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RESUMEN

En el disparo neuronal los potenciales de accién son sequidos por
un postpotencial hiperpolarizante (PPH) que modula el disparo
repetitivo, el cual usualmente se debe a 1la activacion de
corrientes de K dependientes de Ca’. Este influjo de Ca’’ conduce
a la activacién de cuando menos dos tipos de corrientes de K
activadas por Ca’ las cuales contribuyen a la generacién del PPH
Yy a la repolarizacién del PA en neuronas heoestriatales, Si el
PPH que sigue a un sé6lo potencial de accién es modulado por el
agonista colinérgico carbacol y en tal evento existe 1la
participacién de conductancias de Kactivadas por Ca‘, enonces el
PPH que sigue a un tren de PAs debe de ser igualmente modulado
por el carbacol, aunque quizds las conductancias participantes en
el PPH post descarga no sean las mismas, pues los intervalos
entre espigas provocados difieren en funcién del tiempo que dura
la estimulacién., Ademds los PAs finales son mds prolongados que
los Phs del inicio del pulso,

Para este estudio se realizaron registros intracelulares en
neuronas espinosas medianas en rebanadas de cerebro de ratas
Wistar. En este trabajo se demostré que el carbacol reduce el
postpotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue a un tren de
potenciales de accién en las neuronas espinosas medianas del
necestriado de la rata. También aportamos algunas evidencias de
que el carbacol podria estar actuando sobre conductancias
activadas por Ca” y no sobre conductancias sensibles a 4-AP o

TEA.



INTRODUCCION

Los ganglios basales estdn formados por 5 nucleos
estrechamente relacionados: caudado, putamen, globo pédlido,
nicleo subtaldmico y substancia nigra, dichos micleos no reciben
entradas sensoriales directamente y como en el caso del cerebelo,
no envian salldas motoras a la médula espinal. Sin embargo no hay
duda de que estas estructuras estdn involucradas en el control

del movimiento voluntario y la postura (Wilson, 1990; Albin et

al., 1989; McGeer y McGeer, 1993).

Las lesiones de los ganglios basales, en el hombre y en
modelos experimentales con animales, presentan algdn trastorno
del movimiento como su sintoma primario (Rothwell, 1987; Ohye et
al., 1991; Wilson, 1990; Albin et al,, 1989; McGeer y McGeer,
1993). Por ejemplo, en la enfermedad de Parkinson, los
movimientos son muy dificiles de realizar y hay signos de rigidez
muscular y resistencia a los cambios de posicién. Mientras que,
en la enfermedad de Huntington, movimientos inaGtiles y sin
direccién interfieren con la ejecucién de movimientos ttiles y
dirigidos (Wilson, 1990; McGeer y McGeer, 1993).

La enfermedad de Parkinson, en particular, ha tenido una
fuerte influencia para el estudio de la funcién de los ganglios
basales y ha llevado a la hip6tesis de que estan involucrados en
la ejecucién automitica de movimientos motores aprendidos (Albin
et al,, 1989; Graybiel et al., 1994). La principal porcién de los
ganglios basales est& formada por 3 grandes nucleos: el caudado,

el putamen y el globo p&lido. Estos 3 nicleos estdn situados



subcorticalmente, laterales al tdlamo y separados de éste por la
capsula interna (Rothwell, 1987).

La estructura aferente primaria de los ganglios bhasales es el

mieleo eslriado, en algunos mamiferos (como la rata), el estriado es
una sola estructura, pero en la mayoria de ellos (como en el
homhre) consta de 2 porciones, el caudado medial y el putamen
lateral, divididos por las fibras de la c8psula interna (Albin et
al., 1989). Filogenéticamente las partes m&s nuevas del estriado
(caudado y putamen) son conocidas como el neoestriado (Rothwell,
1987). Estos dos nicleos (caudado y putamen) estdn Intimamente
asociados con las funciones sensoriomotoras del sistema nervioso
central del mamifero (Wilson, 1990). El término estriado es
descriptivo de su apariencia en secciones en que se tife la
mielina, en las cuales se observan fibras conocidas como l4pices
de Wilson que cruzan el nicleo, dindole una apariencia rayada o
estriada (Rothwell, 1987).

Los nGcleos caudado y putamen reciben entradas practicamente
de toda la corteza (&reas de asociacién cortical, sensoriales y
motoras). Adicionalmente, reciben entradas del nicleo
intralaminar taldmico, dopaminérgicas de la substancia nigra
(pars compacta) y serotoninérgicas del ndcleo dorsal del rafé.
Similares conexiones pero surgiendo de la corteza limbica y del
hipocampo recibe una tercera estructura, el micleo acumbens. Estos
tres nidcleos (caudado, putamen y acumbens) son muy similares en
su estructura interna y son frecuentemente referidos juntos como

el neoestriado, ellos reciben la mayoria de las fibras que entran



a los ganglios basales de otras partes del cerebro (Wilson,
1990).

Los principales blancos o salidas del neoestriado son tres
nicleos: el segmento externo del globo palido, el segmentc
interno del globo p&lido, y la substancia nigra pars reticulata.

Estas dos dltimas estructuras son muy similares en su
organizacién celular, proyectan a estructuras fuera de los
ganglios basales y proporcionan el principal camino de salida de
las operaciones neuronales ejecutadas dentro de los ganglios
basales. Sus blancos estan principalmente en el tdlamo (la mayor
parte en la hilera ventral del nlcleo taldmico el cual proyecta a
la corteza frontal), nicleo habenular lateral y en las capas
profundas del coliculo superior (Wilson, 1990).

El segmento externo del globo pdlido proyecta principalmente
al ndcleo subtaldmico, un pequeflo pero importante componente de
los ganglios basales que a su vez proyecta al globo pdlido y
substancia nigra. Entradas externas a los ganglios basales
pueden llegar al sistema por varios puntos, incluyendo el nicleo
subtalimico, substancia nigra, y globo palido, sin embargo la
mayorfa de las entradas a los ganglios basales, como ya se
mencioné, se encuentran a nivel del neocestriado, (Wilson, 1994)

ver figura 1.
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Nicleos
ENTRADAS Intralaminares
ce e Taldmicos

Corteza Cerebral

Rafé Dorsal

NEOESTRIADO
(Nicleos caudado y putamen)

"
o

3?3&1:3 ll};;x(:ir(l;n . Substancia Nigra
‘]
Subtancia Nigra Pars Compacta
Pars Reticulata
Segmento Intermo
del Globo Pilido
Nﬁclcol . Neuronas Talamo Corticales
Subtaldmico de Ia Banda Ventral de los
SALIDAS Niicleos Taldmicos

Figura 1. Se muestran esquemidticamente las principales conexiones
(entradas y salidas o blancos) del neoestriade (Modificado de

Wilson, 1990).



EL NEOESTRIADO

En el neoestriado al menos seis diferentes tipos de neuronas
han sido distinguidas morfolégicamente con base en sus
caracteristicas somatodendriticas utilizando la técnica de Golgi
en gato, mono, hombre y rata (Preston et al., 1980; chang et al.,
1982; Difiglia y Carey, 1986; Kemp y Powell, 1970).

Una de estas neuronas proyecta sus axones fuera del nacleo,
siendo la neurona principal o de proyeccién. Los otros tipos
neuronales son clasificados como interneuronas, es decir,

conectan con elementos dentro del nucleo.

NEURONAS ESPINOSAS MEDIANAB

Un tipo neuronal del estriado de tamafo somitico mediano que
no presenta espinas ni en el soma ni en los troncos dendriticos
mds proximales, pero si densas espinas en el A4rbol dendritico
distal son denominadas como neuronas espinosas medianas (Preston
et al., 1980).

La densidad en el necestriado de las neuronas espinosas
medianas (neuronas espinosas) es de aproximadamente el 95% de su

poblacidén neuronal. Estas neuronas tienen un soma promedio de 15

jm de didmetro, es usualmente redondo u oval en su forma y emite
de 3-5 dendritas principales las cuales se dividen posteriormente
originando las dendritas mis distales (Preston et al., 1980). Una
de las caracteristicas de las neuronas espinosas estriatales es

que conforman la salida del nicleo, es decir, son las neuronas de

8



proyeccién del neoestriado (Wilson, 1994., Preston et al., 1980).

Las neuronas espinosas medianas sintetizan y liberan acido
gama amino butirico (GABA), y coliberan sustancia P (SP) y/o
encefalinas (ENK) (Wilson, 1990; Pasik et al., 1989; Jiang y
North, 1991). Son poderosamente inhibitorias en sus efectos sobre
sus neuronas blanco del globo pdlido y substancia nigra (Precht y
Yoshida, 1971; Fonnum et al., 1974; Ribak et al., 1976), nicleos
de salida del neoestriado. .

Estas neuronas reciben entradas monosindpticas de la corteza
(somogyi et al., 1981; Mc George y Faull, 1989), asi como del
complejo parafascicular-centromedial (ndcleos intralaminares) en
el tAlamo (Mehler, 1966; Beckstead, 1984) y de la substancia

nigra compacta en el cerebro medio (Beckstead et al., 1979;

Gerfen et al., 1987). Adicionalmente a este tipo neuronal de

proyeccién que conforma = 90% de las células del nicleo en 1la
rata, se han descrito en el neoestriado 3 tipos de interneuronas:
gabaérgicas, somatostatinérgicas y colinérgicas 1las cuales a
diferencia de las neuronas de proyeccidén ho presentan espinas en
sus dendritas (Kemp y Powell, 1970; Preston et al., 1980; Chang

et al., 1982; Difiglia y Carey, 1986).

INTERNEURONA GIGANTE NO ESPINOSA

Los componentes colinérgicos mis prominentes de los ganglios

basales estén en el neoestriado y en la porcién més interna del



globo pdlido. Neuronas inmunorectivas a ChAT son también
encontradas en el nicleo acumbens.

Las neuronas inmunoreactivas a ChAT del neoestriado son
clasificadas como grandes (18-25 um de didmetro somitico, de
acuerdo a Sofronier et al, 20-44um didmetro somdtico, de acuerdo

a Paxinos y Butcher, y 50 a 60 um en su didmetro somitico menor
de acuerdo a Wilson).

En la figura 2 se muestra el esquema de una interneurona
colinérgica reconstruida (Wilson et al, 1990). Este tipo de
neuronas se caracterizan por no presentar espinas en sus
dendritas y a diferencia de las neuronas espinosas de proyeccioén
tienen un axén que se ramifica extensamente dentro del nicleo
estriado; por lo que a pesar de su baja proporcién 1-3% en el
neoestriado hacen de este nicleo una de las &dreas cerebrales con

mayor concentracidn de acetilcolina y sus enzimas (Wilson et al.,

1990; Cuello, 1987; Miyoshi et al,, 1991).
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Figura 2. Esquema que muestra la anatomia de una neurona gigante

10 espinosa "colinérgica" (Tomada de Wilson et al, 1990).
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Por su baja densidad en el neocestriado, existen pocos
registros en estas neuronas. 5in embargo algunos registros
intracelulares realizados, muestran que estas células presentan
actividad esponténea, irregular y mayor duracién de los
potenciales de accién que las neuronas espinosas medianas (Wilsor
et al., 1990; Kawaguchi, 1992),.

Se ha demostrado un decremento de marcadores colinérgicos en
la corteza cerebral en casos de enfermedad de Alzheimer (Davies
et al., 1976). Este déficit cortical colinérgico ha sido
atribuido a la pérdida de células en el niicleo basal magnocelular
y sugiere ser la causa primaria de algunas manifestaciones
clinicas (Nicholls et al., 1992).

En contraste, no es significativa la reduccién en la
concentracidén de ChAT o acetilcolinesterasa en el estriado de
pacientes con enfermedad de Parkinson. Las neuronas colinérgicas
estriatales permanecen normales en dicha enfermedad y no es
sorprendente que las enzimas relacionadas al metabolismo de la
ACh también permanezcan normales. Sin embargo, el mejoramiento de
los sintomas del Parkinson por drogas anticolinérgicas es bien
conocido, asi como el agravamiento de los sintomas por
fisostigmina, indicando una dominancia o incremento en la
actividad colinérgica en la enfermedad de Parkinson (Shubert,
1977; Tarsy, 1979).

A diferencia de otros nticleos del cerebro que reciben su
inervacién de Ach a través de aferentes provenientes de otros
nicleos, el neoestriado tiene su inervacién de Ach propia ya que

son las interneuronas Ach las que proveen la Ach al neoestriado.
12



Evidencias considerables de estudios en animales y humanos
sugieren gue los sistemas colinérgicos son importantes para el
aprendizaje, memoria, percepcién y para la regulacién de las
funciones motoras {Nicholls et al., 1992; Schubert, 1977).

Estd bien establecido gque las neuronas colinérgicas
estriatales son controladas por las aferentes nigroestriatales
dopaminérgicas y rutas serotoninérgicas rafé-estriatales. Las
neuronas gabaérgicas intraestriatales y rutas glutamatérgicas
cortico-estriatales son también capaces de regular la actividad
colinérgica estriatal, ademds se sugiere que las interneuronas
estriatales colinérgicas reciben una entrada excitatoria ténica
de la corteza cerebral, la cual utiliza un aminoicido
excitatorio, L-glutamato, 6 L-aspartato, como neurotransmisores
(Scatton, 1987; Ladinsky et al., 1977). En el neoestriado 1la
liberacién de acetilcolina es modulada por receptores
muscarinicos presindpticos (Weiler et al., 1984; Herndndez -

Echegaray et al., 1996).

RECEPTORES MUSCARfNICOB

La accién m&s reproducible de la ACh actuando en receptores
muscarinicos es reduciendo las conductancias de K', esta
observacién ha sido extendida al analizar una variedad de

corrientes de K distintas:



Por cjemplo, en células piramidales hipocampales, la
activacién de receptores muscarinicos causa un decremento de 4
corrientes de K' distintas:

1) Una corriente de K' de fuga.

2) Una corriente de K' activada por ca’’,

3) Una inactivacién de la corriente de K' dependiente de voltaje
llamada I,

4) Una corriente transitoria voltaje-dependiente llamada I,.

Los receptores muscarinicos metabotrdpicos son los receptores
para la ACh dominantes en el sistema nervioso central de
mamiferos. Farmacol6gicamente ha sido posible dividir a los
receptores muscarinicos en 2 subclases: M1 y M2, basados en su
relativa sensibilidad al antagonista pirenzepina (Nicoll et al.,
1990; Nicholls, 1994; Dutar y Nicoll, 1988).

No obstante estudios de clonacién molecular han identificado
al menos 5 subclases (Nicoll et al., 1990).

Desde el advenimiento de las preparaciones en rebanada un gran
nimero de estudios sobre la accién de la ACh se han realizado en
varias regiones del cerebro, encontrindose una gran variedad de
acciones; las cuales incluyen una accién nicotinica involucrada
en la depolarizacién rédpida debido a un incremento en 1la
conductancia catiénica y ocho acciones muscarinicas bien
caracterizadas:

1) Una depolarizacién lenta debida a un incremento en una

conductancia catiénica.



2} Una depolarizacién lenta debida a un decremento en una
conductancia de K' de fuga.

3} Un decremento An la conductancia de K' dependiente de voltaije
llamada I,

4) Un decremento en la conductancia de K' activada por Ca”
llamada I,,.

5) Un decremento en la conductancia de XK' activada por Na'.

6) Un decremento en las corrientes de Ca’ dependientes de
voltaje,

7) Una hiperpolarizacién debida a un incremento en la
conductancia de K'.

8) Un decremento en la 1,.

(Nicholls et al., 1992; Nicoll et al., 1990}, ver fiqura 3.
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Figura 3. Divergencia de la accién de la acetilcolina (ACh) sobre
sus receptores. La Ach presenta dos tipos de receptores
(nicotinicos y muscarinicos), 1 accién nicotinica y 7 acciones

muscarinicas (figura tomada de Nicoll et al, 1990).
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DISPARO NEURONAL

Las neuronas del sistema nervioso central pueden exhibir
diferentes patrones de disparo endégenos (es decir que no
dependen de los circuitos), algunas neuronas pueden ser silentes
en ausencia de estimulos externos, mientras otras pueden disparar
potenciales de accién espontdneamente y a intervalos regulares o
irrequlares. Las diferentes neuronas pueden también mostrar
variaciones en la forma y duracién de sus potenciales de accién,
lo cual se ha correlacionado con la diferencia de conductancias
que participan durante el potencial de accién. La duracién del
potencial de accién es importante para determinar la cantidad de
neurotransmisor liberado de las terminales (Bargas et al., 1994).

En la figura 4 se muestran seis diferentes tipos neuronales
con sus respectivos patrones de disparo particulares, los cuales

reflejan a su vez las diferencias en sus conductancias iénicas.
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Figura 4. Diferencias neuronales, morfolégicas y funcionales.

A. Neuronas de la oliva inferior, con disparos ritmicos. B.
Células cerebelares de Purkinje, con disparos de espigas de
calcio y sodio, C. Neuronas Talamicas, con disparo ténico y en
rafagas. D. Neuronas de la substancia nigra compacta, con 3
disparos espont&neos. E. Neuronas Piramidales de la corteza. F.
Principales neuronas del neocestriado (Tomado de Bargas vy
Galarraga, 1995, en la figura original no se muestran las

escalas).



Los patrones de actividad eléctrica neuronal no son estdticos,
sino que est&n sujetos a la requlacion dindmica por una variedad
de influencias externas. Por ejemplo, bajo ciertas condiciones
una neurona gque normalmente es silente, puede empezar a disparar
potenciales de accién de manera esponténea, la duracién de estos
potenciales de accidn puede incrementarse o decrecer, o cambiar
la frecuencia de disparo. (Levitan, 1994; Bargas y Galarraga,
1995; Bargas et al., 1993). Las propiedades de disparo de las
neuronas son controladas por la interaccién de muchos tipos de
conductancias iénicas (Hille, 1984; Bargas y Galarraga, 1995).

Una corriente de K fue parte de la descripcién original del
mecanisme de generacidén del potencial de accidon en el axén
glgante de calamar por Hodgkin y luxley. Esta corriente mostréd
ser la responsable de la repolarizacién del potencial de accién
(Rudy, 1988). Ahora se sabe que las neuronas poseen una extensa
variedad de canales de potasio (K') cinéticamente distintos, y la
mayorfa de estos pueden ser modificados (abiertos o cerrados) por
la accién de neurotransmisores y hormonas que interactuan con los
receptores membranales que a su vez se acoplan a proteinas G
(Brown, 1990),

Las corrientes de XK' juegan un papel clave en la determinacién
del curso temporal de potenciales de accién asf como la
trayectoria de voltaje interespigas durante el disparo
repetitivo. Muchas de estas corrientes de K son activadas por
cambios en el potencial de membrana y algunos por la elevacidn

del calcio (ca’) intracelular (Hille, 1984). Las corrientes de K
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varfan mucho en sus cinéticas, en su dependencia de voltaje,
farmacologia, conductancia de canal unico y otras propiedades
(Lancaster et al., 1991; Rudy, 1988) . Frecuentemente se
encuentran distintos tipos de corrientes de K' en la misma
célula, demostrando que su diversidad no es estrictamente debida
a diferencias entre tipos celulares. Ademds tipos similares de
corrientes de K’ pueden se encontrarse en diferentes células.

En las neuronas casi todas las corrientes ‘de K' son
bidsicamente inhibitorias y juegan un importante papel en la
requlacién del nivel de excitabilidad neuronal.

El requerimiento de un gran repertorio de patrones de disparo
en el sistema nervioso puede por lo tanto ser resultado de la
diversidad de canales de K. Los canales de K tienen Ila
capacidad de ser la base de diversos y ricos patrones de disparo
neuronal y juegan un papel en la integracién y codificacién de
informacién neuronal (Rudy, 1988). Ademds diversas observaciones
han sugerido que los canales de K' (incluyendo los canales de K
dependientes de ca’') participan en el proceso de aprendizaje en

invertebrados y vertebrados (Hinrichsen, 1993).
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EL POSTPOTENCIAL HIPERPOLARIZANTE

En el disparo neuronal los potenciales de accién son seguidos
por un postpotencial hiperpolarizante (PPH) que modula el disparo
repetitivo (Blatz y Magleby, 1986; Pineda et al., 1992;
Hern&ndez-Lépez et al., 1996), el cual usualmente se debe a 1la
activacién de corrientes de K’ dependientes de ca’, como
consecuencia del influjo de ca” extracelular durante el
potencial de accién (PA). Este influjo de calcio conduce a 1la
activacién de cuando menos 2 tipos de corrientes de K' activadas
por Ca® las que contribuyen a la generacién del PPH y a la
repolarizacién del PA en neuronas neoestriatales (Pineda et al.,
1992; Rudy, 1988; Hinrichsen, 1993). En neuronas neoestriatales
de mamifero la participacién de las corrientes de ca’ y los PAs
de ca’ han sido estudiados (Bargas et al., 1991; Galarraga et
al., 1989).

El PPH consta de dos o mds componentes: unos rapidos seguido
por uno o mis componentes lentos (Sah y Mclachlan, 1991). Esto
varia de una neurona a otra. Por ejemplo: En células piramidales
de hipocampo, el potencial de accién es seguido por tres
diferentes posthiperpolarizaciones (PPHs): (1) Un PPH rapido
(fAllP) con una duracién de 2-5 ms, (2) un PPH medio (mAHP) con
una duracién de 50-100 ms, y (3) un PPH lento (sAHP) con una
duraci6n de mias de 1s (Storm, 1987, 1989).

En contraste en el neoestriado el PPH consta de un componente

rdpide que dura unos pocos milisegundos y un componente lento gue
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dura aproximadamente 250 ms y que comprende la principal porcién
del PPH (Galarraga et al., 1989; Pineda et al., 1992), y es nejor
observado después de un tren de PAs.

En células piramidales de hipocampo el PPH rapido y el PPH
lento (pero no el PPH medio) son inhibidos en un medio libre de
Ca’’ o por blogueadores del canal de Ca” (Co*, Mn* o cd”), perc
el TEA fdnicamente bloguea el PPH ré4pido y la noradrenalina
unicamente el PPH lento, esto sugiere que dos corrientes de X'
activadas por ca’ estdn involucradas en el PPH: Una rapida,
sensible al TEA (Ic) la cual es la base del PPH rdpido y una
lenta sensible a la noradrenalina (I,,) que es la base del PPH
lento (Storm, 1987).

En general durante el PPH de distintos tipos neuronales
participan diferentes tipos de corrientes, las cuales pertenecen
a las corrientes salientes de inactivacién lenta o persistentes;
dichas corrientes salientes se oponen a estimulos despolarizantes
y a corrientes entrantes, ademis, reducen la excitabilidad por
aumento del umbral de disparo.

Las corrientes salientes estin asociadas con una prolongada
posthiperpolarizacién y una gran adaptacién de la frecuencia de
disparo,

Dentro de estas corrientes salientes de inactivacién lenta se
encuentran:

1. Los rectificadores retardados (I,) dependientes de voltaje,

los cuales son sensibles al TEA.
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2. La corriente (BK) de K' activada por voltaje y [ca’}l, (Ic),
que es sensible al TEA, CTX y NTX. Ademds estd asociada con el
PPH r&pido y en algunas neuronas contribuyen a la repolarizaciér
del potencial de accién (Storm, 1987; Lancaster y Nicoll, 1987).
3. Las corrientes (SK) de K activadas por ([ca’'},, I,, son
sensibles al TEA, algunas son sensibles a la apamina (Blatz vy
Magleby, 1987; Lancaster et al., 1991; Rudy, 1988; Kolb, 1990;
Dreyer, 1990), a la D-tubocurarina y posiblemente a 1la
caribdotoxina (CTX) y es la base del PPH lento, Ademas la I,,
puede ser bloqueada por una inyeccién de BAPTA (quelante) y por
la aplicacién de 8 bromo-cAMP (Blitzer et al,, 1994).

4. La corriente M, I, es una corriente de K' sensible al voltaje,
muscarina, substancia P, LHRH, somatostatina y otras substancias,
ademis también depende de [ca’), (Bargas et al., 1993; Rudy,
1988), esta corriente es importante para el intervalo

interespigas durante el disparo repetitivo, al menos cuando la Ic

y la I,, han sido bloqueados (Storm, 1989).

Una funcién tipica de todas estas corrientes salientes lentas
es la posthiperpolarizacién (PPH) que sigue a una espiga. Por
ejemplo, el PPH que sigue a una sola o a miltiples espigas en las
neuronas del neoestriado es debido en parte, a la corriente
saliente dependiente de Ca” (Galarraga et al.,, 1989; Pineda et
al., 1992). Ademds de corrientes salientes persistentes durante
el PPH también participan conductancias de potasio transitorias
(I,} que son también 1llamadas de inactivacién rapida cuyos

canales (canales A) tienen como funcién, proleongar las latencias
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del disparo, mantener las frecuencias bajas de disparo, producir
disparos ritmicos, repolarizar los potenciales de accién vy
espigas despolarizantes y estabilizacién del potencial de
membrana. Muchas de estas corrientes son sensibles a la 4-AP,
algunas son sensibles al TEA y algunas son sensibles a [ca™),
(Bargas et al,, 1993; Storm, 1987). Tanto los rectificadores

retardados como la corriente A son canales voltaje dependientes

(Rudy, 1988),

En el neocestriado las variaciones en la participacién de las
gK., ¥y las conductancias dependientes del voltaje, eﬁ diferentes
potenciales de membrana determina los cambios que se observan en
las caracteristicas del PA y del disparo repetitivo en estas
neuronas, por ejemplo, la participacién de las conductancias
transitorias dependientes del voltaje aumenta a potenciales
hiperpolarizados provocando que la velocidad de la repolarizacién
del PA y la latencia en el inicio del disparo, aumente en estos
potenciales de membrana, mientras que el incremento de las gk,
determina la frecuencia de disparo (Pineda et al, 1995).

Los efectos del Cd” sobre el PA y el PPH sugieren, la
participacién de gca®* de alto umbral de activacién en estos
eventos (Galarraga et al.,, 1994; Pineda et al,, 1992). La
reduccién que produce en la velocidad de la repolarizacién del PA
y en la amplitud del PPH, sugiere que el Ca” participa en 1la
generacién de ambos eventos (Bargas et al., 1994) activando una o
més gK.,, (Pineda et al., 1992). Los efectos de la apamina y la

caribdotoxina sobre el PA y el PPH, indican que las neuronas
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necestriatales poseen al menos dos diferentes gK., (Pineda et
al., 1992) las que usan canales de baja conductancia (<20pS)
conocidos como "SK" y las que usan canales de conductancia grande
(>100pS) conocidos como "BK". Los primeros sensibles al péptido
apamina (Blatz y Magleby, 1987) y los seqgundos sensibles al
péptido caribdotoxina (Miller et al., 1985).

La gK, sensible a la caribdotoxina también es sensible al
voltaje (Miller et al,, 1985) se activa rapidamente y se ha
encontrado que participa en la repolarizacién del PA en
diferentes tipos neuronales, se le conoce como Ic (Sah vy
McLachlan, 1992; Storm, 1987; Pineda et al., 1992).

Por ultimo, se ha mostrado que en el PA y el PPH asi como,
durante el disparo repetitivo en 1las neuronas neoestriatales
participan conductancias transitorias dependientes del voltaje y
al menos, dos diferentes gK,,, las cuales contribuyen
diferencialmente a su generacién. Estos eventos son modulados por

el agonista colinérgico carbacol (Pineda, 1995).

DIFERENCIAS8 ENTRE LOS POTENCIALES DE ACCION DE UN TREN PROVOCADOS

POR UN PULSC CUADRADO DE CORRIENTE

En un tren de PAs, los PA evocados difieren durante el curso
de tiempo que dura el pulso de estimulacién mostrandose asi que
los PAs iniciales son ligeramente menos anchos donde la fase
rdpida es relativamente m4s pronunciada y su PPH es menor, por lo

cual las 1,, I. y la I, (corriente de inactivacién lenta) son las
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corrientes predominantes. En cambio los PAs finales son
ligeramente mds anchos con respecto a los primeros y su PPH es
mds grande, es decir la fase lenta predomina, haciéndose mas
evidente la participacién de 1la 1I,,, (corriente persistente)
responsable del PPH lento; en estos la fase rédpida no es clara.

Esto nos muestra un posible efecto acumulativo dado como
consecuencia de la entrada progresiva de Ca’ durante el tren de
espigas, favoreciéndose de esta manera las corrientes de K’
dependientes de Ca’, como es el caso de la I., I, y la I,, de las
cuales la Ic y la IAHP son corrientes persistentes o de
inactivacién lenta, en cambio la I, es una corriente transitoria
es decir se inactiva répidamente, lo cual se ve reflejado en su
pobre participacién en las tltimas espigas de un tren de PAs

(Pineda et al., 1992, figura 5).
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Figura 5. Diferencias entre los potenciales de accibébn de un tren
de PAs. A. Tren de PAs evocados por un pulso de corriente
depolarizante (0.45 nA, no mostrado). B: primeras (circule) vy
dltimas (cuadrado) trayectorias interespigas del tren. C: PAs
junto con su PPH sobrepuestos (primera, circulo y dltima,
cuadrado). Potenciales truncados. Note el ensanchamiento de 1la
espiga y el cambio en la trayectoria del PPH (Pineda et al.,

1992) .
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NEUROMODULACION

La modulacién de las propliedades de los canales iénicos de
membrana cs de fundamental importancia para la regulacién de 1la
actividad eléctrica neuropal y funciones neuronales superiores
(Levitan, 1994). La neuromodulacién generalmente actida a través
de proteinas G y otros caminos de seflales intracelulares que
continuamente reconfiguran las respuestas npeuronales por
reduccién o incremento de las conductancias iénicas (Bargas y
Galarraga, 1995).

Los canales de K activados por Ca” son frecuentemente los
blancos de modulacién por neurotransmisores y pueden ser
regqulados por la accién de segundos mensajeros que pueden
estimular a la cinasa C y a las calmodulin cinasas. Estas enzimas
pueden modificar la funcién del canal, cambiando asi 1la
excitabilidad neuronal (Rudy, 1988). Por ejemplo, existe una
participacién especifica de la calmodulina dependiente de 1la
protein cinasa II (CaMKII) en la reduccién muscarinica de la
adaptacién y el PPH lento en neuronas de CAl y CA3 en hipocampo.

Dado que la adaptacién y el PPH lento son debidos a 1la
activacién de canales de K' dependientes de Ca® en estas células,
es razonable sugerir que estos canales pueden ser los substratos
relevantes de (CaMKII) y la modulacién colinérgica (Muller et
al., 1992; Rudy, 1988),

Como ya se mencion6, estas corrientes (K activadas por ca’’)

son importantes en la regulacién de la frecuencia de disparo y si
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se acumula Ca” durante el disparo repetitivo pueden regular 1la
adaptacién de la frecuencia de disparo. En general la I,, puede
ser modulada por varias substancias como, la noradrenalina,
acetilcolina, serotonina, histamina, dopamina, carbacol, 8~bromo
cAMP, sustancia P, adenosina entre otras, en diversos tipos
neuronales (Madison y Nicoll, 1984; Storm, 1987; Lancaster vy
Nicoll, 1987; Blitzer et al., 1994; Pedarzani y Storm, 1993).

En las neuronas de hipocampo la dopamina incrementa la
excitabilidad por supresién de la corriente I,, de K' activada

por bajo Ca’, este efecto es mediado por PKA dependierte de

cAMP. La dopamina no activa receptores via P-adrenérgica, ademis
ejerce un efecto excitatorio similar al producido por otras
monoaminas {norepinefrina, serotonina, histamina). La
norepinefrina, el carbacol y la dopamina bloguean el PPH lento y
afectan la duracién de las espigas, lo cual previene la
adaptacién de disparo durante el tren (Madison y Nicoll, 1986).

Estos efectos involucran diferentes cadenas de sefializacién
intracelular que inciden sobre la misma conductancia, la I,,.

En particular agonistas colinérgicos muscarinicos deprimen el
PPH (I,,) en neuronas de proyeccién neoestriatal e incrementan la
frecuencia de disparo, esta accién es probablemente mediada a
través de la proteina cinasa ¢ (Tarsy, 1979), en cambio el
agonista D1 a dopamina aumenta en las mismas células el PPH,
explicando parcialmente el decremento en la frecuencia de disparo
inducida por dopamina, esta accién es probablemente mediada por

un incremento en el influjo de Ca” a través de canales de ca”
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tipo L, también puede ser en parte mediada a traves de PKA asi
como andlogos de cCAMP los cuales imitan la accién dopaminérgica.

La accién de D1 es inhibida en presencia de BayK 8644
(agonista de la corriente de calcio) pero no en presencia de TEA
(un bloqueador de la corriente de K'), sin embargo los agonistas
del receptor D1 a dopamina aumentan los efectos del TEA. Esto
sugiere que el agonista a D1 y BayK actian sobre el mismo blanco:
canales de Ca” tipo L y que la accién del agonista D1 sobre el
PPH no es principalmente mediada por conductancias de K', lo cual
probablemente est4 asociado con otras acciones de la dopamina,
tales como una reduccién de la corriente interna de Na’.
(Hernadndez-L&pez et al., 1996; Tarsy, 1979). En la fiqura 6 se
muestra la convergencia de la acclén de varios receptores de
neurotransmisores sobre un tipo de canal iénico, un canal de K
activado por ca® (I,,), todos los neurotransmisores enlistados
actiian en las células piramidales hipocampales y convergen sobre

la misma conductancia de K’ (I,,, Nicoll et al., 1990}.
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Figura 6. Convergencia de receptores a neurctransmisores sobre el
mismo canal i6nico. Convergencia sobre una corriente de K’

activada por ca® responsable de la posthiperpolarizacién (Toips

Nicoll et al., 1990}.
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Existe una relacién antagénica importante entre los mecanismos
de DA y Ach en el neoestriade, ya que la interaccién DA~ACh
neoestriatal sugiere que las neuronas estriatales colinérgicas
con propiedades excitatorias reciben una inhibicién directa de
entrada dopaminérgica de la substancia nigra. La reduccién de 1la
actividad dopaminérgica resulta en un incremento de la actividad
colinérgica, mientras que un incremento de la actividad
dopaminérgica resulta en la inhibicién de 1la actividad
colinérgica estriatal, asf tenemos a una poblacién de neuronas
colinérgicas estriatales bajo 1la influencia dirscta de una
entrada dopaminérgica inhibitoria ténica (Tarsy, 1979; Bargas y
Galarraga, 1995; Nicoll et al., 1990).

Registros intracelulares han revelado que el efecto
postsindptico primario de agonistas colinérgicos en neuronas
necestriatales es un incremento en la resistencia de entrada y en
la respuesta de disparo, en contraste el principal efecto
postsindptico de agonistas dopaminérgicos es un decremento en la
respuesta de disparo y en la resistencia de entrada (ver figura

7, Bargas y Galarraga, 1995). En el lado izqulerdo el agonista

colinérgico carbacol (10uM) incrementé la frecuencia de disparc

con el mismo estimulo de rampa. En el lado derecho la dopamina

(10pM) produjo un efecto opuesto (Bargas y Galarraga, 1995).
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Figura 7. Comparacién de la accién dopaminérgica y colinérgica en
los pdtrones de disparo y el PPH que sigue a un tren de PAs, en
las neuronas espinosas medianas.

Arriba, corriente de estimulaci6tbn aplicada .En el lado
izquierdo, incremento en la frecuencia de disparo producido por
el agonista colinérgico carbacol (104M), asi{ como la reduccién
del PPH que sigue a un tren de PAs; en el lado derecho,

disminucién de la frecuencia de disparo producido por dopamina

(10 pM) y aumento del PPH que sigue a un tren de PAs provocado

por el agonista dopaminérgico 6-Cl-PB.(figura tomada de Bargas y

Galarraga, 1995).
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Como se mencioné anteriormente la I,, puede ser modulada por
varias substancias entre las cuales se encuentra el carbacol
(CCh), el cual adem&s de reducir el PPH, despolariza a las
neuronas e jincrementa la frecuencia de disparo y la resistencia
de entrada manteniendo el mismo estimulo, tal cambio es
reversible en aproximadamente 15 minutos de lavade. Cuando el CCh
es administrado en presencia de atropina, este no es capaz de
reducir la posthiperpolarizacién, lo cual sugiere que esta
modulacién es mediada por receptores muscarinicos del tipo M1
(Nicoll et al., 1990; Muller y Connor, 1991; Hass, 1982; Dood et
al., 1981; Wolfgang y Connor, 1991; Pineda et al., 1992, 1995;
Galarraga et al., 1989; Bargas y Galarraga, 1995).

Asi se sabe que en el neoestriado la ACh modula el PPH que
sigue a un s6lo PA a través del receptor muscarinico del tipo M1
(Bargas y Galarraga, 1995; Pineda et al., 1995).

En la figura 8 se muestra el efecto del carbacol sobre el
postpotencial-hiperpolarizante (PPH) después de un solo potencial
de accién en una neurona de neoestriado (A), y también se muestra

el blogueo de los efectos del carbacol por atropina en el PPH (B,

Pineda et al., 1995).
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Figura 8. Disminucién de 1la amplitud y la duracién del PPH
producido por carbacel (A) y blogqueo del efecto del carbacol
sobre el PPH por la aplicacién de atropina (B) en las neuronas
neoestriatales. En C se mestra la sobreposicién de los
postpotenciales en condiciones control Yy en presencia de

pirenzepina (Tomado de Pineda, 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si el PPH que sigue a un s6lo PA es modulado por el agonista
colinérgico carbacol y en tal evento existe la participacién de
conductancias de K activadas por Ca’, entonces el PPH que sigue
a un tren de PAs debe de ser igqualmente modulado por el carbacol,
aunque quizds las conductancias participantes en el PPH post tren
no sean las mismas, pues los intervalos entre espigas provocados
difieren en funcién del tiempo que dura la estimulacién. Ademas

los PAs finales son mis prolongados que los PAs del inicio del

pulso,

OBJETIVOS

pDeterminar si existe un efecto modulatorio de la acetilcolina
sobre el DPPH que sigue al disparo repetitivo de las neuronas
espinosas medianas del neoestriado de la rata, utilizando para

ello el agonista colinérgico carbacol.

Dar evidencia de cuales conductancias de K' participan en el
PPH que sigue al tren de PAs, mediante el uso de blogueadores

selectivos.



METODO

Los experimentos se realizaron en rebanadas de cerebro de rata
mantenidas in vitro. En esta preparacién, se llevaron a cabo
registros intracelulares en neuronas del nicleo neocestriado.

Para obtener las rebanadas se utilizaron cerebros de ratas Wistar

con un peso de entre 100 y 200 g.

Al inicio de cada experimento, las ratas fueron anestesiadas
con é&ter y después decapitadas.

Para poder remover el cerebro se secciond el hueso occipital
en 2 regiones a partir del agujero occipital, se continué sobre
la sutura biparietal para separar los huesos parietales y se
continué hasta separar a la mitad el hueso frontal, por dltimo se
corté a nivel de la escotadura nasal.

Una vez descubierto el cerebro fue completamente removido
desde su base con la ayuda de una espétula y fue sumergido en una
solucién fisiolégica (Krebs) de la siquiente composicién (en mM):
125 Nacl, 3.0 Kcl, 1.0 MgCl, 2.0 cacl,, 25 NaHCO, y 11 qlucosa,
35.22 mg de l-ascorbato y 15.22 mg de tio-urea con un pH de 7.4,
la solucién fue constantemente burbujeada con una mezcla CO, 5% y
0, 95% (carbbégeno) mantenida a una temperatura de aproximadamente
4 grados centigrados durante unos cuantos sequndos, para lo cual

se utilizé hielo, Enseqguida se colocé el cerebro sobre una caja

de Petri fria recubierta con papel filtro para proceder a
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cortarlo. Se quitaron el cerebelo, el bulbo raquideo y el bulbo
olfatorio, finalmente se separaron ambos henisferios, de tal
manera que se obtuvieron 2 bloques.
Posteriormente estos blogues fueron pegados con ciancacrilato en
una cémara de cristal dentro de un vibratomo Pelco serie 1000.

La cdmara fue llenada con solucién Krebs y se burbujed con

carbdgeno constantemente. Se obtuvieron rebanadas sagitales de

cerebro de 400 pm de espesor que contenfan al nicleo estriado, (a
partir de este momento nunca se dejaron de burbujear las
rebanadas de cerebro).

Las rebanadas obtenidas se depositaron en un vaso de

precipitado con solucién Krebs a temperatura anmbiente (15 a

20°C) .,
Dichas rebanadas se dejaron reposar aproximadamente 30 minutos

antes de comenzar el registro intracelular.

REGIBTRO INTRACEBLULAR

Para iniciar el registro intracelular se trasladé una rebanada
de cerebro a la cémara de registro donde fue sujetada entre 2

redes de nylon. La c&mara fue constantemente baflada con solucién

Krebs, y mantenida a una temperatura entre 32 y 35 °C. En esta
cdmara el microelectrodo se encuentraba acoplado a un
amplificador (Neuro Data, modelo IR-183) que se encargaba de
registrar la sefial, dicha seflal es transmitida a un osciloscopio
(Nicolet 310) en donde se observo, El registro continuo de un
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experimento se almacena en cintas de video. Este sistema sec

8

esquematiza en la figura 9.
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Figura 9. Esquema del dispositivo experimental para registro

intracelular.
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Los microelectrodos utilizados para el registro fueron hechos
con capilares de borosilicato FHC Brunswick en un estirador de
pipetas Brown / Flaming modelo P-87 de Sutter Instruments.

Todos los microelectrodos fueron llenados con una solucién de
acetato de potasio 3 M, y en alqunos casos se afiadié biocitina al
1% (Sigma), para poder marcar intracelularmente las neuronas gue
se registraron (ver figura 10), Para ello se siquié el método

descrito por Horikawa y Armstrong (1988). La resistencia de los

electrodos se encontrd en un rango de entre 80 y 120 MQ)

Para obtener los registros se colocé la punta del
microelectrodo en la superficie de la rebanada justo por encima
del neoestriado, después se aplicé un pulsa rectangular de
corriente a través del microelectrodo, se compens6 su capacidad y
se balanceé el puente producido por el pulso, Después se hizo
descender el microelectrodo mediante un micromanipulador,

Conforme se descendia se iban aplicando pulsos rectangulares
de corriente observando el momento de un cambio en el potencial
de membrana; indicio de que se penetr6 a una neurona: el
potencial se vuelve negativo y se producen potenciales de accion
espont&neos o como resultado de la inyecciétn de corriente
depolarizante. Los potenclales de membrana obtenidos se
encontraron entre -80 y -85 mV. Los f4rmacos fueron aplicados a
concentraciones conocidas directamente a la solucién Krebs que
baflaba a la rebanada de cerebro. Estos fueron: 4 amino-piridina
(4-AP), cloruroc de tetra-etil-amonio (TEA), cloruro de

carbamilcolina (carbacol) y apamina (Sigma). Los registros fueron
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digitalizados y almacenados en cintas de video (VHS), que
posteriormente fueron procesados en una computadora PC 486, con
la ayuda del programa LAB-VIEW (National Insruments), Con los
programas Sigma Plot y Origin se generaron gréificas de corriente
contra voltaje (I/V), intensidad contra frecuencia, etc.

Los protocolos experimentales realizados fueron los

siguientes:

PROTOCOLO NOMERO 1

Una vez hecho el empale, la célula, se mantuvo en su potencial
de membrana que en promedioc fue de -85 mV.

Se inyecté corriente (pulsos cuadrados de aproximadamente 325
ms de duracién) de diferente intensidad tanto depolarizantes como
hiperpolarizantes, para obtener el registro del respective cambio
de voltaje.

La intensidad se incrementé hasta alcanzar el umbral de
disparo en la célula.

Con los valores de corriente aplicada y los voltajes obtenidos
se realizé la gridfica de la funcién de corriente contra voltaje.

Este protocole se realizé tanto en condiciones control como en

presencia de las drogas en la misma neurona.

PROTOCOLO NOMERO 2

Se llevé a la célula a un potencial de mantenimiento de ~60 mv

(a través de la inyeccién de corriente directa) y se aplicé un
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pulso de corriente depolarizante que provoctd aproximadamente
entre 7 y 9 potenciales de accién y un postpotencial
hiperpolarizante (al finalizar el pulso).

Se tomaron registros en condiciones control, y después se
aplicaron las drogas a concentraciones conocidas para estudiar
los efectos sobre el postpotencial hiperpolarizante y 1la
frecuencia de disparo y se tomaron registros en ambas
condiciones.

La corriente aplicada permanecié constante durante todo el
experimento. Nunca se mueve la corriente para que nuestros
registros sean comparables, asi como el potencial de
mantenimiento (~60 mV). Se deben conservar el potencial de
mantenimiento y el puente balanceado.

Los pulsos de corriente se aplicaron a una frecuencia de 0.2

Hz por minute). El registro se debe realizar a frecuencias bajas.

REGISTRO DE PIJACION DE VOLTAJE

En paralelo a estos experimentos se realizaron estudios de
registro extracelular en neuronas de neoestriado.

El procedimento para este tipo de registros es el siguiente:

Se diseca el nticleo caudado de las rebanadas de cerebro de
rata, las cuales se obtuvieron de la mnisma forma que se
obtuvieron para el andlisis de registro intracelular,

Una vez disecados los nlicleos fueron incubados en 30 ml de
solucién Krebs adicionada con 1 mg/ml de pronasa EXIV (Sigma)

durante 20 minutos., Después las rebanadas fueron trasladadas a un
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tubo de ensayo en donde la enzima fue lavada tres veces con una
solucién fisiolégica con bajo contenido de calcio y amortiguada
con HEPES (soluciones, ver Pineda, 1995). Posteriormente en esta
misma solucién los nlcleos se hicieron pasar por 3 pipetas
Pasteur biseladas con di&metros progresivamente menores. En cada
paso se dejaron sedimentar en un tubo de ensayo y se colectd el
sobrenadante en otro tubo.

El sobrenadante recolectado se deposit6é en una caja de Petri,
la cual se colocé en el campo visual de un microscopio invertido
Nikon en donde se dejd reposar durante 5 minutos en una solucién
fisiolégica amortiguada con HEPES y con ca’ normal.

Después de esto se aplicé un flujo muy lento con la solucién
fisiolégica con ca’.

Los registros electrofisiolégicos se obtuvieron mediante

microelectrodos con una resistencia de entre 3-7 MQy se llenaron
con alguna de las soluciones intracelulares, Los sellos se

consideraban exitosos cuando alcanzaban una resistencia mayor a 1

6.
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v 10 micras

Figura 10. Esquema que muestra la reconstruccién serial de una
neurona espinosa wediana del necestriado (Reconstruida en el
laboratorio de la Dra. Elvira Galarraga, IFC, UNAM). Durante el
experimento fue llenada con biocitina (1%) a través del electrodo
de registro y fue revelada por el método de diaminobenzidina.
Estas neuronas se caracterizan por presentar un gran huimero de

espinas sobre sus dendritas. Su soma presenta un difmetro de

entre 12-20 pm. Generalmente presentan de 25-30 ramas dendriticas

(Wilson, 1990).
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RESULTADOS

Para poder estudiar la neuromodulacién por acetilcolina del
postpotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue a un tren de
potenciales de accién, se realizaron registros intracelulares en

22 células de neoestriado de cerebro de rata, de los cuales se

obtuvieron los siguientes resultados:

CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE LAB NEURONAS DEL

NEOESTRIADO

En la figura 11 se muestra el registro electrofisiolégico de
una neurona de neoestriado en la cual se siguié el protocolo
nimero 1 (ver métodos).

En esta figura se muestra en la parte superior, los pulsos de
corriente a diferentes intensidades que fueron aplicados a través
del electrodo de registro. Los pulsos despolarizantes se muestran
hacia arriba y los hiperpolarizantes hacia abajo. En la parte
inferior de esta figura se muestran los registros de voltaje en
respuesta a la corriente inyectada. Los pulsos de corriente
despolarizante se incrementaron hasta alcanzar el wumbral de
disparo, (el cual se encuentra alrededor de =45 mV), Se observa
que estas neuronas presentan un periodo de latencia antes del
disparo del primer potencial de acclén; esto se debe a que los
potenciales de accién son precedidos por una despolarizacién
lenta en forma de rampa.

45



También se puede observar que a intensidades similares para
los pulsos de corriente despolarizantes e hiperpolarizantes, la
respuesta de voltaje obtenida no es simétrica, es decir, hay
rectificacién, ya que para los pulsos despolarizantes la
respuesta de voltaje muestra una mayor amplitud.

En el lado derecho de la figura se muestra la grdfica de la
relacién de voltaje contra corriente, observese que la relacion

no es lineal. En esta neurona el potencial de reposo fué de -87
mV y la resistencia fue de ~58.8 M{2, la cual se obtuvo mediante
un ajuste polinomial en la grifica de I vs V., El potencial de

reposo promedio de las células registradas fue de ~-85.31 mV #

2.89° (n=16) y la resistencia promedio fue de 49.70 MQ * 15.33

(n=10) -(ver tabla 1).

PMimV) RN {m
{. -87.00 1 47.04
2. -87.00 2 58,38
3. -87.00 3. 4581
4, -38.00 4 3379
G, +85.00 5. G8M7
G -87.00 8 4774
7. +85.00 7. 648D
8. +36.00 8. 82,06
8 -80.00 o. 53.22
10, -38.00 10. 17.64
i, -a8.00
12, -806.00 PROMEDIO= 40,70
1) +81.00
14, 80,00
18. -80.00
16, +80.00

PROMIDIO= 85,91

Tabla 1, Promedios de los potenciales de membrana (n=16), asi
como las resistencias de membrana (n=10) de los registros de las

neuronas espinosas medianas obtenidas en condiciones control.
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Figura 11. Registro elctrofisiolégico de una neurona espinosa,

En la parte superior de la figura se muestran los pulsos
rectangulares de corriente que fueron aplicados a la neurona
(despolarizantes hacia arriba e hiperpolarizantes hacia abajo).
En la gré&fica inferior se muestra los cambios en el voltaje
producidos en respuesta a los pulsos de corriente aplicada. La
grifica de 1la derecha muestra la funcién voltaje contra

corriente.

* polinomio ajustado.
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En la figura 12 se muestran los registros electrofisiolégicos
en respuesta a pulsos de corriente despolarizante de diferente
intensidad supraumbral (A-D). La duracién del pulso de corriente
fue la misma en todos los casos (281 ms)., Debajo de cada pulso se
muestra el disparo obtenido por la aplicacién del pulso cuadrado
de corriente despolarizante. Al aumentar ligeramente 1la
intensidad de la corriente aplicada se nota un claro aumento en
el namero de potenciales de accién y una reduccidén del periodo de
latecia para la primera espiga. Asi mismo, se ve una reduccién de
los intervalos interespigas.

En la figura 12 C se puede observar que el incremento en el
pulso de corriente provoca la pérdida, casi por completo, del
periodo de latencia. Ademds se puede apreciar una ligera
diferencia en cuanto a tamafio y duracién de los intervales
interespigas iniciales con respecto a los Gltimos, notdndose que
los dltimos presentan una mayor intervalo interespigas que los
primeros. Esto sugiere cierta adaptacién de la frecuencia de
disparo y por lo tanto el desarrollo de conductancias lentas.

En la figura 12 D, la intensidad del pulso de corriente
aplicada, dié como resultado la perdida completa del periodo de
latencia y un gran aumento del disparo repetitivo (comparado con
los registros anteriores). En este Gltimo registro puede verse
mds claramente que el intervalo de tiempo entre los primeros
potenciales de accién es menor. Es decir, la frecuencia de
disparo es mayor al iniciar el pulso a pesar de que la intensidad
de la corriente se mantiene igual durante todo el pulso

(adaptacién de la frecuencia de disparo).
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En la fiqura 12 E se muestra una grafica de tiempo vs el
nimero de espigas de los cuatro trazos anteriores (A-D), en ella
se pueden cuantificar los fenbmenos descritos anteriormente.

Es decir: Se observa que a una menor intensidad de corriente
(A) el tiempo que tarda en aparecer el primer potencial de acciébn
es mayor, asi también se ve reflejado el aumento en el nimero de
potenciales de accién al incrementar la corriente aplicada.

Note que a altas intensidades de corriente aplicada las curvas
se hacen menos lineales lo cual refleja aumento en la adaptacion
del disparo, Note gque 1la derivada de estas curvas nos
proporcionard la frecuencia instantanea de disparo. En 12 A, B
esta frecuencia es constante luego el disparo es ténico. En 12 C,
D la frecuencia disminuye con el tiempo, lueqgo la frecuencia

adquiere cierta adaptacién.
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Figura 12. Respuesté neuronal a diferentes pulsos de corriente

despolarizante. Trenes de potenciales de accién en una misma
célula evocados por la aplicacién de diferentes pulsos de
corriente: 0.52 nA, 0.56 nA, 0.69 nA y 0.88 nA (A, B, C, y D,

respectivamente). La duraciébn del pulso fue de 281 ms.

Grafica de relaci6n de tiempo vs nimero de espigas (E).
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EFECTO DEL CARBACOL BOBRE LA RELACION CORRIENTE-VOLTAJE (I/V).

En la figura 13 se muestran registros de una misma célula en
condiciones control (A) y después de haberle aplicado el agonista
colinérgico carbacol a una concentracién de 1 uM (B).

La célula presentdé un potencial de reposo de -87 mv.

En A se muestra en la parte superior los trazos que
corresponden a los pulsos de corriente aplicada, tanto
despolarizantes (hacia arriba) como hiperpolarizantes (hacia
abajo), en la parte de abajo se muestra la respuesta de voltaje a
los pulsos de corriente aplicada.

En B de igual manera que en las condiciones control se muestra
en la parte superior los trazos correspondientes a los pulsos de
corriente aplicada en presencia del agonista colinérgico carbacol
y abajo la respuesta obtenida en el voltaje a la aplicacién de
tales pulsos de curriente,

Se realiz6 el protocolo de la curva I/V hasta alcanzar el
umbral de disparo, tanto en condiciones control como en presencia
de carbacol, y en ambas condiciones se puede observar el trazo de
voltaje correspondiente al momento en que la célula alcanzé su
umbral de disparo. Note que la intensidad de corriente necesaria
para alcanzar desplazamientos equivalentes en el voltaje es menor
en presencia de carbacol lo cual indica un incremento en 1la
resistencia neuronal (V=RI) R=V/I. En la figura C se muestra la

relacién de I vs V, donde la resistencia de entrada en

condiciones control fué de 49.7 MQ 1 15.33 (n=10) y en presencia
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de carbacol hubo un aumento alcanzando 70.07 MQ + 12,45 (n=4).
Ninguna de las dos relaciones es lineal, no obstante, se observa
un claro aumento de la pendiente en presencia de carbacol. Estos
valores se obtuvieron mediante un ajuste polinomial de 3er orden.
El valor de resistencia de entrada reportado corresponde a la
derivada en I=0, Note que las curvas se cruzan a <-90 mV. Lo que

se aproxima al potencial de equilibrio del ién K'.
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Figura 13. Efecto del carbacol sobre la resistencia de entrada .

Registros de voltaje a diferentes corrientes de estimulacién, en

condiciones control (A), en presencia de carbacol (B).

voltaje contra corriente (C).
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EFECTO DEL CARBACOL SOBRE EL POSTPOTENCIAL HIPERPOLARIZANTE QUE

BIGUE A UN TREN DE POTENCIALES DE ACCION.

En la figura 14 se muestran trenes de potenciales de accién
provocados por pulsos de corriente despolarizante de la misma
intensidad, en condiciones control y en presencia de carbacol
{1uM) .

En A se muestra un tren de potenciales de accidn, seguido por
un postpotencial hiperpolarizante (PPH) en condiciones control.

La linea punteada indica el potencial de mantenimiento en el que

fué realizado el experimento (=~60 mV).

En B se muestra el registro de la misma célula, pero en
presencia de carbacol. Se puede observar gue el carbacol redujo
la amplitud y la duracién del postpotencial hiperpolarizante, que
sigue al tren de potenciales de accién, asi como los intervalos
interespigas. Lo cual origin6é un aumento en la frecuencia de

disparo y un mayor nimero de potenciales de accién en respuesta

al mismo estimulo despolarizante.

En C se muestra una amplificacién de los PPH sobrepuestos gue
siguieron al tren de potenciales de accién en ambas condiciones
(control y presencia de carbacol), en donde se nota con claridad
una disminucién de la duracién y la amplitud del PPH haciendo

evidente el efecto bloqueador del carbacol en 71% con una
amplitud promedio de 1.51 mV +1.32 (n=3).

Ambas observaciones se hicieron al mismo potencial de

mantenimiento y en la misma intensidad de estimulacién,
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Figura 14. Accién del carbacol sobre la frecuencia de disparo y
el postpotencial hiperpolarizante que sigue a un tren de
potenciales de accién (n=3). Trenes de potenciales de accidn con
sus respectivos pulsos de Eorriente (arriba) en condiciones
control y en presencia de carbacol (1yM) (A y B). En (C)
Sobreposicién de los postpotenciales en ambas condiciones. ILa
linea  punteada  seflala el  potencial de mantenimiento
(aproximadamente -60 mV). El pulso de corriente aplicada fue de

0.1 pA.
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En la figura 15 se muestran las graficas de 1los datos

estadisticos tanto de la amplitud del PPH en condiciones control
(promedio 3.46 mv + 1.07, n=3), y en presencia de carbacol
{promedio 1.51 mV t 1.32, n=3) , asi como la duracién del PA en

condiciones, control (promedio 2.25 ms % 0.19, n=7), y er

presencia de carbacol (promedio 2.57 ms 0.19, n=8).



amplitud del PPH (mV)

. !

Control Carbacol

2.6

£.6 —_—]
]

2.4 4

Duracidn del potencial de accién (ms})

Control Carbacol

Figura 15. En la siguiente figura se muestran las grdficas de los

datos estadisticos de la amplitud del PPH en condiciones control
(promedio 3.46 mv % 1,07, n=3) y en presencia de carbacol

(promedio 1.51 mV + 1.32, n=3)(arriba), asi{ como las gréficas de

los datos estadisticos referentes a la duracién del PA en las

mismas condiciones: control (promedio 2.25 ms % 0.19, n=7) y en

presencia de carbacol (promedio 2.57 ms % 0.19, n=8) (abajo).
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En la figura 16 se muestra la grdfica de nGmero de espigas contra
tiempo en respuesta a un pulso de corriente despolarizante en
otra célula del neoestriado en condiciones control (circulos
llenos) y después de apadir carbacol (circulos vacios), al medio
(1mM). Se observa que en presencia de carbacol el nlmero de
espigas aumenta con respecto al control, es decir aumenta la
frecuencia de disparo. Cabe mencionar también que la duracién del

potencial de accién en condiciones control tuvo un promedio de

promedio 2,25 ms % 0.19, n=7 y que en presencia de carbacol un

promedio de 2.57 ms + 0,19, n=8 (no se muestra).

En la figura (B) se muestran las curvas de adaptacién
(frecuencia contra tiempo), en condiciones control (circulos
llenos) y en presencia de carbacol (circulos vacios).

Las curvas obtenidas en condiciones control y en presencia de

carbacol fueron ajustadas a una suma de dos funciones
exponenciales: una rdpida con una t de =23 ms y una lenta con una

t de ~839 ms. Como puede observarse en ambas condiciones hay
adaptacién de la frecuencia de disparo. Estos experimentos
sugieren que aunque el carbacol induce un aumento de 1la
frecuencia ante el mismo estimulo upa disminucién del PPH, estos

efectos no implican cambios en la adaptacién.
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Figura 16. Accién del carbacol scbre la frecuencia de disparo de
las neurchas necestriatales. Grifica de nimero de espigas contra
tiempo de una célula en condiciones control y en presencia de
carbacol (A) y en (B) grafica de frecuencia vs tiempo. Ambas

curvas se pueden ajustar a dos funciones exponenciales.
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PARTICIPACION DE LAS CORRIENTES TRANBITORIAS

Con el objeto de evaluar la participacién de corrientes
transitorias de K' sensibles a 4~amino-piridina en la respuesta
al carbacol, se realizaron algunos experimentos en presencia de
este blogueador.

En la figura 17 se muestra una serie de trenes de potenciales
de accién con sus respectivos PPH provocados por la aplicacién de
un pulso cuadrado de corriente despolarizante en una misma
célula. En condiciones control (A}, en presencia de 4-AP (1mM)
(B), en presencia de 4-AP + carbacol (1mM) (C) y después del
lavado (D). Note la aparicidn de potenciales de accién después
del pulso tanto en B como en C. En la figura E se muestra la
sobreposicién amplificada de los postpotenciales

hiperpolarizantes de la célula en condiciones control, con una

amplitud promedio de 2.5 mV % 0.26, n=2,y cn presencia de 4-AP,
donde se puede observar que la 4-AP disminuye un 27% la amplitud

del postpotencial hiperpolarizante (PPH) teniendo un promedio de
3.22 mV * 0.25, n=2, La aplicacién de carbacol (1uM) en presencia
de 4-AP produce el blogqueo del postpotencial hiperpolarizante

teniendo un promedio de 0.64 mv t 0,91, n=2 (F). Después de lavar
(por 25 minutos) hay una recuperacion del PP, es decir ambos

efectos del carbacol y de la 4-AP son reversibles (G).
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En todas las fiquras la linea punteada indica el potencial de
mantenimiento en que sc aplicdo el pulso de corriente
despolarizante, el cual fué de aproximadamente -60 nVv % b mv.

El resultado fue que la 4-AP no ocluyd el efecto del carbacol.

Lo que sugiere que este no estd actuando sobre las
conductancias transitorias de K sensibles a 4-AP. Por otro lado
el pro efecto de la 4-AP sobre el PPH posterior al tren indica
que estas conductancias no son principales en 1la generacién de

este fendmeno.
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Figura 17. Acciones de la 4~AP y el carbacol sobre el PPH en las
neuronas neoestriatales. Trenes de potenciales de accién
provocados por un pulso cuadrado de corriente de 0.72 nA,
condicidén control (A), en presencia de 4-AP (B), en presencia de
4-AP + carbacol (C) y después del lavado (D). Sobreposicién de
los postpotenciales de las diversas condiciones experimentales

(E, FyaG).
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En la figura 18 se muestran las grdficas de los datos

estadisticos de la amplitud del PPH en condiciones control con
una amplitud promedio de 2.5 mV t 0.26, n=2, en presencia de 4-AP
con un promedio de 3.22 mV % 0.25, n=2 y en presencia de 4-AP

carbacol con un promedio de 0.64 mV * 0,91, n=2 (arriba), también
se muestran las grdficas de los datos estadisticos de la duracién

del PA en las mismas condiciones: control con un promedio de 1,92

ms + 0,10, n=11, en presencia de 4-AP con un promedio de 2.3 ms %

0.09, n=10, y en presencia de 4-AP + carbacol con un promedio de

2.48 ms t 0.23, n=12 (abajo).

63



i
5 34 Y
g
o —
o
[\
- R
]
L]
o]
2
o >
=)
F
0 *
Control 4-Ap 4-AP + CCh
~ 28
(4
Q9
o
u
0
9 2.6 - 2 2
(]
o
—
oA
u
g
g (]
o
o 28
~
)
g
§ 20
ki
y []
M
al£~ —
Control 4-AP 4-AP + CCh

Figura 18, En esta figura se muestran las gr&ficas de los datos
estadisticos de la amplitud del PPH en condiciones control (n=2),
en presencia de 4-AP + carbacol (n=2) (arriba). También se
muestran las grdficas de los datos estadisticos de la duracion
del PA bajo las mismas condiciones, control (n=1l1), en presencia

de 4-AP (n=10), y en presencia de 4-AP + carbacol (n=12) (abajo).
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En la fiqura 19 A se muestra en otro experimento la grdfica del
niimero de espigas contra tiempo de una célula neoestriatal, donde
se observa que en presencia de 4-AP hay un ligero aumento en el
nimero de potenciales de accién con respecto a la condicién
control. El intervalo entre espigas en presencia de 4-AP, en
general se hace mas irregqular. Después de aplicar el carbacol en
presencia de 4-AP, se incrementa aln mas el numero de potenciales
de accién ante un mismo estimulo. En la figura (B) se muestran
las curvas de adaptacién (frecuencia vs tiempo) donde cada una
pudo ser ajustada a la suma de dos funciones exponenciales. El
cambio m&s importante es que la 4-AP aumenta la frecuencia de
disparo al inicio de 1a respuesta (lo que refleja mayor
adaptacién).

El carbacol no produjo cambios adicionales a la 4-AP sobre la
adaptacién. En general las tres curvas presentan adaptacién.
Los potenciales de accién presentaron en las diferentes

condiciones los siguientes promedios en su duracién: control con
un promedio de 1.92 ms * 0.10, n=11, en presencia de 4-AP con un
promedio de 2.3 ms % 0.09, n=10, y en presencia de 4-Ap +

carbacol con un promedio de 2.48 ms t 0.23, n=12,
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Figura 19. Accién de la 4-AP y del carbacol sobre la frecuencia
de disparo de una célula de neoestriado. Grafica de ntimero de
espigas contra tiempo de una célula en condiciones control, en
presencia de 4-AP y carbacol en presencia de 4-AP (A). Gr&fica de
frecuencia contra tiempo, donde 1las curvas se ajustan a dos

funciones exponenciales (B).
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¢QUE TANTO PARTICIPAN LAS CORRIENTES PERBIBTENTES?

Con el objeto de estudiar el efecto del carbacol sobre el PPH,
después de bloquear corrientes persistentes de K', se realizaron
protocolos en presencia de 2mM de Tetraetilamonio (TEA).

En la figura 20 se muestran los registros obtenidos en una
neurona en Krebs normal (control A), después de aplicar 2 mM de
TEA al medio (B) y en respuesta a 1M de carbacol en el medio

conteniendo TEA (C). En D se muestran sobrepuestos los PPH en
control (con una amplitud promedio de 2.39 mv t 1.2, n=2) y TEA
amplificados. Nétese que el TEA produce un incremento en el PPH
de 58% con una amplitud promedio de 5.7 mv % 0.95, n=2., Bajo
estas condiciones el carbacol aun puede reducir el PPH un 64%,

presentando una amplitud promedio de 3.58 mV * 0.13, n=2. Lo que
sugiere que el carabcol tampoco estd actuando sobre conductancias

sensibles a TEA; entre esta se encuentra una conductancia

activada por calcio y voltaje y acarreada por los canales BK.
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Figqura 20. Accién del TEA y del carbacol sobre el postpotencial

hiperpolarizante que sigue a un tren de potenciales de accién.
Trenes de potenciales de accién inducidos por un pulso de
corriente aplicada (arriba) en condiciones control, en presencia
de TEA (2 mM) Yy en presencia de TEA + carbacol (1uM) (A, By C).
En D y E se sobreponen los postpotenciales hiperpolarizantes de
las condiones experimentales. La linea punteada sefiala el
potencial de mantenimiento (aproximadamente ~60 mV). El pulso de
corriente aplicada fue de 0.3 nA,
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En la figura 21 se muestran las gré&ficas de los datos

estadisticos de la amplitud del PPH en condiciones control, con
una amplitud promedio de 2.39 wmV ' 1,2, n=2 , en presencia de

TEA, con una amplitud promedio de 5.7 mV %t 0.95, n=2. y en

presencia de TEA + carbacol, con una amplitud promedio de 3.58 mV
1 0.13, n=2, asi como las gr&ficas de los datos de la duracién

del PA en presencia de TEA con un promedio de 3.68 ms + 0.05,

n=10 y en presencia de TEA + carbacol con un promedio de 4.22 ms

+ 0,08, n=8,
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Figura 21. En esta figura se muestran las grdficas de los datos
estadisticos de la amplitud del PPH en condiciones control (n=2),
en presencia de TEA (n=2)y en presencia de TEA + carbacol (n=2)
(arriba). También se muestran las gra&ficas de 1los datos
estadisticos de la duracién del PA en presencia de TEA (n=10) y

en presencia de TEA + carbacol (n=8) (abajo).
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En la figura 22, se muestra en otra célula la grdafica del
nimero de potenciales de accién contra tiempo. En control
(circules 1lenos), en presencia de TEA (rombos llenos) y al
afadir carbacol (triangulos vacios). En este caso se puede
apreciar una disminucién en el numero de potenciales de accién en
presencia de TEA respecto al-control. Esto concuerda con el
aumento del PPH que el TEA produce. El carbacol (1pM) en
presencia de TEA (2mM) (tridnqulos vacios) fue capaz de inducir
un aumento del nGmero de potenciales de accién (A). Los

potenciales de accién presentados bajo estas condiciones
presentaron una duracién promedio de: 3.68 ms 4 0.05, n=10 en

presencia de TEA y 4.22 ms + 0.08, n=8 en presencia de TEA + CCh.
En (B) se muestran las curvas de adaptacién (frecuencia vs
tiempo) donde se observa que el disparo en todas las condiciones

pudo ser ajustado a la suma de dos exponenciales.
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Figura 22. Accién del TEA y el carbacol sobre la frecuencia de
disparo sobre los trenes de potenciales de accién de una neurona
necestriatal. Grdfica del nimero de espigas contra tiempo de una
célula en presencia de TEA y en presencia de TEA + carbacol (A).
Grifica de frecuencia contra tiempo en presencia de TEA y en
presencia de TEA + carbacol, con curvas ajustadas a la suma de

dos funciones exponenciales (B).
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EFECTO DE LOS BLOQUEADORES DE CORRIENTES DE K' DEPENDIENTES DE
cal.

En la figura 23 se muestran los trenes de potenciales de
accidn y sus postpotenciales hiperpolarizantes producidos por un
pulso de corriente despolarizante. El tren en condicién control
muestra un postpotencial evidente (A), en cambio en presencia de
apamina (1pM) el postpotencial se ve claramente reducido tanto en
su amplitud como en su duraci6n (aproximadamente 75%), al grado
de préicticamente perderse (B). En la parte de abajo se sobreponen
los PPH amplificados de cada condicién, en donde se hace evidente
la reduccién del PPH en presencia de apamina.

Las lineas punteadas indican el potencial de mantenimiento de
la célula, el cual fué de aproximadamente ~65 mV. De esta manera,
el udnico bloqueador de corrientes de K' probado que tuvo afectos

similares al carbacol fue la apamina.
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Figura 23. Efecto de la apamina sobre el postpotencial
hiperpolarizante después de un tren de potenciales de accién.

En (A) se muestra un tren de potenciales de accién en condiciones
control, en (B) un tren de potenciales de accién en presencia de
apamina, y en (C) la sobreposicién de los PPH de ambas
condiciones. La 1linea punteada indica el potencial de
mantenimiento (aproximadamente ~-60 mV). El asterisco indica el

cambio observado en el PPH.
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En la figura 24 se nmuestran los registros electrofisioldgicos
de un solo PA en una neurona de neoestriado. Fueron tomados de un
tren de PAs en condiciones control y después de aplicar TEA

(2mM) . Se observa que el TEA produjo un ensanchamiento del PA, es

decir un aumento en su duracién con un promedio de 5.67 ms *+

0.53(n=2).
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Figura 24. Efecto del TEA sobre un solo potencial de accién.
Se muestra un PA en condiciones control y después de la
aplicacién de TEA (2mM) (n=2). El potencial de mantenimiento de

la célula fue de aproximadamente -60 mV.
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En la figura 25. se muestran las grédficas de los datos

estadisticos de la duracién del PA en condiciones control, con
una duracién promedio de 3.41 ms ! 0,46, n=2 y en presencia de

TEA con una duracién promedio de 5.67 ms 1 0.37, n=2,

n



6.0+

5.5 4

5.0

4.5 1

4.0 4

L 4

3.5 4

Duracidn del potencial de accidn (ms)

&Oj

i
hd

Control TEA

Figura 25. En esta figura se muestran las gré&ficas de los datos
estadisticos de la duracién del PA en condicicnes control (n=2) y

en presencia de TEA (n=2).
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En la figura 26 se muestra el registro electrofisiolégico (en
otra neurona) de un sélo potencial de accibén provocado por uh
pulso de corriente despolarizante de aproximadamente 330 ns en
una neurona de neoestriado en presencia de 2mM de TEA y en
presencia de TEA + carbacol (1pM). Se puede apreciar un aumento

del 29% en la duracién del potencial de accién en presencia de

TEA + CCh con un promedio de 5.38 ms 1 0.53 (n=2}.
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Figura 26. Efecto del TEA y carbacol sobre un potencial de
accién. Se muestra un potencial de accién provocado por un pulso
despolarizante, en presencia de TEA y en presencia de TEA +
carbacol (n=2). El potencial de mantenimiento de la célula fue de

aproximadamente ~60 mV.
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En la figura 27 se muestran las grdficas de los datos

estadisticos de la duracién del PA en presencia de TEA, con un
promedio de 4,03 ms £0,19, n=2 y en presencia de TEA + carbacol,

con un promedio de 5.38 * 0.38, n=2,
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Figura 27. En esta figura se muestran las gréficas de los datos

estadisticos de la duracién del PA en presencia de TEA (n=2) y en

presencia de TEA + carbacol (n=2).
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Paralelamente en el laboratorio se realizaron experimentos de
fijacion de voltaje para observar la influencia de ciertos
bloqueadores sobre las corrientes salientes en las neuronas
neoestriatales. Previamente se ha visto gue el cd” bloquea
selectivamente conductancias de Ca’ de alto umbral de activacién
en estas neuronas (Bargas et al., 1994).

En la figura 28 se muestra una grdfica de corriente contra
tiempo de un experimento de fijacién de voltaje en neuronas
neoestriatales. Se observa la disminucién de la amplitud de las
corrientes salientes producidas por un pulso comando a 0 mVv,
debido a la aplicacién de diversos farmacos (4-AP, Cd* y TEA).

En el lado izquierdo inferior se ensefan muestras de las
corrientes salientes observadas durante el experimento. Las

barras indican el tiempo de aplicacién de los farmacos.
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Figura 28. Acciones de 4-AP, ¢d” y TEA sobre las corrientes
salientes de una neurona neoestriatal. Grafica de corriente
contra tiempo donde se muestra la disminucién de la amplitud al
pico de las corrientes producidas por un pulso de voltaje a 0 mV.
En el lado izquierdo inferior se muestran las corrientes
salientes observadas en el experimento. En el lado derecho
superior se muestran por medio de barras los momentos en que se

aplicaron los firmacos (4-AP, Cd’' y TEA).
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DISCUSION

En este trabajo se demuestra que el carbacol reduce el
postpotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue a un tren de
potenciales de accién en las neuronas espinosas medianas del
neoestriado de la rata. También aportamos algunas evidencias de
gue el carbacol podria estar actuando sobre conductancias
activadas por Ca’ y no sobre conductancias sensibles a 4-AP o

TEA.

CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS NEURONAS ESBPINOSAB

MEDIANAS DEL NEOESTRIADO

Las caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas
espinosas medianas presentadas en este trabajo son similares a
las consideradas en trabajos previos realizados en estas células.

La resistencia de entrada obtenida en este estudio concuerda
con la reportada previamente: 20-60 M{. Del mismo modo el

potencial de reposo registrado fué de = ~80 mV (Wilson, 1990;
Kita et al, 1984; Jiang y North, 1991; Pineda et al, 1992;
Galarraga et al, 1994; Pineda, 1995; Flores-Herndndez, 1995). El
decremento en la frecuencia de disparo neuronal respecto al
tiempo, es decir la adaptacién de la frecuencia de disparo, no es
marcada en estas células (Kita et al,, 1984; sawczuk et al,,
1995) y depende del potencial de mantenimiento, siendo mayor a

potenciales mis despolarizados, no obstante es atribuida no sélo
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a corrientes de potasio activadas por Ca’’ sino a la participacién
de otras corrientes (Pineda et al., 1992; Madison y Nicoll,
1984). Con respecto a la relacién corriente voltaje donde se ve
que esta no es lineal, estudios previos han mostrado que se debe
a gue estas neuronas presentan una rectificacién entrante a tode
lo largo de la funcién corriente-voltaje, donde la resistencia se
incrementa con la despolarizacién de la membrana y se hace menor
a potenciales hiperpolarizados. Esta rectificacién se denomina

anémala (Wilson, 1990; Flores-~Hernandez, 1995).

EFECTOS DEL CARBACOL SOBRE LA RESISTENCIA DE ENTRADA DE LAS

NEURONAS NEOESTRIATALES

Al comparar las pendientes de las curvas I/V en condiciones
control y experimental, se observé que en presencia de carbacol
se aumentd significativamente la resistencia de entrada membranal

practicamente en todo el intervalo subumbral del potencial de

membrana presentando un promedio de 70.07 MQ +12.45 (n=4)(figura
13).

Este efecto ya habla sido discutido previamente en las
neuronas del neoestriado. El incremento en la resistencia de la
membrana puede producir por si s6lo un incremento en la
frecuencia de disparo; ya que hajo estas condiciones se
requerirfa menor corriente para producir un mayor nGmero de

potenciales de acci6n (Pineda et al., 1995).
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Las conductancias involucradas en este cambio de resistencia
se estin estudiando actualmente en el laboratorio. Aparentemente
el cambio de resistencia estd dado primordialmente por el cierre
de una conductancia de potasio perteneciente a la familia de los
rectificadores anémalos (Hernandéz-Lépez et al datos no

publicados).

EFECTO8 DEL CARDACOL S8OBRE EL POSTPOTENCIAL HIPERPOLARIZANTE

En trabajos anteriores se han reportado los efectos del
carbacol sobre el postpotencial hiperpolarizante que sigue a un

s6lo potencial accién en las neuronas del neoestriado, donde se

ha visto que el carbacol disminuye este PPH (Pineda, 1995).

Para este trabajo de tesis se estudié el efecto del carbacol
sobre el PPH después de un tren de potenciales de accién.

El disparo registrado en condiciones fisiolégicas en vivo es
en forma de trenes (Wilson, 1990). Por lo que resulta de suma
importancia el estudiar el PPH que sigue al disparo repetitivo
asf como su modulacién por el carbacol. Este PPH serfa el factor
limitante de la duracién de estos trenes y todo lo que regula su
duraci6én regulard la respuesta de estas células.

Los experimentos realizados para esta tesis demuestran que el
PPH que sigue a un tren de PAs también es disminufdo por el

carbacol, reduciendo su amplitud en un 71% con una amplitud
promedio de 1.51 mV +1.32 (n=3)(figura 14). En el caso del PPH

que sigue a un s6lo PA la acetilcolina actia a través de
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receptores muscarinicos, los cuales estdn involucrados en este
decremento, ya que el CCh (1uM) en presencia de (1puM) de atropina
(antagonista muscarinico) no produce ningin efecto (Pineda et al,
1995)., Los receptores muscarinicos inveolucrados son del tipo M1,
(Pineda, 1995).

Aunque para este estudio no se hicieron experimentos con
antagonistas de receptores muscarinicos es probable que el efecto
del carbacol estudiado sobre el PPH que sigue a un tren de PAs
sea a través de receptores tipo Ml como en el caso del PPH que
sigue a un solo PA, ya que:

1. El efecto se observd en todas las células estudiadas (M1 esta
presente en todas las neuronas espinosas medianas a diferencia de
otros receptores).

2, Parte de la conductancia involucrada es la misma (gK.).

El efecto del carbacol sobre el PPH que sigue a un tren de PAs
da como resultado un incremento en la frecuencia de disparo de
potenciales de accién (ver figura 14), y lo hace por dos
mecanismos: aumentando la resistencia de entrada neuronal vy
reduciendo la amplitud del PPH que sigue a cada PA (ver figura
12),

Es importante mencionar que se conoce la participacién de una
serie de conductancias durante el disparo de un sélo potencial de
accién, sin embargo no se conocen con exactitud las conductancias
que participan durante un tren de potenciales de accién. Se
podria pensar que las conductancias participantes serian las

mismas, en ambas situaciones, pero parece que ese no es el caso,
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pues se ha observado que durante un tren de PAs existe una
diferencia entre los primeros y los idltimos potenciales, al igual
que entre los primeros y los lltimos intervalos entre espigas,
con lo cual se hace evidente una participacién distinta de
conductancias durante el transcurso de tiempo que dura el pulsc
de estimulacién, pero surge la pregunta, ;cuales son esas

conductancias?.

EFECTO DE LA 4-AP SOBRE EL POSTPOTENCIAL HIPERPOLARIZANTE

La 4-amino piridina (4-AP) reduce a las corrientes
transitorias de K (Rudy, 1988; Flores-Hernandez et al., 1993).

Las corrientes de potasio transitorias dependientes de voltaje
(I, e I;) contribuyen en la repolarizacién de PAs en las células
de necestriado, a la latencia de disparo y la adaptacién de la
frecuencia (Pineda, 1995).

En varias neuronas parecen contribuir en el PPH, como en el
casq de las células piramidales de hipocampo y en motoneuronas
vagales (Storm, 1987; Sah y McLachlan, 1992).

La presencia del bloqueador del canal de potasio, 4-AP,
incrementa la probabilidad de que el carbacol pueda inducir
disparos ritmicos (Bianchi y Wong, 1994).

La 4-AP provoca un aumento en la frecuencia de disparo en las
neuronas neoestriatales y una reduccién del PPH que sigue a un
PA. Sin embargo el efecto sobre el PPH que sigque a un tren de

potenciales de accién, no es importante (figura 17), lo cual nos
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indica una pequefia participacién de las corrientes transitorias
en tal evento., Por lo tanto, estas corrientes son mids importantes

en la modulacién del ritmo de disparo y el umbral del PA que en

el PPH que limita el tren (Pineda et al, 1992).
En los resultados obtenidos se observd que el carbacol

disminuye el PPH aun en presencia de 4-AP con un promedic de 0.64

mv + 0,91, n=2, por lo tanto concluimos que este tipo de

corrientes no son el blanco principal de este agonista.

PARTICIPACION DE LAB CORRIENTES PERBISTENTES

Se ha demostrado que el TEAR retrasa la repolarizacién del
potencial de accién y reduce el PPH después de un s6lo potencial
de acciébn a dosis menores de 1 mM (Pineda et al., 1992). En los
experimentos presentados en este trabajo se vi6 que la aplicacién
de una mayor dosis de tetraetilamonio (TEA, 2mM) provoca un
aumento del PPH que sique a un tren de potenciales de accién
(figura 20).

El TEA a bajas concentraciones bloquea las conductancias de K’
activadas por Ca® tipo I, y parte de las corrientes persistentes
(canales BK, Rudy, 1988; Pineda et al., 1992),

Por lo tanto, en presencia de 2 mM de TEA:

1. Se encuentran bloquedos los canales de K' dependientes de Ca®
tipo I, por lo que en el PPH esta conductancia ya no participa,
predominando la participacién de la I,,. También se bloquean

corrientes persistentes dependientes de voltaje.
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2. Adicionalmente al blogueo de las conhductancias de K' se tiene

un incremento en la entrada de Ca®, lo cual se evidencia por:
a) El incremento en la duracién del PA (figura 24)
b) El aumento en el PPH

En la figura 20 de este trabajo se muestra que el carbacol
disminuye el PPH que sique a un tren de PAs en presencia de TEA a
pesar del aumento en la entrada de Ca’ provocado por el TEA.

Es mds, en la figura 26 se observa que en presencia de TEA el
carbacol puede bloquear el PPH que sigue a un solo PA en
condiciones en que la entrada de cCa® es muy evidente (la
duracién del PA es aln mayor). Esto demuestra que el efecto
muscarinico no es ni sobre la Ic ni sobre 1las corrientes
persistentes sensibles a TEA, también sugiere la modulacién
directa de una conductancia de X' dependiente de Ca” que no es

bloqueada por TEA.

EFECTO8 DE LA APAMINA BOBRE EL POSTPOTENCIAL HIPERPOLARIZANTE QUE

8IGUE A UN TREN DE POTENCIALES DE ACCION

En la figura 23 se muestra que el PPH que sique al tren de
potenciales de accién, es bloquedo por la apamina, indicando esto

que hay una activacién de canales de potasio activados por Ca”

del tipo SK (I,,).
Para el caso de un solo potencial de accién la apamina también
reduce la amplitud del PPH, incrementa la frecuencia de disparo y

no afecta la repolarizacién del potencial de acciébn. El1 bloqueo
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por apamina no es reversible (Pineda et al., 1992). Por tanto muy
probablemente la principal conductancia responsable de este PPH
que sique a un tren de PAs es la I,,: probablemente esta es la
conductancia modulada por carbacol.

Finalmente experimentos de fijacién de voltaje realizados en
estas neuronas evidencian la presencia de las diferentes
conductancias de K' a las que se hace referencia en este trabajo:
transitorias bloqueadas por 4-AP, K'-Ca’” del tipo Ic (BK) vy
sensibles a TEA.

Experimentos ain no publicados muestran que las 2
conductancias de K dependientes de Ca” estdn presentes en estas

células (I bloqueada por caribdotoxina o TEA a bajas

<
concentraciones y la I,,, bloqueada por apamina) y que estas
corrientes pueden ser moduladas por el carbacol (Vilchis et al.,

1996) .

CONCLUSION

1. Los experimentos realizados en este trabajo confirmaron que el
PPH que sigue a un tren de PAs disminuye en presencia del
carbacol, es declir, el carbacol, presenta un efecto modulador
sobre este evento: proveca un aumento en la frecuencia de disparo
y disminuye la resistencia de entrada neuronal.

2. La utilizacién de la 4-amino piridina (4-AP) demostré que las
corrientes salientes transitorias tienen una pequefa
participacién en el PPH que sigue a un tren de PAs, ya que la
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reduccién que la 4-AP provoca en tal evento no es muy evidente.
También se vié que el carbacol disminuye el PPH que sigue a un
tren de PAs aun en presencia de 4-AP, por lo cual este tipo dec
corrientes no han de ser el blanco principal de este agonista.
3. La aplicacién de TEA (2mM) provoca un aumento en el PPH que
sigue a un tren de PAs, asi como al PPH que sigue a un solo PA.
El TEA bloquea las conductancias de K' activadas por ca’ del
tipo I. y parte de la I, persistente, por lo cual al encontrarse
bloqueadas estas corrientes ya no tienen una gran participacién
en el PPH que sigue a un tren de PAs, predominando asi 1la
participacién de la I,, Adicionalmente se tiene un incremento en
la entrada de ca®, la cual se evidencia por el incremento en la
duraci6n del PA y el incremento en el PPH que le sigue (esto en
un solo PA y después de un tren). No obstante el carbacol sique
disminuyendo el PPH que sigue a un tren de PAs en presencia de
TEA a pesar del aumento en la entrada de ca” provocada por el
TEA. Esto sugiere que las conductancias bloqueadas por TEA (I. e
I, persistentes) no son el blanco principal de la accién
muscarihica en estas nueuronas.
4. La apamina bloquea al PPH que sigue a un tren de PAs, lo que
indica que hay una activaci6n de canales de XK' dependientes por
ca’ del tipo SK (I,,). Por lo cual muy probablemente la principal
conductancia responsable del PPH que sigue a un tren de PAs es la

I, la cual provablemente es la modulada por el carbacol.
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Se demostrd que a diferencia del PPH que sigue a un s6lo PA,
la conductancia de K involucrada en el PPH que sigue a un tren
de PA es predominatemente la corriente I,,.

Debido a que estas células, en condiciones in vivo, se
encuentran la mayor parte del tiempo silentes y cuando disparan
lo hacen en forma de rafagas de PAs, es de gran importancia el
estudiar al PPH que sique a un tren de espigas, asi como su
modulacién por carbacol, ya que la modulacién del PPH implicara

la regulacién de la duraciébn de las respuestas de estas neuronas.
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