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INTRODUCCIÓN 

GANGLIOS I3ASALES 

Los ganglios basales son un grupo de núcleos subcorticales interconectados que se 

expanden a través del tele:latido, dienceffilo y cerebro medio; se encuentran en reptiles, 

aves y mamíferos, donde ocupan un gran volumen del proscncéfalo (Wilson, 1990). Las 

estructuras que lo forman están relacionadas con el control de los movimientos 

voluntarios. 

La neocortcza manda aferentes hacia el neocstriado, núcleo que procesa la 

información y la transmite a otras regiones de los ganglios basalcs, los cuales mandan 

eferentes hacia el tálamo, y de ahí hacia la corteza frontal, a la que se relaciona con la 

regulación y ejecución de los movimientos. No sc conoce con detalle el 

funcionamiento de estos circuitos subcorticales, pero hay hipótesis basadas en 

descripciones de alteraciones clínicas, corno la enfermedad del Parkinson. En ésta, 

degeneran las proyecciones dopaminérgicas nigroestriatales, que modulan los circuitos 

estriatalcs (Graybicl ct nl., 1994). 

En primates, la salida de los ganglios basalcs es por eferentes del globo pálido 

interno (GPi) y la substancia nigra pars reticulata (SNr), los cuáles mandan sus axones 

hacia el tálamo y al collculo superior. También hay salidas al núcleo pedúnculo pontino 

(PPN). Las proyecciones del tálamo se continuan hacia la corteza cerebral y se dirigen a 

las áreas motoras y prefrontales por lo que se sugiere que los ganglios basales no solo 



intervienen en el control motor voluntario, sino también en aprendizaje, secuencia 

motora y motivación; funciones superiores llevadas a cabo en las áreas corticales. 

Los ganglios basales están formados por las siguientes núcleos: 

- Candado 	(Cd) 

- Putamen 	(Put) 

• Núcleo acumbens 

- Globo pálido, externo, interno y ventral (GPe, GPi, GPv) 

- Substancia nigra reticulata y compacta (SNr, SNc) 

- Núcleo subtalámico (STN) 

- Núcleos pedúnculo pontinos (PPN) 

Los núcleos candado y putamen reciben entradas de áreas corticales sensoriales, 

motoras y de asociación, a la vez que entradas de los núcleos talámicos intralaminares, 

entradas dopaminérgicas de la SNc y entradas serotorinérgicas de los núcleos del rafé. 

Algunas conecciones similares junto con las provenientes de la corteza limbica y del 

hipocampo son aferentes del núcleo acumbens. 

Los núcleos candado, putamen y acumbens forman el =estriado  . En gran parte, el 

tamaño de los ganglios basales está dado por el neostriado. 

Este proyecta hacia otras estructuras de los ganglios basales, y tiene cuatro blancos 

principales: 

- GPi, GPe, SNr, SNc. 
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El GPi y la SNr proyectan hacia fuera de los ganglios basales y dan lugar a la 

salida principal. Sus blancos son principalmente los núcleos ventrales del tálamo, los 

cuáles proyectan hacia la corteza frontal y el núcleo lateral habenular. Además, hay una 

salida de la SNr hacia el colículo superior. 

El GPe proyecta hacia el STN, un componente pequeño pero importante de los 

ganglios basales, que proyecta hacia el GPi y la SNr. 

ELEMENTOS NEURONALES DEL NEOSTRIADO 

NEURONAS PRINCIPALES 

Las neuronas principales del neostriado se conocen como neuronas espinosas 

medianas, debido al gran número de espinas dendriticas que presentan (DiFiglia et al., 

1976; Wilson y Groves, 1980 ), constituyen el 95% de la población neuronal. 

Las neuronas espinosas fueron de las primeras células anatómicamente estudiadas por 

inyección intracelular de peroxidasa de rábano (Kitai et al., 1976). 

Son neuronas con soma de 12 a 18 pm de diámetro, del cual surge un pequeño 

número de troncos dendríticos principales con diámetros de I a 2 pm; la porción inicial 

de estos y los somas están generalmente libres de espinas (Fig 1). 

Una neurona espinosa generalmente presenta 20 a 30 ramas terminales dendríticas 

que irradian en todas direcciones dando un volúmen con diámetro de 300 a 500 pm. La 

densidad de espinas de estas dendritas es una de las mayores encontradas en el cerebro, 

de 4 a 6 por pm de longitud. 
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El axón se origina en el segmento inicial del soma o en uno de los troncos dendriticos 

proximales. Este emite múltiples colaterales, antes de alejarse totalmente del soma, y 

puede formar sinapsis con dendritas, somas o cuerpos celulares de otras neuronas 

espinosas o interneuronas (Bolam et al., 1986 ) (Fig 1). 

INTERNEURONAS 

Los estudios anatómicos por medio de la técnica de Ciolgi revelan varios tipos 

neuronales sin espinas que son un pequeño porcentaje del total de las neuronas 

neoestriatales. Por lo menos se han descrito tres tipos neuronales, en base a su 

morfología y al tipo de neurotransmisor que sintetizan, y son los siguientes: 

- Interneurona gigante sin espinas: colinérgica 

Interneuronas medianas escasamente espinosas: GABAérgicas 

- Interneuronas medianas lisas y con dendritas varicosas: GABAérgicas 

INTERNEURONA GIGANTE SIN ESPINAS 

Representan menos del 2% de las células del neostriado. Son células fusiformes con 

un diámetro mayor de 50 a 60 pm y menor de 15 a 25 pm . Presentan pocas dendritas, 

que pueden extenderse hasta 500 ó 750 pm del soma (Fig 1). 

Los axones derivan de los troncos dendriticos principales, generalmente están 

mielinizados en las primeras porciones, pero la mielina se pierde con la reducción del 

diámetro del axón cuando ocurren bifurcaciones repetidas que forman plexos densos 

que cubren los campos dendríticos de las neuronas circundantes. 
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INTERNEURONAS MEDIANAS 

Son células con tamaño semejante a las neuronas espinosas y representan el 3% de la 

población neoestriatal Sc tienen dos clases, unas que presentan dendritas lisas con 

apéndices semejantes a espinas y terminaciones finas que irradian en forma de un 

penacho, que corresponde al tipo 1 de Difligia et al. (1976) y a las neuronas tipo 111/1V 

de la clasificación de Chang ct al, (1982). El otro tipo de neurona posee varicocidades 

prominentes que corresponden al tipo III de Difiigia y al tipo V de Chang. Ambos tipos 

de neuronas pueden presentar dendritas escasamente espinosas y cubrir un volumen 

semejante al de las neuronas espinosas medianas (300 a 500 pm de diámetro). 

AXONES EFERENTES 

Existen al menos dos diferentes tipos de fibras que derivan de las neuronas espinosas. 

Un tipo proviene de neuronas que arborizan su axón en el segmento externo del globo 

pálido, mientras que otro tipo lo arboriza en el segmento interno del globo pálido y la 

substancia nigra pars reticulata (Chang ct al., 1981), Estos axones arborizan en un 

patrón sinóptico longitudinal axodendritico, i.e, los axones corren paralelamente hacia 

las dendritas de las neuronas del pálido y la nigra (DiFiglia y Rafols, 1988). 

En las ratas se observa que los axones están miclinizados en las porciones más 

cercanas al soma ( los primeros 0.25 pm ) y cn adelante la miclina se va perdiendo. En 

los primates los axones están mielinizados a mayores distancias, aunque todo esto varia 

según la especie de que se trate. 
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Figura I. Neuronas presentes en el neoestriado. Tomado de Wilson, 1990 

NEUROTRANSMISORES 

NEURONA ESPINOSA. 

El neurotransmisor que sintetiza la neurona espinosa mediana es el ácido y mino 

butírico (GABA) (Fisher et al., 1986; Kita y Kitai, 1988) además de que se han 

localizado varios neuropéptidos como dinorfina (DYN), sustancia P (SP) y encefalinas 

(ENK), con distribución especifica según el núcleo al que proyecten las neuronas. Las 

encefalinas están presentes en grandes cantidades en las neuronas espinosas que 
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proyectan hacia el GPc, mientras que la sustancia F y la dinorfina están en mayor 

cantidad cn las neuronas que proyectan hacia la SNr (Graybicl, 1990) 

INTERNEURONAS 

La intcrncurona gigante sin espinas es colinérgica. Aunque son pocas en número, sus 

arborizaciones axonales son grandes y densas por lo que dan una inervación rica en el 

ncocstriado (Bolam ct al., 1984; Phelps et al., 1985). 

Las dos clases de intcrncuronas medianas sin espinas son gabaérgicas (Bolam et al., 

1983; Out' y Mugnaini, 1984; Kawaguchi 1993; Kita, 1993), y contienen proteínas 

amortiguadoras de calcio, llamadas parvoalbúmina y calsecuestrina. 

La parvalbúmina se encuentra cn las intcrncuronas de disparo rápido de la substancia 

nigra y el globo pálido. 

Algunas interneuronas medianas contienen una alta concentración del 	ptido 

somatostatina (DiFiglia y Aronin, 1982; Takagi et al., 1983 ). 

FIBRAS AFERENTES 

El neurotranstnisor de la via corticocstriatal cs el glutamato (McGccr et al., 1977, 

1993). 	Hasta ahora no se sabe cual cs el ncurotransmisor de las aferentes 

talamocstriatales, pero sc sospecha que también es el glutamato. La proyección 

nigroestriatal cs dopaminérgica y la entrada del núcleo del rafe, scrotorinergica. 
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CONEXIONES SINAPTICAS 

CONEXIONES CORTICALES Y TALAMICAS 

Los axones de la corteza cerebral y del tálamo forman sinapsis asimétricas con las 

espinas dendriticas de las neuronas espinosas neoestriatales. Este tipo de sinapsis 

constituye el 85% de todas las sinapsis encontradas en el neostriado (Kemp y Powell, 

1971). 

Las aferentes cortico-estriatales son bilaterales y se originan, en la rata y el mono, de 

células piramidales de la capa V y VI (McGeorge y Faull, 1989). 

En el gato, la mayoría de las neuronas de proyección que van hacia el neoestriado se 

localizan en las capas II y 111, V y VI (Royce, 1982, Royce y Bromley, 1984; Arikuni y 

Kubota, 1986; Gerfen, 1984, 1990). 

En todas las especies estudiadas, las aferentes cortico-estriatales glutamatérgicas 

forman la mayoría de los contactos con las espinas de las neuronas espinosas. Se ha 

calculado que la cantidad de contactos generados por cada fibra aferente es de I a 4 

botones por cada neurona espinosa mediana (Mori et al., 1994; Wilson, 1994). Estas 

aferentes también forman sinapsis con dendritas de neuronas sin espinas (Wilson, 

1990). 



RECEPTORES AL GLUTAMATO. 

Se conocen varios tipos de receptores al glutamato. 

Los receptores ionotrópicos que pueden dividirse en: 

-Los Receptores tipo N- metil-D-aspartato (NMDA), bloqueados por MK-801 y 

ácido-2-amino-5- fosfovalérico ( APV). 

-Los Receptores tipo No-NMDA, que a su vez pueden dividirse de acuerdo a sus 

agonistas selectivos, en: 

-Los receptores tipo ácido quiscualico/ácido o.-amino-3-hidroxi-5- inetil-

4-isoxazolepropionoico (QA/AMPA), bloqueados por 6- ciano-7- nitroquinoxalitia-

2,3-diona (CNQX) 6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX). 

- Los receptores al ácido kainico (KA) 

Además, hay varios tipos de receptores metabotrópicos, que son aquellos que activan 

proteinas G y cadenas de señales intracelulares entre los que destaca el receptor 

metabotrópico al ácido L-amittofosfonobutirico (AP4). 

Existe colocalización de los múltiples tipos de receptores, principalmente de los 

ionotrópicos a NMDA y a no NMDA. En condiciones de reposo, el receptor tipo 

NMDA está bloqueado de manera dependiente del voltaje por iones Me. Se activa 

cuando la membrana se despolariza lo que ocasiona la salida del Mg.' (Siegel et al, 

1994). Los registros in vitro muestran que con estimulación intraestriatal se provocan 

potenciales sinápticos que poseen componentes mediados por aminoácidos exciiatorios 

y por GAITA (Cherubini et al., 1988; Calabresi et al., 1990). 



Al estimular con un sólo pulso en el cuerpo calloso, o cápsula externa, se provocan 

potenciales despolarizantes con duración de 20 a 150 mseg, y latencias de 2 a 5 mseg 

que se mantienen constantes aunque la intensidad del estimulo varíe. Las amplitudes son 

de 2 a 24 mV según la intensidad de estimulación y los sitios de registro (Jiang y North, 

1990). Los potenciales sinópticos excitatorios (EPSPs) son eliminados por una 

combinación de antagonistas glutamatérgicos como el CNQX, que bloquea el EPSP en 

un 90%, y el APV que bloquea lo restante, aunque hay evidencias de receptores 

metabotrópicos a glutarnato (Lovinger et al., 1993), 

CIRCUITO BASICO 

La figura 2 muestra dos neuronas espinosas con sus colaterales axónicas que dan 

lugar a sinapsis inhibitorias entre ellas mismas y en los sitios de proyección (globo 

pálido y substancia nigra pars reticulata). Se muestra además una intemeurona gigante 

sin espinas y una intemeurona mediana que establece sinapsis en el árbol dendritico y el 

soma de las neuronas espinosas. 

Tanto por los efectos directos de las interneuronas medianas en las células espinosas, 

(Flores-Hernández et al., 1994), como por su morfología y distribución de las sinapsis 

con las neuronas espinosas, estas neuronas son inhibitorias. En la figura se representa un 

tipo de intemeurona mediana inhibitoria con dendritas varicosas. 

Las entradas aferentes llegan principalmente a las espinas dendríticas de las 

neuronas espinosas, se incluyen las de la corteza cerebral y el tálamo. 
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PATRON DE DISPARO DE LAS NEURONAS ESPINOSAS 

Las neuronas neoestriatales de proyección presentan un patrón peculiar de actividad 

espontánea, caracterizada por periodos largos de silencio interrumpidos por periodos de 

actividad que duran desde cientos de milisegundos a segundos. Este patrón ha sido 

descrito en animales anestesiados y es la actividad clásica de este tipo celular (Wilson, 

1993). Se tienen dos potenciales de membrana preferenciales, uno llamado "up state" 

entre -50 ó -55 mV, donde aparecen potenciales de acción, y otro llamado "down state" a 

un potencial de membrana de -80 mV en donde las neuronas permanecen silentes. Estos 

patrones de disparo son regulados por las aferentes corticales que proyectan hacia estas 

neuronas en registros in vivo (Wilson, 1993). 

En registros de rebanadas de cerebro de rata in vitro, se tiene un potencial de 

membrana de -84 mV, (Galarraga et al 1994; I3argas et al., 1988) ya que la ruptura de 

las aferentes corticales durante la obtención de las rebanadas mantiene a las células en 

"down state" (Wilson, 1993.) . 

En estudios in vitro del ncoestriado en donde se utilizó 4-aminopiridina (4-AP), 

bloqueador de canales de potasio que actua en aferentes presinápticas para liberar el 

neurotransmisor, se encontró que la actividad sinóptica inducida por éste fármaco, es 

totalmente bloqueada por CNQX y APV, antagonistas de receptores ionotrópicos a 

glutamato (Flores Hernández et al., 1994), se sugiere que el glutamato es necesario en la 

activación de las neuronas espinosas medianas (Flores Hernández et al., 1994). 
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Por otro lado, las neuronas del globo pálido y la substancia nigra pan reficulata 

disparan todo el tiempo a frecuencias altas. Esto ocasiona una inhibición tónica en el 

disparo de las neuronas del tálamo y del colículo superior. Con el disparo de las 

neuronas neoestriatales se da una inhibición de las neuronas del globo pálido y de la 

substancia nigra pars reticulata. Esto produce una desinhibición de las neuronas 

talámicas y coliculares. Las interneuronas ayudan a regular la duración, fuerza y patrón 

espacial de esta desinhibición (Wilson, 1990). 
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Figura 2. Circuito básico en el neoestriado. Se muestran las entradas excitatorias 
glutamatérgicas que provienen de la corteza y el tálamo, hacia las neuronas e 
intemeuronas del neoestriado. Obsérvese que estas entradas llegan al soma y el árbol 
dendritico de las neuronas espinosas medianas. Las neuronas espinosas medianas 
proyectan oferentes inhibitorias hacia otras neuronas espinosas, al globo pálido interno y 
la substancia nigra pars reticulata. Se observa la presencia de una interneurona mediana 
sin espinas, que proyecta aferentes inhibitorias hacia la neurona espinosa. La 
interneurona gigante sin espinas también proyecta sus aferentes a las neuronas espinosas. 
Las neuronas de la substancia nigra pars compacta proyecta aferentes hacia el soma y el 
árbol dendrítico de las neuronas espinosas. Los signos de interrogación significan que se 
desconoce el efecto de estas entradas sinápticas sobre las neuronas espinosas. 
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POTENCIAL DE CAMPO 

Los potenciales de campo son registros extracelulares de corrientes iónicas, que nos 

indican cambios de éstas en un volumen conductor representado por el entorno 

extracelular. Estas señales son generadas por grupos de neuronas. 

En la figura 3, se muestra la propagación de un potencial de acción a lo largo de un 

axón y las corrientes fónicas extracelulares que se registran cuando se coloca un 

electrodo de baja resistencia sobre el mismo. 
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1 	3 

Figura 3. Propagación del potencial de acción a lo largo del axdn 
Tomado de Johnston y Sin Wu 1995. 
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El potencial de acción registrado extracelularmente es una onda trifásica y se obtiene 

de la siguiente manera: 

El punto en el cual la corriente fluye hacia el interior del axón se le denomina pozo y 

el punto por donde esta sale, fuente. En la parte superior se muestra la generación de el 

potencial de acción en el axón, en las figuras inferiores(t1 , t2, t3) se observa como se 

propaga con el tiempo. Por acuerdo, en un registro extracelular una onda hacia arriba es 

positiva (+) y representa una corriente saliente, mientras que una onda hacia abajo es 

negativa (-) y representa una corriente entrante. Si se registra cn el punto 13, las 

corrientes entrantes activas o pozos (originadas por apertura de canales sensibles a 

voltaje), van a desplazarse hacia ambos lados del axón y originan corrientes salientes 

pasivas o fuentes, por redistribución de cargas en la membrana celular. Como el flujo de 

corriente va de positivo a negativo, las cargas positivas se dirigen nuevamente hacia el 

pozo para cerrar el circuito . 

Como estas corrientes cambian con el tiempo, es común obtener ondas trifásicas en 

registros extracclulares, que representan la propagación del potencial de acción de 

varios tocones a la vez. 

Al soma de la neurona se le considera un dipolo eléctrico (Fig 4) debido a que 

durante la generación del potencial de acción en el soma se da lugar a una corriente 

activa, mientras que en las dendritas se da una corriente pasiva, por lo que las dendritas 

son positivas con respecto al soma. Las detentes sinópticas dan lugar a cambios en estas 

corrientes. Las entradas sinópticas en las dendritas dan lugar a una corriente activa, y en 

el soma a una pasiva; mientras que las entradas sinópticas en el soma dan lugar a una 

corriente activa en éste y a una pasiva en las dendrítas. 
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A 

«MI 

pozos fuentes 

fuentes pozos 

Figura 4."Pozos " y "fuentes" de corriente en neuronas con dendritas. En A se observa 
un potencial de acción originado en el soma. En 13 se muestra una entrada sináptica 
excitatoria en las dendritas. Las flechas indican la dirección que sigue la corriente 
extracelular. Tomado de Johnston y Sin Wu 1995. 

Las neuronas pueden representarse como dipolos, los cuáles tridimensionalmente 

forman estratos o capas. La manera de medir las corrientes iónicas extracelulares de 

estos dipolos es por ángulos sólidos. El ángulo sólido es el equivalente tridimensional de 

un ángulo plano. Su valor depende de la distancia que exista entre los dipolos, de sus 

tamaños y del punto de referencia u observación en que se encuentre el observador. 

El potencial registrado con respecto a la tierra dependerá del ángulo sólido y del 

arreglo geométrico de las neuronas registradas (Fig 5). 
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Figura 5. Campo eléctrico en un volúmen conductor. El rectángulo nos representa un 
tejido nervioso como un dipolo. Los dos círculos nos representan dos puntos de 
observación, las líneas discontinuas representan el ángulo sólido y la línea media nos 
representa cero potencial. Tomado de.  Johnston, 1995. 

COMPONENTES SINAPTICOS POBLACIONA LES EN EL 

NEOESTRIADO 

En el neoestriado se obtienen dos componentes poblacionales en el potencial de 

campo, uno antidrómico y otro ortodrómico. Ambos se observan cuando se estimulan las 

aferentes corticales del cuerpo calloso, o se estimula intraestriatalmente en rebanadas de 

cerebro de rata. (Lovinger et al., 1993). 

Un potencial antidrómico se origina cuando se estimula eléctricamente el axón y el 

potencial de acción generado viaja hacia el soma. El potencial ortodrómico se obtiene 

cuando se estimulan aferentes que llegan al árbol dendritico o soma heuronal y al 
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generarse el potencial sinóptico, este viaja hacia el axón, sitio donde se genera el 

potencial de acción. 

En el neoestriado, el componente antidrómico se llama N„ y se origina por la 

estimulación de los axones, ya que estas células emiten colaterales múltiples antes de 

alejarse del soma neuronal. El componente ortodrómico se conoce como N, y es 

mediado por la transmisión. situiptica.(Yakamoto 1973; lvlisgeld y liassher 1979; 

Cordingle y Weight, 1986) (Fig 6). 

A 

Ni  

B 

 

Figura 6. Componente antidrómico Ni  y ortodrómico N2 poblacional del neoestriado 
registrados con potencial de campo (A). 
Registros intracelulares de potenciales de acción antidrómico y ortodrómico 
respectivamente (13). 
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Las evidencias que soportan el origen sináptico del componente poblacional N, son las 

siguientes: 

- Las bajas concentraciones de calcio lo bloquean. 

- Los potenciales de acción ortodrómicos obtenidos de registro intracelular muestran 

latencias similares al potencial sináptico obtenido extracelulannente (Fig 6). 

- El potencial poblacional es bloqueado en su totalidad con la combinación de 

antagonistas glutamatérgicos ionotrópicos (CNQX y APV) (Lovinger et al., 1993). 

La estimulación de campo sincroniza a las neuronas, lo que hace posible el disparo 

simultáneo de varias a la vez. Esto hace que este tipo de registro tenga gran validez 

estadística para identificar los tipos de canales en una conexión sináptica. 
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LA TRANSMISIÓN SINAI'TICA 

Las sinapsis son las conexiones que establecen las células del sistema nervioso entre 

sí, o con otros tipos celulares como son los músculos o las glándulas. La comunicación 

que se establece puede ser rápida y precisa, o bien lenta, que incluye cadenas de señales 

intracelulares. 

Existen dos tipos de sinapsis: las eléctricas y las químicas. En las sinapsis eléctricas, 

los potenciales de acción de la neurona presináptica pasan a la neurona postsináptica a 

través de uniones celulares comunicantes tipo "gap" o nexos. Hay continuidad 

citoplásmica entre ambas células, y poco retardo sináptico. 

En las sinapsis de tipo químico, la comunicación entre la célula pre y postsináptica se 

da a través de neurotransmisores depositados en vesículas sinápticas, que son liberados 

al espacio sináptico e interactuan con receptores-canal localizados en la neurona 

postsináptica. (Kandel et al., 1991). 

EL CALCIO Y LA LIBERACIÓN DEL NEUROTRANSMISOR 

En 1952, Fati y Katz registraron con electrodos intracelulares la placa neuromuscular de 

la rana y observaron potenciales miniatura espontáneos, con amplitud promedio < I mV, 

y un tiempo medio de decaimiento de 5 msec. La frecuencia de aparición de estos 

potenciales sinápticos era aumentada con prostigmina, inhibidor de la 

acetilcolinesterasa y disminuían con curare, bloqueador de los receptores nicotínicos 

de acetilcolina (Ach). 
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Fatt y Katz (1950), postularon que se trataba de potenciales subumbrales que 

reflejaban la liberación de pequeñas cantidades de Ach. 

Desde 1894 Locke demostró que el ea' es necesario para la liberación del 

neurotransmisor en la placa neuromuscular. Pan y Katz (1952) utilizaron 

concentraciones bajas de calcio en esta preparación y al estimular eléctricamente, 

generaron potenciales de placa provocados, los cuales presentaban amplitudes que eran 

múltiplos de los potenciales miniatura espontáneos. Se dice entonces que estos eventos 

están cuantizados o en múltiplos del potencial espontáneo. 

Posteriormente, Katz y Miledi (1967a), demostraron que en preparaciones de la placa 

neuromuscular tratadas previamente con tetradotoxina (TTX) se obtiene la liberación del 

neurotransmisor al despolarizar directamente las terminales con corriente eléctrica. 

Utilizaron una micropipeta con CaCl2, y observaron que al liberar el Ca" después de un 

estimulo eléctrico, no se generan potenciales de placa, mientras que si se libera antes del 

estimulo despolarizante, si 

El Ca" entra a la terminal presináptica con la generación del potencial de acción. La 

liberación del neurotransmisor se da después de alrededor de 1 rnseg de haberse aplicado 

un pulso despolarizante, tiempo en el que el Ca' entra a la terminal presináptica por 

varios mecanismos y da lugar a la liberación del neurotransmisor, tiempo conocido 

como retardo sináptico (Katz y Miledi., 1967b). 
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ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS CANALES DE CALCIO 

La caracterización molecular de los canales de Ca' se inició con estudios bioquímicos 

y moleculares del canal tipo L del músculo esquelético. 

Este canal está constituido por cinco subunidades: a I , a2, [I, y, S (Campbcll et al., 

1988; Catterall., et al 1988) (Fig 7). 

La subunidad al funciona como sensor de voltaje y poro iónico, además es el sitio 

receptor para dihidropiridinas y fenilalkaminas (Hosey y Lazdunski., 1988). Esta 

subunidad varia en los distintos tipos de canales de calcio. Se han donado cinco tipos 

de subunidad al, de los cuales cuatro se expresan en el sistema nervioso de mamíferos 

(Snutch, 1990). 

Las subunidades a2 y S se encuentran unidas por puentes disulfuro, están en la cara 

externa de la membrana celular, con sitios de glicosilación (Fig 7). 

La subunidad a2 , junto con la (3, también participan en las cinéticas de activación e 

inactivación de los diferentes tipos de canales de calcio (McCleskey, 1994). 

Al comparar los perfiles de hidrofobicidad se tiene hotnologia de los canales de calcio 

con los de sodio, por lo que pertenecen a una misma familia génica (Sather et al., 1994). 

Cada subunidad está compuesta por cuatro dominios (I al IV). Cada uno tiene seis 

regiones transmembranales (S1 a S6), la región S4 tiene argininas o lisinas que le dan 

una carga positiva, por lo que se postula que forma parte del sensor de voltaje (Noda et 

al., 1984; Tanabe et al., 1987). 
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Entre las regiones S5 y S6 de cada dominio se tienen dos segmentos intercalados 

llamados SS I y SS2 que forman el poro jónico del canal. 

Cae+ 

Figura 7. Estructura molecular del canal de calcio tipo L 

Hofmann et al., 1994. 

CLASIFICACIÓN DE LOS CANALES DE CALCIO 

Los canales de calcio se clasifican de acuerdo a: 

-Voltaje de activación e inactivación 

-Propiedades cinéticas 

-Sensibilidad a antagonistas 

-Permeabilidad jónica relativa 
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VOLTAJE DE ACTIVACION: 

Al tomar en cuenta el voltaje de activación, los canales de calcio se clasifican en: 

canales de bajo (I,VA), y alto (FIVA) voltaje de activación (Carbone y Swandulla, 

I 989;Tsien et al., 1988, 1991). 

Este voltaje varia según las distintas células, pero en general, las corrientes que se 

activan a voltajes menores de -50 mV se les considera de bajo umbral, mientras que las 

que se activan a voltajes entre -50 y -20 mV, son de alto umbral (Carbone y Swandulla, 

1989). 

A los canales de bajo umbral se les conoce como canales tipo 1' (Tsien et al., 1988), y 

son sensibles al Ni" y Co' (Carbone y Swandulla, 1989), Los canales de alto umbral 

son bloqueados por Cd2' (Swandulla et al., 1991). y se les conoce como tipo L, N, P, Q 

Y R; los datos indican que estos últimos canales son los que están relacionados con 

procesos excitación-secreción durante la transmisión sináptica (Nachshen, 1984; 

Suszkiw et al., 1989; Tareilus et al., 1993). Estos canales son muy permeables al Eta', 

incluso en mayor proporción que al Caz' (Nelson, 1986; Fless, 1990) y son bloqueados 

por Mg2'. 

PROPIEDADES CINETICAS: 

De manera general, los canales de bajo umbral se inactivan rápidamente y de manera 

voltaje dependiente, con tina constante de tiempo (;) de 10 a 40 ms, mientras que los de 

alto umbral lo hacen más lentamente (t„ mayor de 50 ms) de manera dependiente de 

calcio (Carbone y Swandulla, 1989). 

24 



La inactivación dependiente de Ca' se debe aparentemente a la cantidad de iones que entran a 

la célula o terminal presinaptica. Aunque no se tienen las bases moleculares precisas, se postula 

que existe un "sensor" de calcio que es sensible a los cambios de concentración. Su localización 

aún no se determina. En canales tipo L se postula que se encuentra dentro del canal (Sherman et 

al., 1990; Keizer y Maki, 1992). Este mecanismo de inactivación permite evitar citotoxicidad por 

calcio debido a estimulación excesiva o repetitiva (Choi, 1988,1992). 

La inactivación voltaje dependiente esta dada por la subunidad al que forma el poro iónico 

( McCleskey, 1994) y por el tipo de subunidad que presenta el canal (Ellionor ct al„ 1993; 

Sather et al., 1993). 

Los estudios de cinéticas de inactivación de los canales de alto umbral se usan, por ejemplo 

para diferenciar los canales tipo N y L. Comparando las constantes de tiempo obtenidas en 

registros de fijación de voltaje de células completas y corrientes unitarias, se obtienen tiempos 

distintos (Fox ct al., 1987; Carbone y Lux ., 1987). 

SENSIBILIDAD A ANTAGONISTAS: 

Para que sc lleven a cabo los procesos de excitación•secreción de ncurotransmisor es 

necesaria la entrada de Cae' por canales de calcio dependientes de voltaje que se encuentran en la 

terminal presináptica. 

Los canales de Ca= ' presentan sensibilidad a distintos bloqueadores selectivos que nos 

permiten distinguir entre los distintos tipos. 

25 



Actualmente, con base en esta sensibilidad a los antagonistas se tienen identificados 

seis tipos de canales de calcio, los T,L, N, P, Q, R (Tareilus y Breer , 1995), de los 

cuales existen distintas isoformas dadas por múltiples genes que codifican las 

subunidades al y (Snutch et al ., 1990; flullin et al ., I992). 

Por caracterización farmacológica, se sabe que la ca-conotoxina GVIA bloquea 

canales de calcio tipo N. Este péptido de 27 aminoácidos purificado del gasterópodo 

marino Conus geographus (Olivera et al., 1984; Fox et al., 1987a, b; Sher y Clementi, 

1991; Tsien et al., 1991) bloquea la liberación presináptica de la placa ncuromuscular 

de la rana (Kerr y Yoshikami ,1984). 

Los canales de calcio tipo L son bloqueados por dihidropiridinas, como la nifedipina, 

la nimodipina (Fox et al 1987a, b) y por la toxina calciseptina (Weille et al., 1991) 

tanto en células neuronales (Fox et al I987a, b) como en canales expresados a partir de 

acido desoxirribonucleico complementario (cDNA) (Williams et al., 1992). 

En las neuronas cerebelares de Purkinje de mamíferos, se encontró corrientes de de 

calcio de alto umbral, que no eran bloqueados por dihidropiridinas, ni por la 

co-conotoxina GVIA (Regan, 1991; Regan et al., 1991), se propuso que existía un canal 

de calcio distinto a los ya descritos, al cual se le llamo canal de calcio tipo P, por estar 

en las neuronas de Purkinje (Llinas et al., 1989). Los canales tipo P inicialmente fueron 

caracterizados por su sensibilidad a las poliaminas y la FTX (fulltoxin), extraídas de 

veneno de arácnidos (Llinas et al., 1989b; Uchitel y Protti, 1992). 
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Posteriormente se aisló un péptido de alto peso molecular, la ro-agatoxina IVA, 

purificada del veneno del arácnido Agelenopsis aperla, la cuál se encontró que 

bloqueaba corrientes en células de Purkinje, insensibles a las toxinas anteriores (Mintz et 

al., 1992 ). 

Hay evidencias de otra clase de corrientes de alto umbral que son insensibles a todos 

los tipos anteriores de toxinas (Takaltashi y Morniyama, 1993; Wheeler et al .,1994 ), a 

los que se les ha llamado corrientos tipo Q. La u conotoxina MVIIC, aislada del veneno 

de Conus atabas bloquea estas corrientes (Randall et al., 1993; Sather et al., 1993). Se 

propone que bloquea las corrientes Ry Q (Tareilus y Bree; 1995). 

Sin embargo, existe gran controversia al respecto se reporta que la w-conotoxina MVIIC 

inhibe canales de calcio tipo N (Randall et al., 1993; Swartz et al., 1993; Wu y Saggau, 

1995) y canales de calcio sensibles a diltidropiridinas (Monje et al., 1993), aunque por 

estudios de autoradiografia, se ha reportado que la [1251) ro-conotoxina MVIIC presenta 

afinidad distinta a los canales de calcio tipo N (Filloux et al., 1994). 
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TABLA 1 

CARACTERÍSTICAS DE LOS CANALES DE CALCIO SENSIBLES A 
VOLTAJE 
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allí 	 ? 	CC 1A 	a1E ? " ° 
ala P  
alD 

Voltaje de 
activación 

Inactivación 
dependiente de 

calcio 

Efecto de cinasas 

Modulación por 
proteínas G 

Eficiencia en el 
bloqueo Cd'• 

Sensibilidad a 
dihidropiridinas 

Bloqueo por 
w-CTx-GVIA 

Bloqueo por 
e)-CTx-MVI1C 

Bloqueo por 
w-Aga-IVA 

Tipo de subunidad 
a I 

Referencias: (a) Carbone y Swandulla (1989); (b) Imredy e Yue (1992); (c)Tareilus et al. 
(1994a); (d)Trautwein y Hescheler (1990); (e) Mintz y Bean (1993); (f) Wheeler et al (1994); 
(g) Scott et al (1991); (11) Trautwein y Hescheler (1990); (i) Tsien et al (1987);(j) Hess (1990); 
(k) Tsien et al (1991); (1) Hillyard et al (1992); (m) Mintz et al (1992); (n) Soong et al (1993) 
(o) Mikami et al (1989); (p) Koch et al (1990); (q)Williams et al (1992);(r) Dubel et al (1992) 
(s) Starr et al (1991); (t) Ellinor et al (1993); (u) Bargas et al (1994) 
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REGULACIÓN DE LOS CANALES DE CALCIO 

Se postula que la actividad de los canales de calcio está regulada por proteínas Cr 

(liescheler et al., 1987; Ewald et al., 1988). La activación de estas proteínas por 

neurotransmisores como Ach, GA13A, noradrenalina y serotonina generalmente inhibe 

canales de calcio, en muchos casos de tipo N (Lipscombe y Tsien, 1987; Wanke et al., 

1987; Cross y McDonald, 1987; Ewald et al., 1988). 

En lo que se refiere a la regulación por segundos mensajeros, existen fuertes 

evidencias de activación de proteínas cinasas C (PKC) en la modulación de canales de 

calcio. La aplicación de activadores de esta cinasa pueden aumentar (Gollasch et al., 

1993; Swartz et al., 1993) o inhibir (Rane et al., 1989; Hockberger et al., 1989; Keyser y 

Alger, 1990) las corrientes de calcio. El substrato molecular de la PKC no ha sido 

identificado, podría ser un subgrupo de enzimas (Thompson et al., 1993; Gollasclt et al., 

1993), o algún componente del canal de calcio (Gollasch et al., 1993; Ahlijanian et al., 

1991; Hell et al., 1994), La activación de esta vía es suficiente a veces para explicar la 

regulación de la transmisión sináptica (Swartz et al., 1993). En las entradas 

corticoestriatales se ha observado que la PKC, estimulada por esteres de forbol, aumenta 

la respuesta sináptica antes y después de la aplicación de tu-conotoxina, bloqueador 

específico del canal de calcio tipo N (Lovinger et al., 1994 ). 

La regulación por proteína cinasa A (PKA) dependiente de adenosin monofosfato 

cíclico (AMPc) es muy importante en canales de Caz' de células cardiacas (Trautwein y 

Hescheler, 1990). En sistema nervioso central, se ha demostrado la presencia de 
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regulación de los canales tipo L (Surmeier et al,, 1995), precisamente en las neuronas 

espinosas medianas del neoestriado, 

La proteína cinasa II dependiente de calcio calmodulina 	se encuentra 

abundantemente en las terminales presinápticas , pero aún no se le ha encontrado 

función regulatoria en los canales de calcio dependientes de voltaje (aúne et al., 1984; 

Benfenati et al., 1992) 

En lo que se refiere a la regulación por fosfoinositidos, se ha sugerido la presencia 

de receptores a inositol trifosfato (IP, ) en terminales nerviosas (Peng et al., 1991; Fine') 

et al., ¡991). En sinaptsomas se ha observado elevación de los niveles de 1P3  durante 

despolarizaciones, aparentemente por activacion de la fosfolipasa C (PLC) (Audigier et 

al., 1988; Chandler y Crewx, 1990; Finch et al., 1992). 
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OBJETIVO GENERAL 

La liberación de glutamato es necesaria para la activación de las neuronas espinosas 

medianas gabaérgicas, por lo que el objetivo de este trabajo es identificar 

farmacológicamente, por medio de antagonistas específicos, los canales de calcio que 

participan en la liberación de glutamato de las aferentes glutamatérgicas al neoestriado. 
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METODOS 

OBTENCION DE LAS REBANADAS 

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron ratas albinas de la cepa Wistar de 

100 a 120 gr. de peso, a las que se anestesió y decapitó, para remover el cerebro que se 

colocó en solución salina fría (3 a 4°C). se trasladó a un vibratomo, y se obtuvieron 

rebanadas sagitales de 400 pm de espesor, las cuáles incluían al neoestriado, la corteza y 

el cuerpo calloso. Se oxigenaron con una mezcla de 95%025°A,CO, durante una hora a 

temperatura ambiente antes de trasladarlas a la cámara de registro. Dentro de ésta, se les 

mantuvo con un flujo constante de 2m1hnin de solución salina y con temperatura de 

34°C. 

La solución salina tuvo la siguiente composición (mM): 125 NaCI, 3.0 KCI, 1.0 

MgCl„ 2.0 CaCI„ 25 NaHCO„ II glucosa. 

OBTENCIÓN DE LOS REGISTROS 

EXTRACELULAR 

Los registros extracelulares se obtuvieron con estimulación de las fibras aferentes al 

neoestriado, con un electrodo bipolar concéntrico de 50 pm de diámetro, colocado en el 

cuerpo calloso. 

La estimulación fue constante de 0.4 ms de duración y 0.2 pulsos por segundo (pps) de 

frecuencia y 4 V de amplitud (Grass S48). Estos estímulos se trasladaron a la unidad 

aisladora de estímulos (Digitimer Ltd., modelo DS2A) en donde se reguló la amplitud 
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A B CO2  

de los mismos. Se utilizaron electrodos de registro de 2-4 Mn de resistencia con NaCI 

0.9% como conductor (Fig 8). 

Para observar los efectos de los bloqueadores de canales de Ca'-' sobre el potencial de 

campo de origen glutamatérgico, se agregó previamente bicuculina 10 1.1M para 

bloquear el componente gabaérgico. El potencial de prueba registrado se mantuvo a la 

mitad de la máxima amplitud. Los registros fueron amplificadas por un amplificador 

(Grass l'15), digitalizados por un Neurocorder DR-384 y grabados en cintas de 

videocassete VHS. 

Figura 8. Diagrama que muestra el diseño experimental para el registro de potenciales 
de campo. A) Estimulador. B)Unidad aisladora de estímulos. C)Electrodo bipolar 
concéntrico de estimulación. D) Electrodo de registro. E) Amplificador. F) Cámara de 
registro a 37°C y con flujo constante de solución salina. 
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INTRACELULAR 

Se obtuvieron con electrodos de vidrio de 80 a 120 MW de resistencia La 

estimulación fue igual a la descrita anteriormente. 

El potencial de membrana se mantuvo a -80 mV , voltaje al cual se provocó los 

potenciales sinópticos en presencia de bicticulina l O mM. Se tomó el promedio de 5 a 6 

potenciales y se midió la amplitud inicial y final, después de agregar las toxinas 

específicas y observar sus efectos en el potencial sinóptico. 

PULSOS PAREADOS 

Se define la facilitación sinóptica como un incremento en el tamaño del segundo 

potencial como consecuencia de la primera respuesta. Esto se debe a que al calcio que 

quedó durante la primera estimulación se suma a el que entra por el segundo pulso, lo que 

da lugar a un aumento de la liberación de neurotransmisor durante el segundo estímulo 

()unge, 1992; Andersen, 1960; Lomo 1971; Alger y Teyler, 1976; Dunwiddie y Lynch, 

1978; Buckle y Flaas 1982). 

Cuando se utilizan concentraciones pequeñas de calcio (1 mM), se puede observar 

mejor la facilitación sinóptica, 

Sin embargo, cuando se utilizan concentraciones altas de Ca' externo (10 mM), no se 

observa facilitación, debido a que aumentó tanto la entrada de calcio a las terminales 

sinópticas durante el primer estímulo, que se ocasiona un agotamiento en el reservorio de 

vesículas sinópticas que se liberan. 
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Por lo tanto, la proporción entre el segundo y el primer potencial sinóptico es mayor 

en condiciones de bajo calcio. 

De manera similar, los antagonistas que inhiben la liberación del neurotransmisor al 

bloquear directa o indirectamente la entrada de calcio, provocan facilitación como si se 

tuvieran condiciones similares a las de bajo calcio. Por eso, la facilitación sinóptica se 

utiliza para saber si un fármaco actúa presinápticamente. 

Si el efecto sobre la respuesta sinóptica se debe a un cambio postsináptico, la 

proporción entre el segundo y el primer potencial no cambia. (Dunwiddie y Hass, l 985). 

Para observar la facilitación sináptica, las rebanadas de cerebro se estimularon con 

pares de choques con un electrodo bipolar colocado en el cuerpo calloso a estimulación 

constante de 0.2 pulsos por segundo. El intervalo entre los potenciales pareados fue de de 

50 tus de duración. 
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RESULTADOS 

CARACTERIZACION DE LOS COMPONENTES SINÁPTICOS 

Para corroborar el origen sináptico del componente N, se colocaron las rebanadas 

en una solución con 6.0 mM MgCI, y 0.5 mM CaCI, , y se observa un bloqueo total del 

componente N1, mientras que el componente N, permaneció intacto (Fig 9). Este efecto 

es reversible (Malenka y Kocsis, 1988). 

La figura 10 sugiere que la transmisión sináptica es dependiente de la entrada de 

calcio a través de canales de alto umbral (Nachshen, 1984; Suszkiw et al; 1989; Tareilus 

et al 1993) pues esta es bloqueada por el Cd1  (Swandulla et al; 1991). Como se muestra 

en la Figura 10, 50 IN de Cd2* bloquea la transmisión en un 80%, lo que indica que la 

transmisión sináptica está dada por cantiles de alto umbral de activación. El efecto es 

reversible. 

EFECTO DE ANTAGONISTAS GLUTAMATERGICOS Y GABAERGICOS 

SOBRE EL POTENCIAL SINAPTICO N, 

Las sinapsis rápidas en el neoestriado de ratas adultas están dadas por receptores 

-canal a glutainato y GABA (Wilson, 1990; Seabrock et al., 1991; Flores Flernández et 

al., 1994). 
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Control 	0.5 mM Ca2+ 	Lavado 
6.0 mM Mg2+  

 

• 

 

   

5 ms 

Figura 9. 

Identificación del componente sinóptico (ortodrómico) del potencial de campo 

neoestriatal con solución de baja concentración de calcio; control (izquierda), durante 

(centro) la aplicación de solución salina con 0.5 mM Ca>  y 6 mM Mg'. Note la 

abolición del componente sinóptico N,. 

El efecto de la solución con bajo Ca' es reversible (derecha). 

e 	Momento en que se aplicó el estimulo. 
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Control 	Cd2+  (50 iiM) 	Lavado 

2.0 

E 

0.0 

-a 
E 
<-2.0 

6 ms 

Figura 10. 

Acción del Cd2' (50 pM) sobre el componente ortodrómico N, del potencial de campo 

neoestriatal. La amplitud del componente N, cae un 80% a los 5 minutos de aplicación 

(centro). El bloqueo es reversible (derecha) con la reaplicación de solución salina sin 

cadmio (derecha). 
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La actividad glutamatérgica en el neoestriado es importante en la transmisión 

sinóptica de las células del neoestriado, Mediante registro intracelular, se han registrado 

potenciales 	sinópticos 	despolarizantes 	que 	son 	bloqueados 	por 

6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), antagonista del receptor tipo AMPA en 

un 90% y por ácido D(-)-2-amino-fosfonovalérico (APV), antagonista del receptor tipo 

NMDA en un 10% (Jiang y Nonti, 1991). En potenciales de campo, este neurotransmisor 

media la actividad ortodrómica del componente N,. (Lovinger et al., 1993) 

La actividad sináptica inhibitoria es mediada por el GABA, sobre todo del 

receptor tipo GABAA. Este neurotransmisor es sintetizado por las neuronas espinosas 

medianas, que representan el 95% de la población total de neuronas, (Chang et al., 1982; 

Wilson, 1990) y por interneuronas medianas sin espinas (Kita, 1993; Kawaguchi et al., 

1993, 1994). Para estudiar la actividad glutamatérgica se bloqueó la gabaérgica con 10 

pM de bicuculina, bloqueador específico de este receptor. Como se observa en la Figura 

I I, después de la aplicación de bicuculina se dió un aumento en la amplitud del 

componente N, En presencia de bicuculina, la Inhibición de N, por el CNQX (25 pM) 

fue del 80±7,7% ( n=3). 

EFECTO DEL CADMIO SOBRE LA ACTIVIDAD GLUTAMATERGICA 

En presencia de 101M de bicuculina, se observó la actividad glutamatérgica de 

las aferentes al neoestriado. 

La figura I2A muestra el efecto de la adición de bicuculina sobre el potencial de 

campo provocado por estimulación máxima en el cuerpo calloso, La bicuculina indujo la 
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Bicuculina 	25 1.1.M CNQX Lavado 
1.0 

E 

0.0 

6 ms 

Figura II. 

Acción del CNQX. En presencia de bicuculina (10 )tM), la inhibición provocada por 

CNQX (25 11M) Fue del 86%, . 
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Control 	 Bicuculina (10 lin 
2.5 

E 

72. 
E 
1̀  -2.5 

1 

• • 

S-.  
E 

E 

6 ms 

13 

Bicuculina 	Cd2+  (501.1M) 	Lavado 

1.0 - 

0.0 

• • • 

6 ms 

Figura 12 

A) Acción de la bicuculina (10 taM) sobre un potencial provocado con estimulación 

máxima. El bloqueador del receptor gabaérgico tipo A se aplicó a la máxima 

estimulación (4V) para provocar el potencial N,. Observe la aparición de nuevos.  

componentes poblacionales poliespiga. 13) En presencia de Cc,' (50 IN), dichos 

componentes son eliminados .E1 componente N, se bloquea en un 76%. 

4t 

-1.0 



aparición de nuevos componentes ortodrómicos poblacionales, lo que indica el disparo 

repetitivo de varias neuronas. 

Cuando en estas condiciones se agrega Cd2' (50 pM), en otra rebanada (Fig 1213) 

se observa un bloqueo del 82.3±5.5% (n=3) del componente poblacional N2  . También se 

eliminan los potenciales ortodrómicos poblacionales originados por la aplicación de la 

bicuctilina. El efecto del cadmio fue reversible. 

El estudio de los bloqueadores específicos de los canales de calcio se centró en el 

componente N2. La pregunta es: ¿qué canal de Ca' participa en la actividad de las 

aferentes glutamatérgicas? 

ACCION DE LAS TOXINAS BLOQUEADORAS DE CANALES DE Ca14 TIPO N 

Y P SOBRE LA ACTIVIDAD S1NAPTICA DE LAS AFERENTES 
GLUTAMATERGICAS NEOESTRIATALES 

La to-agatoxina IVA es un péptido de 48 aminoácidos purificado del arácnido 

Agalenopsis apearla. Es bloqueador especifico de canales de calcio tipo P, inicialmente 

caracterizado en neuronas de Purkinje del cerebelo (Llinás et al., 1989) y en neuronas 

sensoriales (Mintz et al., 1992). En sinaptosomas estriatales de rata se reporta una dosis 

de 30 nM para la to-agatoxina IVA (Turner et al., 1993) al igual que para corrientes de 

calcio de las neuronas de Purkinje (Randall et al., 1993). Se ha reportado un bloqueo 

especifico de corriente de calcio tipo I' con concentraciones de 100 a 200 nM de 

co-agatoxina IVA (Mintz et al., 1992). 
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Al estimular las fibras cortico-estriatales a la máxima intensidad, (Fig. 13) la 

presencia de 0)-agatoxina VIA (200 nM) produce una inhibición del 14.5 ± 6.3% (n=2). 

La porción no bloqueada lile abolida con 50 tiM de Ce . 

La m-conotoxina GVIA es un péptido de 27 aminoácidos, purificado del veneno 

del gasterópodo marino Conus geographus. Es un potente bloqueador irreversible de 

canales de calcio tipo N (Fox et al., 1987a,b; Sher y Clementi, 1991; Tsien et al., 1991). 

La concentración necesaria y saturante de rá-conotoxina' GVIA para bloquear 

canales de calcio tipo N es de 1 pM (llegan et al., 199 la,b; Luebke et al., 1993; Turner et 

al., 1993; Lovinger et al,, 1994). No hay gran modificación de la respuesta si se utilizan 

concentraciones de 0.5 a 3 iiM (Wheeler et al., 1994; Mintz et al., 1995). 

En la figura 14 se observa el efecto de este bloqueador de canales de calcio tipo N 

a una concentración de 2 pM sobre el potencial poblacional cuando se estimuló el cuerpo 

calloso a la máxima intensidad. A los 10 minutos de aplicación de la bicuculina, 

aparecieron dos nuevos componentes poblacionales, los cuáles desaparecieron casi en su 

totalidad a los 6 minutos de la aplicación de la toxina, mientras que el componente N2  

sólo mostró una reducción del 23.5±3.5 (n=2). Se esperó 20 minutos, tiempo durante el 

cual no hubo cambios en el mismo, 
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E 

2.0 

E 

0.0 

Bicuculina w-Agatoxina IVA 
(200 nM) 

cd2+ 

-2.0 
6 ms 

1 ' 
	

• 

Figura 13. Inhibición de la transmisión sinóptica neoestriatal por la 03-Agatoxina IVA 

(200nM). El registro se realizó con la máxima intensidad de voltaje. Se observó una 

inhibición del 20% con la toxina. Con la adición posterior de Cd' (50 RM), se eliminó 

totalmente el componente ortodrómico. 
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Bícuculina co-Conatoxina GVIA 
(2 1.1M) 
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6 ms 

Figura 14. 

Acción de la co-conotoxina GV1A (2 µM), sobre el potencial ortodrómico provocado con 

estimulación máxima en presencia de bicuculina (10 uM). El bloqueador de canales de 

calcio tipo N lo reduce en un 21% . El disparo repetitivo se abole casi por completo, 
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EFECTO DE LA co-CONOTOXINA MVIIC EN EL POTENCIAL SINAPTICO 

POBLACIONAL N, 

Esta toxina fue aislada del veneno de Conus magus. Se ha propuesto que ésta 

inhibe canales de calcio tipo N (Randall et al., 1993; Swartz et al., 1993; Wu y Saggau, 

1995), otros reportes sugieren que afecta corrientes de calcio de alto umbral resistentes a 

dihidropiridinas, co-conotoxina GV1A, y co-agatoxina (Monje et al., 1993), a la que se le 

llama corriente Q (Randall et al., 1993; Sather et al., 1993). 

En la figura 15C (E) se muestra el efecto de la co-conotoxina MVIIC (500 iiM). 

Produce una disminución del 50% en el componente ortodrómico poblacional. En el 

potencial sináptico intracelular provocado, se observa un bloqueo del 39% (15C) (I). 

EFECTO DE LA CALCISEPTINA EN EL POTENCIAL SINAPTICO N, 

Los canales de calcio tipo L son bloqueados selectivamente por las 

dihidropiridinas como la nitrendipina y la nifedipina (Fox et al., I 987a,b). 

Se ha reportado que la liberación de neurotransmisores en neuronas periféricas 

(Perney et al., 1986), yen el sistema nervioso central no se modifica en presencia de estos 

compuestos, lo que sugiere la escasa participación de estos canales en la transmisión 

sináptica ( Hirning et al., 1988; Luebke et al., 1993; Takahashi y Momiyama, 1993; 

Whittington y Little, 1991), 

Sin embargo, aún existe controversia al respecto, pues el mecanismo de bloqueo 

es dependiente del voltaje, de forma que podría no haber efecto (falsos negativos) cuando 
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no se está en condiciones de fijación de voltaje. Por lo anterior, en este trabajo se utilizó 

calciseptina, que es un peptido purificado del veneno del ofidio Dendroaspis polylepsis 

polylepsis, bloqueador del canal de calcio tipo L. 

Los resultados muestran una inhibición del 16% en la amplitud del potencial N2  a 

los 18 minutos de su aplicación (Fig I5D)(E), sin mostrar efecto alguno en el potencial 

sináptico provocado (I5D) (I). 

Esta es la toxina que mostró un menor efecto sobre la transmisión sináptica. 

EFECTOS ADITIVOS DE LOS BLOQUEADORES ESPECIFICOS DE 
CANALES DE CALCIO TIPO P V N 

Para observar los efectos de las toxinas en la amplitud de los potenciales 

sinápticos, estos se registraron a la mitad de la máxima estimulación. 

En la figura 16A se muestra el efecto de la (a-agatoxina IVA 200 nM, se observó 

un bloqueo del 54% del potencial sináptico N,. El efecto del péptido fue irreversible. 

Posteriormente, se agregó (o-conotoxina GVIA (1 pM), y se observó una inhibición 

adicional del 31% en el potencial sináptico que quedó. Ambas toxinas juntas bloquean el 

85% del potencial sináptico poblacional. Efectos similares se observan cuando se invierte 

el orden de las toxinas (16B). 

En los sinápticos provocados, la (u-agatoxina IVA (200 nM) provocó una inhibición del 

34,5± 0.7 % (n= 2) (ISA) (I). En otra rebanada, la w-conotoxina GVIA (1 ttM ) 

provocó un 37% de inhibición.(15B) (I). 
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A 0) • AgaTz• IVA 200 nM 

20 ms 

B 	
ca•Conorx-VIA 111M 

E —. 

5.0Q mV 

2 ms 

L 

5 

Ci 	
(a•ConoTx•MVIIC 500 nM 

CalcIseptIno 500 nM 
D 

E 

Figura 15. 

Efecto de las toxinas antagonistas de los canales de calcio sobre los potenciales sinópticos 

intracelulares (1) y los potenciales de campo (E), a estimulación semimáxima. A) Efecto 

de la m-agatoxina IVA (200 nM) en ambos registros. 13) Efecto de la ca-conotoxina 

GVIA (1 ptM). C) Efecto de la w- conotoxina MVIIC (500 nM). I)) La calciseptina (500 

tiM) no tuvo gran efecto sobre la transmisión sináptica. 
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Figura 16. 

Efecto aditivo de la ro—agatoxina IVA y la o•conotoxina GVIA sobre el potencial de 

campo provocado con estimulación semimáxima. 

A) Cuando se agregó et-agatoxina IVA (200 nM) se observó inhibición, que aumentó con 

la adición de w•conotoxina (1 µM) hasta abolir la respuesta sinóptica. 

B) Invertiendo el orden de aplicación de las toxinas, se obtuvo el mismo resultado. 



EFECTOS EN LA FACILITACION SINAPTICA 

Con el protocolo de pulsos pareados de 50 ms de duración entre pulso y pulso y 0.1 

PPS de frecuencia, se observa un aumento en la amplitud del segundo potencial 

ortodrómico en presencia de bicuculina. La relación S2/S1=1.82. Después de la 

aplicación de w-agatoxina IVA la facilitación fue mayor, del 207%, dando proporción 

S2/S1=-- 3.07 (Fig 17). 

Esto sugiere que la w-agatoxina IVA actua impidiendo la entrada de calcio y la salida 

del neurotransmisor de las terminales sinópticas. 

Por otro lado, con la calciseptina no se observó un aumento en la facilitación con 

pulsos pareados (Fig 18 ), con relación S2/S1= 1.29 con respecto a la obtenida con la 

aplicación de bicuculina de 1.27. 

TABLA II 

PORCENTAJE DE BLOQUEO DE LAS TOXINAS SOBRE LOS 
POTENCIALES SINAPTICOS PROVOCADOS Y LOS POTENCIALES 

ORTODROMICOS POBLACIONA LES 

TOXINA 	EXTRACELULAR 	INTRACELULAR 

w-agatoxina IVA 	 54 	 34 

w-conotoxina GVIA 	 63 	 37 

w.conotoxitia MVIIC 	 50 	 39 

calciseptina 	 16 	 sin efecto 
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Figura 17 

Acción de la w-agatoxina IVA sobre la facilitación sinóptica. 

Pulsos pareados con intensidad semimáxima separados por un intervalo de 50 mseg en 

presencia de bicuculina (10 pM). La facilitación de la segunda respuesta en condiciones 

control es de 82% (A), y con w-agatoxina IVA es 207% (13).  
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Figura 18. 

Acción de la calciseptina sobre la facilitación sinóptica. 

Pares de estimulos separados por un intervalo de 50 niseg. Se muestra facilitación de 

29% en la segunda respuesta en condiciones control (A). Esta facilitación no cambia 

significativamente en presencia de la calciseptina 500 nM (B). 
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DISCUSIÓN 

LA ACTIVIDAD SINAPTICA DE LAS AFERENTES EXCITATORIAS ES 

MEDIADA POR GLUTAMATO 

En el neoestriado se observan dos componentes poblacionales en un registro de 

potencial de campo cuando se estimulan las fibras cortico-estriatales. El componente N, 

que representa la actividad antidrómica que resulta de la estimulación eléctrica de los 

axones y el componente N, que representa la suma de los potenciales sinápticos y de 

acción de las neuronas activadas sinápticamente por las aferentes (Cordingley e Weight, 

1986; Lovinger, et al., 1992). 

La actividad glutamatérgica en el neoestriado proviene de la corteza cerebral 

(Mori et al., 1994; Wilson, 1994) y del tálamo (Royce, 1982, 1987; Royce y Bolem, 

1984). Estudios con estimulación de campo, han reportado una respuesta ortodrómica 

mediada por glutamato (Lovinger, et al., 1993). Además se han registrado 

intracelularmente potenciales sinápticos excitatorios en el neoestriado, que son 

bloqueados por antagonistas del receptor AMPA (CNQX) en un 90% y por antagonistas 

del receptor tipo NMDA (APV) en un 10% (Jiang y Nonti, 1991). 

Nuestros resultados muestran una disminución de alrededor de 80% en la 

amplitud del potencial sinóptico N2  en presencia CNQX, lo que corrobora que la 

transmisión en estas sinápsis es mediada principalmente por la activación de receptores 

tipo AMPA glutamatérgicos (Cherubini, et al., 1988; Ilerrling, 1985; Lovinger, et al., 

1992). 
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Las neuronas espinosas medianas representan el 95% de la población neuronal total en 

este núcleo y son GABAérgicas (Chang, et al., 1982; Wilson, 1990), por consiguiente 

las sinapsis inhibitorias son principalmente intrínsecas. 

Con el objetivo de aislar la actividad glutainatergica en el neoestriado, se agregó 

bicuculina (10 tiM), y no se observaron cambios significativos en la inhibición del 

potencial N, causada por CNQX. 

ACCIONES DE LAS TOXINAS BLOQUEADORAS DE LOS CANALES 1)E Ca' 

SOBRE EL POTENCIAL ORTODROMICO 

Diversas evidencias indican que la transmisión sináptica en anfibios (Kerr y 

Yoshikami, 1984), reptiles (Lindgren y Moore, 1989) y aves (Rivier et al., 1987; Venema 

et al., 1992) es mediada por la activación de canales de -calcio tipo N. Por otro lado, se ha 

observado en el hipocampo (Kainiya et al., 1988; Dutar et al., 1989; Home y Kemp, 

1991) y en el núcleo accumbens (Kainiya et al., 1988; Dutar et al., 1989; Borne y Kemp, 

1991) de la rata, una disminución, aunque no total, de la transmisión sináptica en 

presencia 0)-conotoxina GVIA, bloqueador irreversible de canales de calcio tipo N. 

En sinaptosomas corticales y estriatales se ha observado que la ca-conotoxina no tiene 

efecto en la liberación de neurotransmisor (Turner et al., 1992). 
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En esta tesis se reporta una disminución del 63% en el potencial ortodrómico N,, 

cuando se estimularon las fibras cortico-estriatales con intensidad semimáxima en 

presencia de ca-conotoxina GVIA El bloqueo se redujo 23.5±3.5% (n-2) cuando la 

intensidad de estimulación fue la máxima. Esto quiere decir que la magnitud del bloqueo 

depende de la intensidad de estimulación. 

Se ha encontrado un bloqueo similar en las terminales cortico-estriatales por 

Lovinger, et al. (1994), en las sinápsis glutamatérgicas de la región CA I del hipocampo 

(Wheeier , et al., 1994; Takahashi y Momiyama; 1993), en las neuronas de Purkinje del 

cerebelo (Mintz, et al., 1995) y en las motoneuronas de la espina dorsal (Takahashi y 

Momiyama; 1993). 

Por otro lado, en el núcleo accumbens se encontró que la ra-conotoxina causó una 

reducción en el potencial sináptico poblacional del 76%; mientras que en el EPSP 

intracelular provoca una disminución del 64%. En el hipocampo, esta toxina provocó 

solo un 31% de inhibición cuando se estimularon las colaterales de SchatTer (Home y 

Kemp; 1991). Sin embargo, en este mismo núcleo la toxina produjo una inhibición en el 

potencial excitatorio posináptico (EPSP) y la corriente excitatoria posinaptica (EPSC) del 

73% y 80% respectivamente (Luebke et al., 1993). 

En los mamíferos se encontró que la transmisión sinóptica es inhibida 

parcialmente por la w-conotoxina GVIA (lieynolds et al., 1986; Lundy et al., 1991). En 

la unión neuromuscular de ratón no tuvo efecto alguno (Kerr y Yoshikami, 1984; Uchitel 
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et al., 1992). Por estas razones se sugiere que existe un canal de calcio diferente en las 

terminales sinópticas del sistema nervioso de los mamíferos. 

Algunos reportes previos indican que en sinaptosomas corticales y estriatales no 

hay inhibición por ca-conotoxina, pero si por w-agatoxina IVA de un 80% (Turner et al., 

1992, 1993). 

Con el objetivo de identificar si el canal P podría mediar la transmisión sinóptica 

en las oferentes cortico•estriatales, se estudió el efecto de 200 nM de m-agatoxina IVA 

sobre el potencial de campo y los potenciales sinópticos provocados. Se encontró 

disminución en la amplitud del potencial sináptico N2  del 20% y 54% cuando se estimuló 

al máximo (Fig 13) y a la mitad (Fig 15 A) (E) de la intensidad respectivamente. 

En contraste, Lovinger et al, (1994) reportan en estas mismas sinapsis 

cortico-estriatales una inhibición del 10% sobre el potencial de campo cuando se aplicó la 

misma dosis de w-aga-IVA , mientras que al aumentar la concentración a I RM se 

obtuvo una inhibición del 48%. Sin embargo, la especificidad es incierta a 

concentraciones altas (Luebke et al,, 1993; Mintz et al., 1992; Takahashi y Momiyama, 

1993), 

Se ha reportado que en registros extracelulares de sinapsis glutamatérgicas de la 

región CAl del hipocampo, la ra-Aga-1VA no tiene efecto a concentración de 100 a 200 

nM (Wu y Saggau, 1994; Wheeler et al., 1994), mientras que provoca una inhibición 

significativa en la actividad sinóptica registrada intracelularmente ( Luebke et al., 1993; 

Takahashi y Momiyama, 1993). 
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La razón de esta discrepancia es desconocida; una posible explicación es que la 

potencia de la to-Agit IVA disminuya cuando se incrementa la intensidad de estimulación 

(Luebke et al., 1993). Es posible que por esta razón se obtuvo una mayor inhibición 

cuando se estimularon las fibras conico-estriatales a la mitad de la amplitud máxima . 

Las dihidropiridinas (nisoldipina, nimodipina, nifedipina), son bloqueadores 

selectivos de canales de calcio tipo L (Ilome y Kemp, 1991; Grover y Teyler, 1990; 

Hirning et al., 1988; Luebke ct al., 1993; Takahashi y Momiyama, 1993; Whiuington y 

Little, 1991; Lovinger, et al. 1994). No presentan efecto en la transmisión sinóptica, pero 

queda la duda si esto se debe a que su acción es dependiente del voltaje o si en realidad 

los canales tipo L no participan en la liberación del neurotransmisor. 

La aplicación de dihidropiridinas sobre el potencial de campo se ha intentado con 

despolarizaciones con KCI y de condiciones de obscuridad para observar su efecto 

(Regan et al., 1990). En este trabajo se decidió utilizar otro bloqueador que no 

necesitase de condiciones especiales para resolver el punto. 

La calciseptina es un péptido purificado del ofidio Dendroaspis polylepsis 

palylepsis y se ha demostrado que también bloquea selectivamente el canal de calcio tipo 

L (Weille et al.,1991). Con la aplicación de esta toxina, se obtuvo una inhibición del 16% 

(15 D) en la amplitud del potencial ortodrómico poblacional,(E) mientras que en el 

potencial sinóptico intracelular no se vio afectado (I), lo que sugiere que no participan de 

manera relevante en la liberación del neurotransmisor. 
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La ca-conotoxina MVIEC es una toxina aislada del gasterópodo Lonus magus, y 

que se ha sugerido bloquea los canales tipo Q de calcio Mandan et al. ,1993; Sather, et 

al., 1993). Aun existe controversia acerca de la selectividad de esta toxina sobre los 

canales de calcio. 

Algunos reportes reportes indican que esta toxina inhibe canales de calcio N y Q 

(Sather et al., 1993; Randall et al., 1993; Wheeler et al., 1994), sin afectar a los canales 

de calcio tipo R (Zhang et al., 1993). Se ha reportado que la inhibición es dosis-depen-

diente, pues se observo un bloqueo del 76% con 150 nM (Wheeler et al., 1994). 

Con el objetivo de conocer el efecto de esta toxina sobre el potencial ortodrómico 

N,, se utilizó una dosis de 500 nM, y se observo una inhibición del 50%. Se han 

reportado resultados similares en la liberación de [311) glutamato en sinaptosomas 

corticales (Turner et al., 1995). En sinapsis glutamatérgicas del área CA I del hipocampo 

se reporta un bloqueo total (Wheeler et al., 1994), mientras que en las sinapsis 

corticoestratales se han reportado un 93% de inhibición de la porción insensible a la 

ro—conotoxina GVIA (Lovinger et al., 1994). 

EFECTOS ADITIVOS DE w-AGATOXINA Y w-CONOTOXINA EN EL 
NEOESTRIADO 

En sinaptosomas de estriado que contienen terminales dopaminérgicas y 

gabaérgicas, se ha reportado un bloqueo del 60-80% en la liberación de [31-1] dopamina, 

cuando se agregan ei-conotoxina y to-agatoxina, sin embargo, esto no se observa con el 
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glutainato (Turnen et al., 1992). Por otro lado, Dunlap et al(1993) reportan una 

inhibición sinérgica de estas toxinas sobre la liberación del [ 31-1] glulainato 46% en 

sinaptosomas de hipocampo. En sinaptosomas de corteza cerebral se encontró un 

bloqueo parcial por m-agalVA, sin encontrarse efecto con la w-conotoxina GVIA (Turner 

et al., 1992). 

Con el propósito de probar si ambas toxinas tienen efectos aditivos sobre la 

transmisión sináptica de las afrentes glutamatérgicas que proyectan hacia el neoestriado, 

se añadió la m-conotoxina GVIA (1 1.1M), seguida de to-Aga IVA (200 nlv1). Las toxinas 

tuvieron efectos aditivos. De manera similar ocurrió cuando se administraron en orden 

inverso. 

Como cada toxina por si sola bloquea más del 50% de la transmisión (a 

estimulación semimáxima), se concluye que los efectos son aditivos. Esto se explicaría si 

ambos tipos de canal N y P están cerca de los sitios de liberación, o alternativamente, si la 

capacidad amortiguadora de Caz' de estas terminales es suficientemente baja como para 

que el Caz', una vez en la terminal, siempre llegue hasta donde está la maquinaria de 

liberación. 

Otra alternativa sería que las terminales cortico-estriatales usan un tipo de canal 

(N ó P) y las terminales tálamo-estriatales usen otro. Se piensa que esto es improbable, 

pues aunque la técnica no distingue entre ambos componentes, la estimulación se hizo en 

cuerpo calloso, por lo que necesariamente se estimuló de manera preferente el 

componente cortica'. Ambas toxinas bloquearon el componente poblacional N, de manera 

similar. 
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Con un protocolo de pulsos pareados, se encontró una mayor facilitación con 

w-agatoxina IVA en comparación con el control de bicuculina, lo que demuestra el efecto 

presináptico de este péptido, ya que al bloquear la entrada de calcio a las terminales 

sinápticas, se simula las condiciones de bajo calcio que dan lugar a la tbcilitación de la 

liberación del neurotransmisor, mientras que con la calciseptina no hay efecto alguno, 

por lo que no participa de manera relevante en la liberación del neurotransmisor. 

60 



CONCLUSIONES 

Debido a que tanto la co-conotoxina GV1A como la ra-agatoxina IVA bloquearon 

más del 50% de la transmisión aferente glutamatérgica (principalmente corticoestriatal), 

se concluye que la participación de los canales N y P es equivalente para la liberación de 

glutamato de estas terminales. 

Más aún, debido a que los efectos de estas toxinas son aditivos, se llegó a la 

conclusión de que las toxinas están actuando sobre canales diferentes. 

Como los efectos de ambas toxinas se suman, nos sugiere que o bien, ambos tipos 

de canal están cerca de la maquinaria de liberación, o 	los mecanismos de 

amortiguamiento del Ca' dentro de la terminal no son muy eficientes y sólo se necesita 

que los canales estén en la membrana de la terminal para que el Ca' que entre por ellos 

llegue a la maquinaria de liberación. 

La acción de la w-conotoxina MVIIC puede explicarse porque la terminal posee 

canales tipo Q, o porque esta toxina bloquea canales tipo N. Se necesitarian realizar 

experimentos adicionales con esta toxina para saber cual de las dos posibilidades es la 

correcta. 

La escasa acción de la calciseptina permite suponer que los canales tipo L no 

participan de manera relevante en la liberación del glutamato de las aferentes excitatorias 

del neoestriado. 

El hecho de que el efecto de las toxinas disminuya cuando aumenta la intensidad 

de estimulación refuerza la evidencia de que son varios los tipos de canales de Ca' que 

participan en la liberación de neurotransmisor de las terminales: cuando son pocas las 
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vesículas que van a ser liberadas, cualquiera de los tipos de canal que se bloquee (N, P ó 

Q) producirá gran inhibición. Sin embargo, mientras más vesículas se liberen (intensidad 

máxima), sólo se produce un 20% de inhibición en la liberación de neurotransmisor. 
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