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RESUMEN.

La transmision del impulso nervioso en las neuronas se lleva a cabo
mediante la transmision sinaptica. Todas las neuronas se comunican por medio
de la sinapsis eléctrica o quimica. Ademas la intensidad de ambas formas de
transmision puede ser realzada 6 atenuada por la actividad de la célula.

La modulacién presinaptica producida por la participacion de receptores
serotonérgicos puede estar relacionada con una modulacién indirecta a través
de una via de activacion a proteinas G y segundos mensajeros que a su vez
compiten 0 interactuan en el sitio de accion con otros receptores. En este caso
con los receptores GABAB, los cuales se localizan en las Interneuronas
inhibidoras que establecen sinapsis sobre los cuerpos celulares de las
neuronas piramidales en la corteza. Por lo tanto pueden ejercer una influencia
inhibidora directa sobre la génesis de los potenciales de accién en el segmento
inicial del axoén.

Los cambios provocados por la administraciéon de los diferentes
farmacos como el Baclofen agonista del receptor GABAs,(1 uM), y el
antagonista 20H-saclofen (150 uM), muestran en la sinapsis cortical que la
FPP aument6 cuando la probabilidad de liberacion del neurotransmisor era baja
y disminuy6 cuando la probabilidad de liberacion era alta. En el caso de la 5-HT
se demostré que reduce corrientes de Ca?* deprimiendo la transmision
sinaptica excitatoria, es decir actud inhibiendo la transmision glutamatérgica en
las neuronas de la capa 2/3 de la corteza sensorio-motora de la rata. Sin
embargo el efecto observado de la 5-HT, fue dependiente de la concentracién
(0.03-4 uM) con una EC50 de 0.236 puM, obtenida de la curva dosis respuesta.

En general los resultados muestran que los mecanismos de transmisién
serotonergica participan modulando indirectamente via activacion de proteinas
G y segundos mensajeros al receptor GABAs en la corteza cerebral de los
mamiferos.

PALABRAS CLAVE: Modulacion presinaptica, 5-HT, GABAs, Corteza,
Baclofen y 2-OH saclofen.



INTRODUCCION.

Fisiologia de la sinapsis.

En el sistema nervioso existen sitios de contacto funcionales para la
transferencia de informacién entre las neuronas, estos son de gran importancia
para la comprension de los mecanismos cerebrales. Aqui las neuronas pueden
ser excitadas, inhibidas o moduladas por la transmisidén sinaptica. A estos sitios
se les llama sinapsis, ya que estan constituidos estructuralmente por el
componente presindptico, el componente postsinaptico y el espacio o
hendidura entre ellas (Katz, 1966; Kandel et al, 2000; Hammond et al, 2001,

Johnston y Wu, 1995; Zimmerman, 1993).

La comunicacién intercelular por la transmisién sinaptica se puede
establecer en diferentes regiones de la neurona; estableciéndose sinapsis de
diversos tipos como axo-dendriticas, dendro-dendriticas, axo-soméaticas y axo-
axonicas las cuales llegan a formar redes neuronales o microcircuitos (Salin,
1999; Zimmerman, 1993). Por otro lado, la transmisién sinaptica puede ser
clasificada de acuerdo al mecanismo de transmision que se utilice para el paso
de la informacién y estas pueden ser sinapsis eléctricas o quimicas (John,

2001; Hammond, 2001 Kandel et al., 2000).

En la sinapsis eléctrica hay una transferencia directa de iones, donde la
corriente generada en la terminal presindptica se propaga hacia la célula
postsindptica de un extremo a otro bajo la resistencia de canales, denominada

union estrecha o uniéon comunicante, formada por conexinas; se trata de un tipo



de transmisién rapida y frecuentemente bidireccional. (Simon y Goudenough,
1998).

En la sinapsis quimica hay una liberacién de substancias con actividad
biologica conocidas como neurotransmisores, los cuales son almacenados en las
vesiculas sinapticas, y posteriormente liberados por la exocitosis en la hendidura
de la célula presinaptica dirigiéndose hacia la célula postsinaptica por medio de
la fijacidn a receptores especificos, modificando asi su permeabilidad a los iones.
(John, 2001; Johnston y Wu, 1995; Kandel et al, 2000; Hammond, 2001). Por
otra parte la liberacion del neurotransmisor en la sinapsis quimica difiere de otras
vias secretoras en dos elementos esenciales: a) La secrecion esta
estrechamente acoplada al arribo del potencial de accion a las terminales
axonicas, y b) Las vesiculas sinapticas son recicladas en la terminal, por fusién
con la membrana plasmatica, en un proceso que tarda unos cuantos

milisegundos (Fig.1) (Hammond, 2000, Hille, 2001; Lodish et al., 2002).

La sinapsis quimica puede ser tanto excitatoria (acercando el potencial
de la membrana hacia el umbral de disparo) como inhibitoria (alejando el
potencial de la membrana del umbral de disparo). (Hille, 2001; John, 2001).
Ademas, la terminal sinaptica es susceptible de ser regulada por cambios

dependientes de la actividad en la funcion sindptica (Hammond, 2001).
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Figura 1. Sinapsis quimica. La figura muestra la descarga de un impulso eléctrico
(Depolarizacion) a la neurona presinaptica, desencadenando la entrada de Ca®*, movilizando y
fusionando las vesiculas hacia la terminal sinaptica para la liberacion de moléculas del
neurotransmisor, el cual es recibido por los receptores de la heurona postsinaptica.

Modulacion presinaptica.

La modulacioén, es un importante proceso que interviene en numerosas
funciones nerviosas como: reflejos espinales, activacién sensorial, aprendizaje
y memoria, entre otros. Se lleva acabo en la terminal presinaptica a través de
canales de Ca®* que se establecen por la activacién de receptores que se unen
a proteinas G, los cuales producen una disminucién en las corrientes de Ca**
dependientes de voltaje al cambiar las propiedades de estos canales (Lépez y
Brown, 1992; Wu y Saggau, 1997). De tal forma que las modificaciones a corto
y largo plazo de las respuestas neuronales o de la transmision singptica

resultan de la modulacién de los canales de Ca®* (Lépez y Brown, 1992). A su



vez estos mecanismos modulatorios son sitios de numerosas enfermedades de

caracter hereditario o adquirido.

Entre las vias modulatorias mediadas por proteinas G, aquellas que
involucran canales de Ca?*, tienen un alto impacto sobre la fisiologia de la
neurona. Puesto que la entrada de Ca®** ademas de contribuir a la liberacion del
neurotransmisor evoca diferentes respuestas celulares, tales como la apertura
de canales de K* dependientes de Ca?', la propagacion del impulso nervioso,
reacciones enzimaticas y la transcripcion de genes. Evidencia previa muestra
que los moduladores presinapticos inhiben a los canales de Ca?* y activan
canales de K* en la terminal presinaptica (Wu, Saggau 1997 y Miller, 1998).

La activacion de los receptores presinapticos por diversos
neurotransmisores y neuromoduladores puede producir inhibicibn en la
liberaciéon del neurotransmisor. Sin embargo la inhibicién presinaptica puede
servir como medio para ajustar la eficacia sinaptica o prevenir una excesiva
liberacion del neurotransmisor (Miller, 1998). En términos generales, pueden
existir dos tipos de receptores, tanto presinapticos como postsindpticos:
Aquellos que se constituyen como una unidad receptor-canal, es decir
receptores ionotropicos. O aquellos en los que el receptor es una estructura
independiente y esta acoplado a los canales por proteinas G, conocidos como

receptores metabotrépicos (Hammond, 2001).

Entre las diferentes sustancias liberadas de las terminales nerviosas,
que actian en la transmision sinaptica quimica, se encuentran los

neurotransmisores acetilcolina (ACh), acido y-amino butirico (GABA), glutamato



y glicina, en ellos el canal y el receptor constituyen una sola unidad (Hammond,
2001). Existen, ademas otros receptores a sustancias entre las que se
encuentra la dopamina, opidceos, serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) y la
adrenalina. Estas sustancias se unen a receptores metabotrépicos en donde el
receptor y el canal efector constituyen unidades independientes y separadas
entre si. A este tipo de sustancias, se les considera como neuromoduladores
ya que, actuan tanto pre- como postsinapticamente regulando la cantidad de
neurotransmisor liberado (Hammond, 2001, Kandel et al, 2000; Lopez y Brown,

1992).

De tal forma que las aminas biogénicas como 5-HT ejercen efectos
neuromodulatorios sobre el sistema nervioso activando cadenas de mensajeros
y vias metabdlicas intracelulares que transforman las funciones neuronales por
periodos prolongados. A diferencia de los neurotransmisores clasicos como
acetilcolina, GABA, glutamato, y glicina, que ejercen efectos directos y rapidos
cuando sus receptores son activados. Por lo que se ha postulado que mientras
los neurotransmisores clasicos excitan e inhiben la transmision de sefales en

el sistema nervioso, las aminas biogénicas, lo modulan (Nicoll, 1998).

Farmacologia y Fisiologia de la serotonina (5-HT).

Uno de los neuromoduladores a nivel cortical es la serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), que actia en diferentes receptores tanto pre- como

postsinapticamente, modulando la funcién neuronal (Bortolozzi, et al., 2003).



La serotonina participa en muchas funciones fisiolégicas, entre ellas el
suefo, funcion cognoscitiva, percepcién sensorial, actividad motora, regulacién
de la temperatura, nocicepcion, apetito, conducta sexual y secrecion de
hormonas. Asi como también esta involucrada en la generacion de trastornos
psiquiatricos como depresién, ansiedad, fobia social, esquizofrenia,
obsesividad compulsiva, trastornos de panico, ademas de participar en
enfermedades como la migrafa y la hipertension (Hoyer, et al., 2002, Foehring,

et al., 2002, Grimaldi y Fillion, 2000).

Esta amina (5-HT), fue descubierta en el exterior del sistema nervioso.
Su presencia se determind a mediados del siglo XIX gracias a los trabajos de
Stevens y Lee en 1884, como un factor del suero sanguineo que causaba
fuertes contracciones en los 6rganos del musculo liso; etimolégicamente quiere
decir: seros = suero, tone = tono o fuerza, y de ahi recibe su nombre. Fue
descrita inicialmente como una enteroamina vasoactiva del suero (Rapport,
Green, et al., 1947 cit. Goodman, Gilman, 1997) y posteriormente identificada
como un neuromodulador ampliamente difundido en el sistema nervioso (Amin

et al., 1954).

El precursor de la 5-HT es el aminoacido esencial triptéfano, el cual entra
con facilidad al SNC (sistema nervioso central). La hidroxilasa de triptéfano
(HTr), es la primera enzima del proceso sintético y utiliza como cofactores el

oxigeno molecular y la I—eritro—tetrahidrobiopteridina (THBP) (Salin, 1999).



Los principales cuerpos celulares de las neuronas serotonérgicas se
localizan en los nucleos del rafe del tallo encefalico, y se proyectan por todo el
cerebro y la medula espinal (Fig. 2). Ademas de descargarse en sinapsis
definidas, las pruebas con que se cuenta sugieren que se produce también
liberaciéon de serotonina en varicosidades no sinapticas lo cual es compatible
con la hipétesis sostenida desde hace tiempo, de que la 5-HT puede actuar
como neuromodulador y como neurotransmisor (Goodman y Gillman, 1997). En
la corteza cerebral, las interneuronas GABAérgicas y las neuronas piramidales

reciben inervacion serotonérgica de estos nucleos (Varga, et al., 2001).
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(Tomada de Kandel, et al., 2000)

Figura 2. Proyecciones serotonérgicas. Las neuronas de los grupos B1-3, corresponden a
los nucleos del rafe magno y el rafe palido, se proyectan a la parte inferior del tronco encefélico
y médula espinal. Las neuronas de los grupos B4-9, que incluye los nlcleos de los rafes
pontino, mediano y dorsal, se proyectan a la parte inferior del tronco encefalico, el hipotalamo,
el talamo y la corteza cerebral. CD= nuicleo caudado; FH= formacion del hipocampo; H=
hipotalamo; T= talamo.

Se ha reportado en el cerebro de gato, que la 5-HT participa en la
modulacion de las vias receptoras de informacion, donde la disminucion de la
5-HT, reduce las areas corticales sensoriales de la capa IV relacionadas con

las vibrisas en gato y en rata (Bennett, Lane et al., 1995).

La clasificacion de los receptores de la 5-HT inici6 en 1957, cuando
fueron demostradas trabajando en un cerebro de cobayo, que la respuesta
funcional puede ser parcialmente bloqueada por morfina, y totalmente por
otro farmaco (Divenalin) esto permiti6 a Goodman y Picarelli proponer una
subdivisidon de estos receptores. Consecuentemente en 1976, Bennett y
Zinder postularon la teoria de la presencia de receptores de la 5-HT, donde
se utilizaron técnicas relacionadas a radio ligando, en membranas corticales

de rata, comprobando la presencia de estos receptores.

En 1986, Bradley elabord una clasificacién de los receptores de la 5-HT,
donde propone considerar 3 grupos de receptores: 5-HT1 tipico, 5-HT2 y 5-HTg;
basandose principalmente en su estructura e informacién transduccional.
Actualmente se encuentra dividida en siete familias (5-HT1 a 5-HT7) con mas de

13 clases diferentes de receptores subtipo, con la excepcién de la 5-HTs, la



cual es el unico receptor-canal dependiente de ligando, las demas
corresponden a una superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (ver

Tabla 1) (Hoyer, et al., 2002)

Tabla 1: Receptores serotonérgicos (5-HT).

Receptor subtipo Proteina G Canal iénico Respuesta
Fisiologica
5-HT1 Gi /Go K*, Ca®* Inhibicion lenta
5-HT2 Ga11 K* Excitacién lenta
5-HTs Ligando Na*/K* Excitacién rapida
5-HTa Gs [k, | k*(Ca®) Excitacion lenta
5-HTs Se ignora Se ignora Se ignora
5-HTe-7 Gs Se ignora Se ignora

(Tomada de Baumgarten y Géthert, 1999).

Las consecuencias fisiolégicas de la liberacion de la 5-HT varian segun
la regién del cerebro y el elemento neuronal participante, lo mismo que con la
poblacién de subtipos de receptores de la 5-HT que se expresa en los diversos
tipos de neuronas, aunque es probable que en algunas de ellas se expresen
multiples subtipos de receptores con acciones semejantes u opuestas, lo cual
ocasiona la enorme diversidad de efectos que pueden ser acciones excitadoras
e inhibidoras directas que ocurren en la misma preparacion pero con patrones

temporales diferentes (Goodman y Gillman, 1997).



Estudios recientes en la rata adulta, mostraron que la 5-HT produce un
incremento alto pero transitorio, en la amplitud de los potenciales sinapticos
inhibitorios y un incremento menor pero de mayor duracién de los sinapticos
excitatorios mediados por receptores 5-HToa y 5-HT3 respectivamente. Sin
embargo, la influencia de este neuromodulador sobre la actividad eléctrica de
las neuronas neocorticales, aun no se ha comprendido en su cabalidad. No
obstante el papel de la 5-HT sobre esta actividad ha sido estudiado utilizando la
preparacion de rebanadas de cerebro de rata mantenida en condiciones in vitro

(Zhou y Habilitz, 1999).

Farmacologia y Fisiologia del acido y-amino butirico (GABA).

La neurotransmision de tipo inhibitorio en el SNC de los mamiferos es
controlada por el y-amino butirico (GABA). Farmacoldgica y fisiolégicamente

hay estudios que indican el control inhibitorio en la excitabilidad neuronal dada
por el GABA el cual es mediado por la activacion de los receptores ionotrépicos
(GABA a/c) y de su receptor metabotropico (GABAB) (Bischoff, et al., 1999). En
la mayor parte de los circuitos sinapticos del cerebro, las interneuronas que
regulan los sistemas de proyeccién, estan constituidas por neuronas

GABAérgicas (Wang, et al., 2002).

El GABA fue descubierto en forma independiente en 1950 por Roberts y
Awapara. Posteriormente Kuffler y Edwards demostraron su papel como

neurotransmisor en la sinapsis de crustaceos. Por ultimo, Obata y Takeda



comprobaron su presencia en el IV ventriculo después del estimulo en las
células de Purkinje (Salin, 1999).

El precursor del GABA es el glutamato, aunque in vivo el piruvato y otros
aminoacidos también sirven como precursores, ya que todos ellos intervienen
en el ciclo de Krebs. La sintesis se lleva acabo a partir del glutamato en una
reaccion catalizada por la enzima o-cetoglutarato, que lo convierte en &cido
glutamico (GAD) (Kandel, 2000). En su fase catabdlica, éste se somete a
transaminacion por la transminasa de GABA (GABA-T) para formar
semialdehido succinico; no obstante esta reaccion solo se lleva a cabo si el a-
cetoglutarato acepta el grupo amino. Ello lo transforma de nuevo en glutamato
(Salin, 1999). Su distribucién es extensa en todo el SNC, pero los sitios en
donde se encuentra en mayor concentracion son: neocorteza, hipocampo,
ganglios basales, hipotadlamo, cerebelo, amigdala y médula espinal (Bischoff, et

al., 1999).

La actividad inhibitoria del GABA es mediada por una variedad de tipos y
subtipos de receptores, los cuales incluyen a GABAA como un receptor-canal
que permite el paso de ClI', ocasionando una hiperpolarizacién en la membrana

postsindptica, produciendo un efecto inhibidor clésico.

El segundo tipo de receptor GABAB es miembro de la familia de
receptores acoplados a proteinas G que actla tanto en las vias bioquimicas
como en la regulacién de los canales idnicos (Bowery, 1993). La activacion de
este receptor tiene un papel modulador a nivel pre- y postsinaptico en la

liberaciéon de varios neurotransmisores en las terminales sinapticas de diversos



nucleos, incluyendo glutamato, noradrenalina, dopamina, serotonina y
somastostatina entre otros (Barral et al, 2000; Bischoff, et al., 1999 y Zhang, et
al., 2000). Ello debido a las conductancias de potasio rectificadoras entrantes
acopladas a proteinas G en las neuronas (Sodickson y Bean, 1996), es decir su
accién se asocia con una menor entrada de Ca®* extracelular a la terminal
presinaptica (Gage, 1992 y Miller, 1998), modulando la activacién de los
canales de Ca?* dependientes de voltaje del tipo P/Q (Barral, et al., 2000;
2001), generando una reduccién en la depolarizacion producida por la llegada

del potencial de accion en la terminal sinaptica.

Dependiendo del &rea del cerebro donde se encuentre el receptor
GABAB, también puede participar en desordenes neurolégicos como
degeneracion y muerte de las células de Purkinje, en la generaciéon de las
enfermedades como Parkinson (degeneracién de neuronas dopaminérgicas),
Huntington (desorden asociado con la disrupcién del circuito de los ganglios
basales) y con la activacién de ataques epilépticos.

Estudios inmunocitoquimicos han demostrado la presencia de un alto
nivel de concentracion de GABA en las interneuronas de la corteza cerebral,
teniendo un papel importante en el control de la actividad neuronal producida
por estimulacién eléctrica en areas adyacentes. En adicién el receptor GABAB
actia regulando la liberacion del neurotransmisor en la corteza cerebral

(Suzdak et al., 1994).



Consideraciones anatomicas de la corteza.

En los mamiferos la corteza esta formada por una mezcla de fibras
nerviosas, neuroglia y vasos sanguineos. Su organizacion se compone de seis
capas celulares, donde encontramos a un enorme grupo de neuronas
clasificadas de acuerdo a su distribucion a través de las capas, al tipo de
conexion sinaptica que forman y a las caracteristicas morfolégicas que
presentan (Fig.3) (Mountcastle, 1998). De tal manera que podemos encontrar a
las neuronas Piramidales, Espinosas 6 Estrelladas, en cesto 6 Cajal, Martinotti,
Chandelier (candelero), Double bouquet (doble penacho), algunas células
intersticiales y otras péptidicas dentro del circuito cortical.

La estructura de las capas se presenta de la siguiente forma:

La capa 1 conocida como estrato molecular, (capa plexiforme), esta
ocupada por las dendritas de células situadas a mayor profundidad y por
axones que la atraviesan, los cuales forman sus conexiones en esta
capa. Consta principalmente de una densa red de fibras nerviosas
orientadas tangencialmente, derivadas de las dendritas apicales de
células piramidales, de axones de las células espinosas y de las células
de Martinotti. Es la capa mas superficial de la corteza en donde se

origina una gran cantidad de sinapsis entre las diferentes neuronas.

La capa 2 estd compuesta fundamentalmente por pequefias células
esféricas llamadas granulosas por lo tanto se le denomina estrato
granuloso externo. Ademas contiene una gran cantidad de pequenas

células piramidales y algunas células espinosas. Las dendritas de estas



células terminan en la capa molecular y los axones se dirigen a capas
mas profundas, donde terminan o contintan para entrar en la sustancia

blanca del hemisferio cerebral.

La capa 3 esta capa se denomina estrato piramidal externo o neuronal
contiene diversos tipos celulares, muchos de los cuales son de forma
piramidal, ademas es tipico que las neuronas localizadas en la parte
profunda de la capa sean mayores que las superficiales. Las dendritas
apicales se dirigen a la capa molecular y los axones entran en la
sustancia blanca como fibras de proyeccion, de asociacibn o

comisurales.

La capa 4 al igual que la capa 2, estd compuesta fundamentalmente por
granulosas y se denomina estrato granuloso interno. Esta compuesta por
células espinosas en forma muy compacta y una gran concentracién de
fibras dispuestas horizontalmente conocidas colectivamente como la

banda externa de Balillarger.

La capa 5 (Capa ganglionar), también recibe el nombre de estrato
piramidal interno, esta constituida por células de forma piramidal que por
lo general son mayores que en la capa 3, conocidas también como
células de Betz. Acompanadas por las interneuronas espinosas, las
neuronas de Martinotti y un gran numero de fibras dispuestas

horizontalmente que forman la banda interna de Baillarger.



La capa 6 conocida como capa multiforme (capa de células
polimérficas). Aqui la mayoria de las células es fusiforme, aunque
muchas son células piramidales modificadas cuyo cuerpo celular es
triangular u ovoideo. También podemos encontrar a las células de
Martinotti y a muchas fibras nerviosas que entran en la sustancia blanca
subyacente o salen de ella (Kandel, et al., 2000, Thonsom y Bannister,

2003).
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Figura 3. Corteza cerebral. Estructura de la corteza cerebral formada por seis capas
caracterizadas de acuerdo al tipo de neuronas que habitan en ellas, como por ejemplo
podemos encontrar en gran mayoria a las neuronas piramidales las cuales llegan a extenderse
a diferentes capas, estableciendo conexiones con las interneuronas, en este caso como lo
muestra la imagen observamos a las interneuronas de Martinotti y de Cajal, entre células
fusiformes y Granulosas.




Conexiones sinapticas en la corteza.

Las diferentes aferencias que acceden a la corteza parecen ser
procesadas de manera diferente, y las eferencias a su vez proceden de
distintas poblaciones de neuronas (Mountcastle, 1998). La estructura en capas
de las neuronas proporciona un medio eficiente para organizar las relaciones
de aferencias-eferencias de las neuronas corticales las cuales estan
especializadas en varios procesos y operaciones determinadas por este tipo de
relaciones o conexiones neuronales (Fig. 4 ) (Arbib et al, 1998; Mountclastle,
1998).

La corteza, recibe aferencias principalmente del tdlamo las cuales se
dirigen hacia la capa 4, asi como de otras regiones subcorticales como el
claustrum, locus coreolus, tallo cerebral, sistema reticular y del nucleo del Rafe
dorsal y medial (Rodney y Kevan, 1998 cit., Shepherd, 1998). De igual manera
las eferencias de la corteza se dirigen también a varias regiones de la corteza,
encefalo, ganglios basales y médula espinal (Kandel, 2000).

La informacion pasa sucesivamente desde el centro donde se procesa a
otro, asi la informacién que ingresa a la corteza de la capa 4 es proyectada a
las capas mas superficiales (capas 2 y 3), formando circuitos cortico-corticales
caracteristicos (Arbib et al, 1998; Mountcastle, 1998).

En general las neuronas de la corteza, se pueden definir en un sentido
amplio como neuronas de proyeccién e interneuronas (neuronas locales). Las
neuronas de proyeccion tipicas tienen somas de forma piramidal. Se localizan
fundamentalmente en las capas 3, 5 y 6. Participan en las sinapsis asimetricas,

empleando al neurotransmisor excitatorio glutamato (Rodney y Kevan, 1998



cit., Shepherd, 1998). Las dendritas apicales de estas neuronas establecen
sinapsis con neuronas del circuito cortico-cortical de otras capas (1, 2, 3 y 4).
Mientras que las neuronas de las capas 5 y 6 proyectan sus axones a nucleos
externos a la corteza como los ganglios basales, médula espinal etc. (Arbib et
al, 1998).

Las interneuronas utilizan al neurotransmisor inhibidor GABA, las cuales
constituyen entre el 20 y el 25% de las neuronas localizadas en todas las
capas. Basandose en los tipos de conexidén que realizan, se han diferenciado
varios tipos de interneuronas GABAérgicas, algunas poseen axones que
terminan sobre los cuerpos celulares de las neuronas en cesta y otras tienen
axones que terminan exclusivamente sobre los axones de las células
glutamatergicas (Thomson y Bannister 2003); las multiples series de terminales
sindpticas formadas por estos axones GABAérgicos suelen llamarse neuronas
de Chandelier 6 de candelabro que estimulan a varias columnas corticales.
Otras neuronas GABAérgicas contienen péptidos neuroactivos como la
somatostatina, la colecistocinina o los péptidos opiodes. Sin embargo no todas
son inhibitorias, también existe una poblacion de interneuronas excitadoras,
que se localizan fundamentalmente en la capa 4 y 3. Se caracterizan por tener
un plexo estrellado de dendritas, conocidas como neuronas espinosas que
utilizan como transmisor al glutamato y forman sinapsis con neuronas préximas
al cuerpo celular. Estas interneuronas son las receptoras primarias de la
informacion sensitiva que recibe la corteza procendente del talamo (Fig. 4)

(Mountcastle, 1998; Rodney y Kevan, 1998).



TALAMO

(Tomada de Kandel, et al., 2000)

Figura 4. Circuito cortical, donde se muestran las distintas conexiones que se establecen
entre los diferentes tipos de células en este caso las GABAérgicas (gris oscuro), las cuales se
conectan con las células piramidales (P) y representan al mayor nimero de interneuronas en la
corteza como las células espinosas no piramidales (ENP), las células de chandelier
(candelabro) (C) y las células en cesta grandes y pequefas (CG, CP), cuyos axones terminan
fundamentalmente en otros cuerpos celulares. También pueden ser GABAérgicas las células
en doble ramo (DR) y las neurogliaformes (NG).




Interaccion de 5-HT y GABA en la corteza cerebral.

Las proyecciones serotonérgicas procedentes del nucleo del rafe dorsal
que alcanzan la corteza cerebral establecen conexiones sinapticas, donde mas
de una docena de receptores serotonérgicos han sido descritos (Hoyer et al.,
2002, Foehring et al., 2002). Aqui la 5-HT modula la transmisidén sinaptica y
puede provocar un incremento en la excitabilidad neuronal mediante la
activacion de sus receptores. Estos receptores pueden inducir la activacién de
una corriente entrante en la membrana postsindptica que incrementa la
amplitud del potencial sinaptico excitatorio o simplemente, depolarizar la
membrana activando una corriente cationica (Zhou y Hablitz, 1999). Sin
embargo las diversas funciones de la 5-HT, la modulacién en la corteza, y la
diversidad del tipo de células y sus multiples receptores subtipo, determinan un

dificil papel en la funcién cortical.

El mecanismo por el cual pudiera ocurrir una interaccién entre la 5-HT y
el GABA, en particular como la 5-HT modula la liberacion de GABA, no se ha
comprendido (Koyama et al, 1999). Se ha reportado que la 5-HT inhibe las
respuestas de las neuronas de la corteza sensorio-motora y altera los campos
de la memoria en la corteza prefrontal (Williams, et al., 2002, Féehring, et al.,
2002). También puede provocar un incremento en la inhibicibn en las
interneuronas GABAérgicas, reduciendo la amplitud del potencial sinaptico en
la corteza entorrinal (Schmitz, et al., 1999). Ademas ocasiona inhibicion
presinaptica en las terminales glutamatérgicas intracorticales en las neuronas
de la corteza visual de la rata y en la amigdala basolateral (Koyama, et al.,

1999; Schmitz, et al., 1999). Por otro lado se ha propuesto que la liberacién



fisioldégica de la 5-HT puede ser regulada por distintos subtipos de receptores
GABA tanto en sitios presinapticos como postsinapticos. En ese sentido,
también los agonistas de receptores GABA inhiben la liberacion de la 5-HT en
el estriado y la corteza confirmando que esta sustancia puede actuar como un

modulador presinaptico (Tao et al, 1996).

Sin  embargo recientes estudios electrofisiologicos también han
demostrado una poderosa influencia inhibitoria por neuronas serotonérgicas,
provenientes del nacleo del rafe dorsal, en la corteza prefrontal media. Por otra
parte la corteza establece contactos en todo el nucleo del rafe dorsal. Estos
contactos pueden ser predominantemente sinapsis simétricas (sinapsis de tipo
inhibitorio) que establecen contacto con interneuronas GABAérgicas (Varga, et

al., 2001).

Las acciones de la 5-HT en la corteza ocurren principalmente en las
neuronas piramidales de la capa 5, en ese sentido se ha reportado una
inhibicion producida por la 5-HT (Tanaka, et al., 1993, Spain 1994, Marek et al.,
1999; Fdehring, et al., 2002), que involucran la activacion de receptores 5-HT1a
y aumentan la conductancia de potasio. Alternativamente, la 5-HT también
puede disminuir la excitabilidad neuronal activando receptores como 5-HT2a,
que a su vez han sido encontrados en las terminales de las interneuronas
GABAérgicas, las cuales inhiben tdnicamente a las neuronas piramidales,
teniendo influencia en la activacién simultanea de la 5-HT y de los receptores
GABAB, en la capa 2/3 de la corteza entorrinal (Schmitz, et al., 1999). Estos
datos proveen la primera evidencia de la actividad e influencia entre la corteza

y el nucleo del rafe dorsal por neuronas serotonérgicas y neuronas locales



GABAérgicas. Este circuito predice cambios fisiolégicos y patolégicos en la
corteza, con impacto en partes significantes del sistema serotonérgico (Varga,

et al., 2001).

JUSTIFICACION.

El interés de este trabajo se ha centrado en conocer el papel que tiene la
activacion simultanea de los receptores GABAérgicos y serotonérgicos en la
modulacién presinaptica producida en la capa 2/3, sobre la respuesta a la
estimulacion eléctrica en las poblaciones de neuronas en la capa 5 de la
corteza sensorio-motora de la rata. Estudios de este tipo, a su vez permiten el
desarrollo de nuevas investigaciones que daran paso al desarrollo de farmacos
selectivos de subtipo, lo mismo que incrementa nuestro conocimiento sobre las
diversas acciones de estos receptores, a nivel molecular. En este sentido, se
puede buscar un numero creciente de finalidades terapéuticas mediante el
disefio de farmacos, que ayuden a mejorar los tratamientos para las diversas

enfermedades mentales generadas en la corteza.



OBJETIVOS:

Generales:
>

Particulares:

>

Describir los mecanismos de modulacion presinaptica
producida por la activacion de los receptores serotonérgicos
en la corteza sensorio-motora de la rata.

Establecer la importancia de la activacion simultanea de
diferentes neuromoduladores sobre el funcionamiento de este

microcircuito cerebral

Determinar la modulacion presinaptica de la sinapsis de
neuronas corticales de la capa 2/3 producida por la activacién
de receptores serotonérgicos en la corteza sensorio-motora de
la rata adulta.

Estimar cual es la concentracién necesaria de la 5-HT que se
requiere para producir la modulacion presinaptica en la
excitabilidad de sinapsis neocorticales en cerebro de rata.
Analizar la posible interaccion que la 5-HT ejerce sobre la
modulacion  producida por activacion de receptores
GABAérgicos en la capa 2/3 de la corteza sensorio-motora en

la rata adulta.



MATERIAL Y METODOS.

Organismos.

Para estudiar la influencia de la serotonina sobre la excitabilidad global
en la corteza sensorio-motora, se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 100 a
120 g, del sexo masculino.

Las ratas fueron mantenidas en el bioterio de esta institucion con ciclos
de 12 x 12 hrs. de luz y oscuridad, con agua y alimento proporcionado ad
livitum.

Se anestesiaron con éter etilico (en algunos experimentos se utilizé
pentobarbital como agente anestesiante, sin que hubiera diferencias en las
respuestas observadas), inmediatamente después fueron decapitadas. El
cerebro fue removido del craneo y depositado en solucion salina fisiologica,
que contiene, 125.0 NaCl, 3.0 KCI, 1.0 MgCl,, 2.0 CaClz, 25.0 NaHCOg3, 11.0
glucosa (todos en mM) gasificada con una mezcla de 95% Oz y 5% COz y un
pH de 7.4. En esta etapa la preparacién se mantiene a baja temperatura.
Posteriormente se seccionaron los bulbos olfatorios y el cerebelo ocupando
unicamente los hemisferios cerebrales, los cuales fueron colocados en un
vibratomo (Campdeen, UK) para la obtencion de rebanadas sagitales de 400
um de espesor, mismas que se mantuvieron en incubacion a una temperatura
ambiente por un periodo no menor a los 60 min. En estas condiciones fue
posible obtener registros confiables con mas de 10 hr de duracion (Barral et al,

2001; Flores-Hernandez et al, 1997, Hernandez —Echegaray et al, 1998).

Registro Electrofisiolégico.



Para el registro electrofisiologico de los potenciales de campo, la
rebanada se trasladé a una camara de registro a la que se le administré un flujo
continuo de solucién fisiolégica (1 a 2 ml/min). Se utilizaron técnicas
convencionales de amplificacién y registro. Para ello, se emplearon electrodos
de vidrio fabricados a partir de capilares de borosilicato de 1.0 mm de diametro
externo, con una resistencia en la punta de 2 a 4 MQ, con NaCl al 0.9 % como
conductor. Los registros se obtuvieron de la capa 2/3 en la corteza sensorio-
motora de la rata.

El potencial de campo se amplifico y desplegd en el osciloscopio, se
digitaliz6 y almacend en video, mediante programas desarrollados en el
laboratorio en el ambiente LabView (National Instruments, Austin TX. U.S.A.).
Posteriormente los registros fueron analizados, promediados y graficados
utilizando el software comercial (Origin, Microcal Software, Northampton, MA.

U.S.A.).

Registro Extracelular de potenciales de campo.

Los potenciales de campo son registros extracelulares de las corrientes
ionicas asociadas a la actividad de una poblacion de neuronas. Las corrientes
producen espigas poblacionales debido al disparo sincronico de potenciales de
accion de muchas neuronas (Malenka y Kocsis, 1988). La amplitud de estas
espigas depende de la cantidad de células que disparen simultaneamente, asi
como de la distribucién de la poblacién neuronal activa y de la resistencia del
tejido. Ademas el potencial de campo registrado extracelularmente es una onda

trifasica producida por la diferencia de potencial ocasionada por el cambio en la



localizacién de sumideros (corrientes entrantes activas) y de las fuentes
(corrientes salientes que cierran el circuito) (Cordingley y Weight, 1986;
Jonhston y Wu, 1995; Malenka y Kocsis, 1988). En un registro extracelular, las
corrientes salientes se observan como deflexiones positivas en el registro,
mientras que las corrientes entrantes se observan como deflexiones negativas
(ver Fig. 5) (Barral et al., 2001; Malenka y Kocsis, 1988). EI componente
negativo corresponde a la despolarizaciéon de la membrana del soma por el
flujo de corriente entrante. La fase positiva corresponde a la reversion en el
flujo de corriente (Barral et al.,, 2001; Malenka y Kocsis, 1988). Para la
estimulacion se utilizaron electrodos concéntricos bipolares (150 — 200 um de
diametro), con los que se envian pares de pulsos cuadrados de corta duracién
(0-40V,0.1-0.06 Hz; 100 - 200 us) desde la capa 4/5 de la corteza sensorio-
motora. La medicién que hace el electrodo se realiza comparando los voltajes

entre el electrodo de registro y la tierra de referencia.

En la sinapsis cortical como en otras regiones del cerebro observamos
que el potencial de campo muestra dos tipos de deflexiones negativas en el
registro (Fig. 5). La primera de ellas N1, que aparece en el rango de 4 a 8 ms
después del artefacto de estimulacién, siendo de origen antidromico y se debe
a la accion de estimular el axon de las neuronas (Bargas et al. 1998; Barral et
al, 2000; 2001; Cordingley y Weight, 1986; Malenka y Kocsis, 1988), siendo
bloqgueado por procaina y TTX. Posteriormente se observa la segunda
deflexion negativa (N2) en el rango de 8 a 12 ms, de origen ortodrémico 6
sinaptico (Bargas, 1998, Cordingley, 1986, Lovinger, 1993 y Malenka, 1998), el

cual se obtiene cuando las aferentes llegan al arbol dendritico o al soma de la



neurona postsinaptica generando un potencial postsinaptico que viaja hacia el

cono axoénico donde se genera el potencial de accién.
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Figura 5: En la figura se muestra un ejemplo representativo de un registro extracelular de una
poblacion de neuronas, este se obtuvo después de haber estimulado en la capa 5 y registrado
en la capa 2/3 de la corteza sensorio-motora. Mostrando en el potencial de accién los dos
componentes: Ny (antidromico) y N, (ortodrémico) este ultimo identificado como el sinaptico.

Facilitaciéon por pulso pareado.

La transmisidén sinaptica presenta diversos tipos de plasticidad a corto
plazo en su eficiencia sinaptica, mismos que se conocen como facilitacion (en
el rango de los milisegundos), aumentacion (milisegundos a minutos) y

potenciacién a corto plazo (minutos) (Debanne, et al., 1996).



Para el estudio de eventos presinapticos se utiliza comunmente el
protocolo de facilitacién por pulso pareado (FPP), el cual se basa en la
hipotesis del calcio residual propuesta por Katz y Miledi a finales de los anos
60’s (Katz y Miledi, 1967a; 1967b; 1968; 1970). Este protocolo consiste en
mandar dos estimulos de la misma intensidad en un intervalo corto de tiempo,
la amplitud de la respuesta al segundo estimulo (condicionada) generalmente
es mayor a la observada en la primera respuesta (condicionante), este
fenomeno se debe a que con la llegada del primer estimulo se abren canales
de calcio dependientes de voltaje, incrementando la concentracion intracelular
de calcio (Katz, y Miledi 1968,1970). Sin embargo el proceso de liberacién del
neurotransmisor dura muy poco tiempo (Barret y Stevens 1972), por lo que no
todo el calcio que entra con el primer estimulo (S+) es utilizado y permanece
varios milisegundos en el sitio de liberacion, debido a la lentitud de
amortiguamiento del calcio con relacion al evento sinaptico (Charlton y Smith,
1982), por lo que con la llegada de un segundo estimulo (S») el calcio que entra
con el nuevo estimulo se suma al calcio residual que ingresé a la terminal con
el primer estimulo (Andreasen y Hablitz, 1995). Al menos durante un periodo
muy breve de tiempo la concentracion de calcio es mayor, lo que incrementa la
probabilidad de fusién de las vesiculas (Parnas y Parnas 1982), aumentando la
liberacion del neurotransmisor. Asi cuando se mandan trenes de estimulos a
intervalos cortos de tiempo se observa ya sea un progresivo incremento en
FPP, o bien, un decremento en la amplitud de las respuestas sinapticas

depresion por pulso pareado (DPP) (Zucker, 1999).



Protocolo experimental.

En la mayor parte de los experimentos, se aplicaron dos estimulos de
igual intensidad con el fin de determinar la FPP. La cual se evalu6 como el
cociente entre la amplitud de la respuesta ortodromica al segundo estimulo (S2)

entre la respuesta al primer estimulo (S1):

Que expresado en porcentaje queda:

S
PPF = {2 —1] 100 @)

1

Durante el control, la intensidad de los estimulos se ajusto para ver poca
o ninguna FPP (S»/Si=1). Esto permitié detectar con facilidad los cambios
provocados por la administracién de los diferentes agonistas y antagonistas de
los neuromoduladores. El intervalo interestimulo seleccionado oscil6 entre 40 a
250 ms. Los experimentos se realizaron en presencia de bicuculina (10 pM)
con el fin de eliminar el componente inhibitorio GABAa (Barral et al.,

2000;2001).

La ecuacién (1) también se utilizd de la siguiente manera: Siendo Si=
%FPP en condiciones control, y S2= %FPP después de administrar los

agonistas a los neuromoduladores utilizados.



Analisis de Datos.

La significancia estadistica entre las muestras se determind utilizando
pruebas estadisticas paramétricas, t de Student para datos pareados, y
estadistica no paramétrica (U de Mann-Whitney). Para ello se empled el
software comercial Minitab (State College, PA, USA) (Daniel, 2002; Brown y
Rhothery, 1993).

La curva dosis respuesta fue ajustada con la ecuacién:

E. .—FE
y= Bt | .

Donde Epax Y Emin son los valores de las dosis maxima y minima
utilizadas, ECs es el valor obtenido al 50 % del valor maximo (Prism Graphpad,

Software Inc. San Diego, CA, U.S.A.).

Farmacos.

Los farmacos que se utilizaron en los experimentos del presente trabajo
fueron, Bicuculina antagonista GABAAa a una concentracion de (10 uM) (Sigma),
20H-saclofen antagonista de GABAs (150 uM) (Tocris), Baclofen agonista
GABAg; (1 uM) (Sigma), asi como 5-HT (1 uM) (Sigma). Todos fueron
preparados en soluciones stock y se agregaron al sistema de perfusion a las

concentraciones antes mencionadas.






RESULTADOS.

El papel del Ca** en la liberacién del neurotransmisor.

En primer término, se hizo necesario demostrar que la actividad eléctrica
que se estaba registrando correspondia a potenciales sinapticos. Para ello,
cualquier modificacién en la entrada de Ca®* a la neurona modifica la liberacion
del neurotransmisor en la terminal presinaptica. En la figura 6 se muestra como
diferentes concentraciones de Ca®* extracelular (0.5 — 4 mM) producen
cambios en la amplitud de los potenciales sinapticos y en la facilitacion por
pulso pareado. En la misma figura se puede apreciar que el componente
sinaptico N2 fue afectado por la menor entrada de iones a los canales de Ca**
dependientes de voltaje esto debido a la reduccion de las concentraciones de
Ca?*, quedando demostrada de esta manera la hipétesis del calcio residual
(Katz y Miledi, 1968.)

En nuestros resultados, la FPP (el cociente entre S2/S1) se incremento
en 318 + 134 %, al pasar de 1.47 + 0.05 en el control, a 6.15 £ 1.97 a bajas
concentraciones de Ca®" extracelular, cabe mencionar que la amplitud del
primer sinaptico (S1) se reduce claramente en comparacion con el segundo (S2)
(n = 6, P < 0.05, prueba de t de Student). Estos datos indican que el
componente Nz del potencial de campo registrado en la capa 2/3 de la corteza
sensorio-motora de la rata es un componente sinaptico, y que los cambios en la

entrada de calcio extracelular modifican el cociente (S2/S1).
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Figura 6: Observamos el protocolo (FPP), donde se administro a diferentes concentraciones
Ca’* extracelular, para demostrar la actividad sinaptica. En condiciones de bajo Ca** (0.5 mM)
se incrementa la FPP, mientras que en concentraciones de alto ca* (4.0 mM) se produjo DPP

(Depresion por pulso pareado).




La participacién de la 5-HT en la liberacion del neurotransmisor
en la corteza.

En la figura 7 se muestran los trazos correspondientes al curso temporal
del experimento en el que se tomo un control en presencia de Bicuculina (10
uM) durante 10 min. Posteriormente se administro la 5-HT (1 uM), en este
periodo se produjo una reduccion en la amplitud del potencial sinaptico de
161.9 £21.7uV a 106.3 £ 12 uV representando aproximadamente un 35% de
disminucién con respecto al control. Al mismo tiempo la relacion de S2/S+1 se
increment6 de 1.10 + 0.05 en condiciones control a 1.77 + 0.17 en presencia de
la 5-HT aumentando también la facilitacion por pulso pareado en un 61 £ 15 %
por arriba del control (P<0.01, n = 6, Prueba de t de Student para datos
pareados). Después de lavar la 5-HT, se agregd Cd**, bloqueador de canales
de Ca?* (25 uM, n=3), durante 30 min. El efecto fue similar al observado cuando
se aplico la 5-HT, es decir, también produjo una reduccion en la amplitud del
potencial sinaptico originado en la misma poblaciéon neuronal. Sin embargo, el
cociente de S2/S1 se incremento en mayor proporcion a la facilitacion por pulso
pareado producida por la 5-HT. Notese que el componente N1 no cambia ni en
presencia de la 5-HT ni de Cd?*. El Ginico componente que se modifica es el Nz,
que corresponde al potencial sindptico. Por lo que estos experimentos
muestran que la accién de la 5-HT ocurre sobre los componentes sinapticos al
estimular la capa 5 y registrar en la capa 2/3 de la corteza sensorio-motora de

la rata.
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Figura 7: Se muestran los registros que se obtuvieron de un tipico experimento, donde los
nimeros que se indican en la gréafica, corresponden a los trazos -electrofisiologicos
representados a la derecha de la gréfica. Al agregar la 5-HT (1 uM) se produjo una FPP de un
61 £ 15% por arriba del control (P<0.01, n = 6, prueba de ), posteriormente al lavado se
administro Cd** (25 pM), donde el cociente S2/S1 se incremento en mayor proporcion a la FPP,
producida por la 5-HT. Cabe mencionar que en los trazos 4 y 5 del protocolo, fueron
reescalados para obtener una mejor imagen del registro.




La relacion dosis-respuesta sobre el efecto dependiente de la
concentracion de la 5-HT.

Con la finalidad de conocer cual es la concentracion efectiva de la 5-HT
a utilizar a lo largo de este trabajo se obtuvo una curva dosis-respuesta, como
se muestra en la figura 8. Se manejo un rango de concentraciones de 0.03 M
a 1 uM probando una sola concentracion en cada rebanada, y promediando los
efectos de al menos cuatro experimentos por cada concentracién utilizada. De
esta manera se observo que la 5-HT incrementa la relacion S2/S1 de una dosis
dependiente, calculando una Ecsy de 2.36 x 10”7 mol/L. El efecto maximo se
observo a la concentracion de 1 uM, sefalando que la 5-HT actua
principalmente a nivel presinaptico en este rango de concentracion (Zhou y
Hablitz., 1999). Sin embargo, no se alcanz6 la dosis saturante pues a
concentraciones mayores a 1 uM (datos no mostrados), la accion de la 5-HT
produjo efectos mas variables, produciendo tanto FPP como DPP,

probablemente por la incorporacién del efecto a nivel postsinaptico.
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Figura 8: En esta grafica se muestra la curva dosis-respuesta del efecto producido con
respecto al cambio en la FPP, como un indicador del evento presinaptico, donde el efecto
maximo de la 5-HT fue de 1uM, la ECs, observada fue de 2.36 x 10”7 mol/L. A la derecha se
muestran los trazos del protocolo, donde se observa claramente la FPP producida por la 5-HT
con respecto al control.




El papel de la 5-HT en la modulacidén presinaptica en la corteza.

En la figura 9 se muestran los registros obtenidos en este experimento
donde se aplico por dos ocasiones la 5-HT (1uM) en un periodo de tiempo de
25 minutos durante cada prueba intercalados por el lavado (numero 3 de la
gréfica) todo fue en presencia de Bicuculina (10 puM) antagonista del receptor

GABAA.

A lo largo del experimento se observo una disminucién en la amplitud del
registro Sy aumento en la relacion S,/S1 indicando una inhibicién presinaptica

donde la FPP no disminuyé después de repetidas ocasiones.

Por otro lado, el efecto de la modulacién presinaptica ocasionada por la 5-
HT probablemente se debe a la participacion de receptores subtipo de la 5-HT

los cuales pueden encontrarse en las terminales de las células GABAérgicas.
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Figura 9: Se aprecia tanto en la grafica como en los trazos del protocolo (derecha), la
participacién de la 5-HT (1 uM) donde se aplicé en dos ocasiones, intercaladas por el lavado
mostrando nuevamente una FPP en el protocolo.




El efecto de la 5-HT en la inhibicién presinaptica producida por
la activacion de los receptores GABAg.

Para evaluar el efecto que produce la activacibn de receptores
serotonérgicos en presencia de agonistas y antagonistas del receptor GABAg,
se aplico la 5-HT en presencia del agonista Baclofen (1 My).

El protocolo experimental consisti6 en determinar en primera lugar el
efecto de la 5-HT y posteriormente la interaccion con el agonista. En este caso,
la aplicaciéon de la 5-HT (1 uM) produjo un incremento en la relaciéon S2/S1, es
decir se increment6 la FPP en un 90.0 + 24.7 % (mediana = 126.0, n =5, P <
0.05, Prueba de Mann-Whitney).

Después de retirar la 5-HT del bafno de perfusion, se aplicé Baclofen (1
uM), en este caso el agonista GABAérgico incrementd la FPP al compararla
con el control de (244.0 = 131.0 %, mediana = 147.3, P < 0.05, prueba de
Mann-Whitney), lo cual fue significativamente mayor a la obtenida por la 5-HT
aplicada a la misma poblacién neuronal. Notablemente, cuando se utilizo la 5-
HT en presencia del Baclofen la relacion S2/S1 que se habia incrementado por
la acciébn del agonista, se redujo casi completamente, este efecto fue
claramente significativo (-39.1 + 14.1 %, mediana = -39.4, n = 5, P < 0.01,
prueba de Mann-Whitney), mostrando que el efecto de la 5-HT ocluye la

inhibicion presinaptica producida por la activacién de receptores GABAg,
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Figura 10: La aplicacién del agonista Baclofen (1 uM) y de la 5-HT (1 uM) en el experimento
mostré6 en ambos casos una FPP, aunque la producida por el agonista fue mayor en
comparacién a la que se produjo por la 5-HT. Sin embargo la relacion S2/S1 que se habia
incrementado por la acciéon del Baclofen se redujo casi completamente al administrar la 5-HT
en la misma solucién (-39.1 £ 14.1 %, mediana = -39.4, n = 5, P < 0.01, prueba de Mann-
Whitney). A la derecha se muestran los trazos electrofisiolégicos correspondientes a la gréfica.




El efecto del antagonista de los receptores GABAs (2 OH-
saclofen), sobre la FPP producida por la 5-HT.

Con el fin de confirmar la interaccién de los receptores serotonérgicos
con los receptores GABAg, se aplicdé nuevamente la 5-HT (1uM) en presencia
del antagonista especifico de receptores GABAg, 20H-saclofen (150 uM).
Como se observa en la figura 11 la aplicacién de la 5-HT previamente produce
la inhibicion presindptica similar a la descrita con anterioridad. Por otro lado, la
aplicacion de 20H-saclofen no produjo cambios importantes en la relacion
So/S1 (-22.0 £ 4.6 %, mediana = -23.52, n = 5, NS, prueba de Mann-Whitney)
tal como se esperaba (Barral et al, 2000); al igual que cuando se aplico la 5-HT
en presencia de 20H-saclofen (13 £ 22 %, mediana = 16.4, NS, prueba de
Mann-Whitney). Tomados en su conjunto, el efecto de la 5-HT en presencia del
agonista y del antagonista del receptor GABAB, sugiere que probablemente la
accion de esta amina sea indirecta sobre las neuronas GABAérgicas que a su
vez pudieran estar actuando sobre las neuronas glutamatérgicas de la capa 2/3

de la corteza sensorio-motora de la rata.
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Figura 11: La influencia del antagonista 20H Saclofen (250 uM) y de la 5-HT (1 uM) mostrada
tanto en la grafica como en los trazos de la derecha. Marcan una clara diferencia del efecto de
ambos farmacos. De la misma forma que en el experimento anterior cuando se administré la 5-



HT, se produjo una FPP sin embargo en este caso no fue muy marcada. Por otro lado cuando
se aplicé 2-OH saclofen no hubo cambios importantes en la relacion S,/S; (-22.0 £ 4.6 %,
mediana = -23.52, n = 5, NS, prueba de Mann-Whitney), por ultimo la aplicaciéon de la 5-HT en
presencia de 2-OH saclofen, fue ocluida posteriormente por el efecto del antagonista de
GABAB (13 £ 22 %, mediana = 16.4, NS, prueba de Mann-Whitney).




DISCUSION.

La activacion de los receptores presinapticos por una variedad de
neurotransmisores y neuromoduladores pueden generar una inhibicion
presinptica la cual ayuda o sirve como medio de ajuste o regulacién de una
excesiva liberacién del neurotransmisor en la sinapsis. Previas evidencias
muestran que los moduladores presinapticos inhiben la entrada de corrientes
de Ca** dependientes de voltaje activando conductancias de K* (Lépez vy
Brown, 1992; Wu y Saggau, 1997).

Otros estudios han afirmado la posible participacién de los receptores de
la 5-HT en la modulacion presinaptica de la corteza (Féehring, et al 2002). Ya
que se ha demostrado que reduce corrientes de Ca®*, deprimiendo la
transmision sindptica excitatoria, es decir actia inhibiendo la transmision
glutamatérgica en moto neuronas de rata por un mecanismo presinaptico
(Schmitz, et al 1998). El efecto de la 5-HT puede estar relacionado con una
modulacién indirecta por una via de activacion a proteinas G y segundos
mensajeros, que a su vez compiten o interactdan en el sitio de accién con otra
clase de receptores.

En este caso con los receptores GABAB que se localizan en los cuerpos
de las interneuronas inhibidoras de la corteza cerebral, las cuales establecen
sinapsis sobre neuronas piramidales. Por lo tanto pueden ejercer una influencia
inhibidora directa sobre la génesis de los potenciales de accién en el segmento
inicial del axén de las neuronas piramidales (Krnjevic, 1997; Rodney y Kevan,

1998).



Se han reportado observaciones similares en otras areas cerebrales,
sugiriendo que la activacibn de receptores GABAg producen inhibicion
presinaptica (Barral, et al., 2000; Murakoshi, et al., 2001).

Por tal motivo la importancia de este trabajo se centra en la evaluacién y
correspondencia de los receptores serotonérgicos y GABAérgicos en particular
la modulacién presinaptica producida por la activacion de receptores
serotonérgicos en la sinapsis de la capa 2/3 de la corteza sensorio-motora,
después de haber estimulado la capa 5.

Los resultados muestran que la inhibicién presinptica producida por la
5-HT es dependiente de la concentracion utilizada, con una ECsy de 2.36 x 10”7
mol/L. Ademas cabe mencionar que sucesivas aplicaciones de la 5-HT en el
mismo experimento no modifican la FPP. Sin embargo, para la construccion de
la curva dosis-respuesta, se utiliz6 una rebanada para cada concentracion
probada (n = 6, para cada punto). Hasta donde sabemos no se han realizado
curvas dosis-respuesta de serotonina utilizando como indicador un aspecto
funcional como lo es el protocolo de pulsos pareados. La variabilidad
observada no es sorprendente ya que tanto las neuronas de la capa 2/3 como
las interneuronas presentan respuestas variables a la 5-HT (Féehring, et al.,
2002; Zhou y Hablitz., 1999). A concentraciones mayores a 1 UM (datos no
mostrados) encontramos depresién por pulso pareado, posiblemente por la
activacion de diferentes tipos de receptores serotonérgicos, tanto pre-como

postsinapticos, tal es el caso del receptor 5HT2a (Féehring, et al., 2002).

Del mismo modo como puede observarse en los resultados obtenidos en

este trabajo, se ha reportado que el receptor GABAB se activa con la presencia



del Baclofen dando como resultado, a nivel presinaptico, una disminucién de la
corriente de Ca®* (Bowery, 1993) que puede interpretarse como una fuerte
influencia inhibitoria en la sinapsis cortical, la cual se refleja como un
incremento en la relacion S,/S;.

La inhibicién presinaptica producida por Baclofen fue mayor a la
observada por la 5-HT a las mismas concentraciones y aplicadas a la misma
poblacién neuronal. Esto pudiera deberse a que existe un menor nimero de
receptores serotonérgicos que GABAérgicos ya que la region de la corteza en
los mamiferos, posee una enorme poblacion de interneuronas de las cuales
casi el 97% son GABAérgicas (Krnjevic, 1997). Sin embargo, la inhibicidén
presinaptica producida por la activacién de receptores GABAg, fue revertida por
la aplicacion de la 5HT en presencia del agonista de GABAs. Una posible
explicacién es el hecho de que tanto los receptores de la 5-HT como el receptor
GABAg, activan la misma cadena de senalizacién intracelular a través de una
proteina Gy, sensible a la toxina Pertussis (Odagaki y Fuxe, 1995) y ambos
receptores inducen la activacion de canales de potasio rectificadores anémalos
a través de una via delimitada a membrana. Por lo que es posible que el
mecanismo por el cual la 5-HT y el GABA que producen inhibicidén presinaptica
sea comun para ambos receptores (Jeong, et al., 2001).

Otra posible explicacion del efecto de la 5-HT sobre los receptores
GABAg consiste en suponer que la accion de la 5-HT actia sobre las sinapsis
que se establecen entre las interneuronas GABAérgicas y que modulan a las
neuronas glutamatérgicas. De tal modo que cuando se produce la activaciéon de
receptores GABAg por el Baclofen, se inhibe la liberacién de glutamato en las

sinapsis de la capa 2/3, pero cuando se aplica la 5-HT se ocluye el efecto del



agonista GABAérgico, probablemente porque la 5-HT inhibe la liberacion de
GABA. Finalmente el bloqueo de los receptores GABAB, en presencia del
antagonista 2-OH saclofen, no muestra efecto alguno, aun cuando se agrega
la 5-HT en presencia del antagonista, probablemente porque todos los
receptores de GABA estan bloqueados y aunque la 5-HT siga teniendo efecto,

este no se observa.



CONCLUSIONES.

» La inhibicion presinaptica producida por la activaciéon de la 5-HT fue
dependiente de la concentracion utilizada.

> La activacion de los receptores GABAérgicos del tipo GABAg por medio
de su agonista Baclofen (1uM), produjeron una inhibicién presinaptica
mayor que la producida por la 5-HT. Sin embargo este efecto se revirtio
cuando se agrego la 5-HT en presencia del agonista.

» En el caso del antagonista (2-OH saclofen), se encontr6 que la FPP
producida por la 5-HT, fue revertida.

» La modulacién presinaptica producida por la 5-HT sirve como un
mecanismo de ajuste para prevenir una excesiva liberacion del
neurotransmisor en la terminal sinaptica.

> Los resultados sugieren que la 5-HT actua modulando la activacion de
los receptores GABAB, ya que interactia y compite por un sitio de accién
en la inhibicion presinaptica producida en la corteza sensorio-motora de
la rata.

» En conjunto los datos obtenidos en este trabajo nos llevan a concluir lo
importante que es el empleo del protocolo farmacoldgico, para poder
estudiar los procesos de sintesis, modulacion vy liberacion de
neurotransmisores.
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