Mink, 1996). La mayor parte
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de nuestro conocimiento que involucra a los GB con funciones motoras se basa en el
estudio de desordenes con patologias como las enfermedades de Parkinson y
Huntington, asi como modelos en animales que simulan estas enfermedades. Es
generalmente aceptado que los GB estdn involucrados en una variedad de funciones
no-motoras, que incluyen aquellas relacionadas a conductas incentivas vy
motivacionales (Graybiel, 1990).

Estudios de las dos ultimas décadas han llevado a la conclusién de que existen
numerosas similitudes en la organizacién de los GB de vertebrados amnidticos
(reptiles, pdjaros y mamiferos). Lo que hace pensar que esta organizacién ya estaba
presente en los antepasados de este tipo de animales (Marin et al, 1998, Reiner et al,
1998, Reiner et al, 1984). Del mismo modo se ha sefialado que deben existir
diferencias mayores en la organizacion de los GB entre los amniotas y anamniotas
actuales (peces y anfibios), sugiriendo que el desarrollo de los GB como lo observamos
en los organismos actuales se llevd a cabo en la transiciéon evolutiva de anamniotas a
amniotas (Marin et al, 1998, Reiner et al, 1998, Reiner et al, 1984). Sin embargo,
estudios recientes basados en técnicas histoquimicas e inmunocitoquimicas han
permitido identificar los GB en diversas especies de anamniotas sugiriendo que las
principales estructuras reconocibles de los GB, tales como los componentes estriatales
y palidales de la porcién basal del telencéfalo; ya se encontraban presentes en el
cerebro de los vertebrados primitivos, a partir de los cuales evolucionaron los
vertebrados mandibulados (Marin et al, 1998, Reiner et al, 1998). A pesar de la
presencia de estas estructuras, parecen haber diferencias importantes en las
conexiones y en la citoarquitectura. Esto implica un cambio en los GB y en su grado de
organizacién en la transicion de anfibios a reptiles (Marin et al, 1998, Reiner et al,
1998, Reiner et al, 1984). Todo parece indicar que desde su aparicion en peces
agnatos, la evolucién de los GB en los anamniotas estd altamente conservada. Asi,
durante la transicion evolutiva de anfibios a reptiles ocurre un gran cambio estructural,
que podria explicarse por los cambios conductuales y adaptativos que debieron ocurrir
al dejar un medio ambiente acuatico y colonizar el medio ambiente terrestre, con las
consecuentes adaptaciones de los tetrdpodos terrestres a la locomocién (Pough et al,

1999) Finalmente, en los amniotas la organizacidn estructural de los GB esta altamente
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conservada, aunque existen algunas diferencias en algunos circuitos como los palidales
entre los mamiferos y los sauropsidos (Reiner et al, 1998).

En general podemos concluir que desde el punto de vista evolutivo, existe una
gran conservacion tanto anatémica como funcional del sistema de opiaceos, asimismo,

desde un punto de vista molecular, los receptores p: han estado presentes en todos los

cordados.

Experimentos como los mostrados en la presente Tesis sugieren que los
opiaceos son importantes en los ganglios basales ya que estan involucrados en
diversos procesos fisioldgicos. La modulacion por opiaceos es al parecer un elemento
importante en la regulacion del movimiento, que aparicién con los primeros
depredadores mandibulados y que actualmente resulta indispensable en la regulacién

de las actividades motoras.
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CONCLUSIONES

Este trabajo confirma resultados previos del laboratorio en el sentido de que Ila
liberacion de neurotransmisor en la terminal sinaptica corticoestriatal de la
tortuga depende de la entrada de Ca®" a través de los canales tipo Ny P/Q.

La activacidon de los receptores W inhibe la liberacion de neurotransmisor en las
terminales glutamatérgicas corticoestriatales, sugiriendo un efecto presinaptico.

El bloqueo de canales de calcio tipo N y P/Q no produjo cambios en la inhibicién
presindptica producida por la activacidn de los receptores a opiaceos tipo L,

La modulacion presinaptica producida por la activacion de receptores a opidceos
tipo Mu fue ocluida completamente por el bloqueo de canales de potasio por lo
gue los resultados sugieren que la modulacidn de la liberacidon de glutamato en las

terminales glutamatérgicas esta dada por conductancias de K.
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