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Poesia
Tiempo

Sabia virtud de conocer el tiempo
A tiempo amar y desatarse a tiempo
Como dice el refran dar tiempo al tiempo
Que de amor y dolor alivia el tiempo.

Agquel amor a quien amé a destiempo
Martirizéme tanto y tanto tiempo
Que no senti jamds correr el tiempo
Tan acremente, como en ese tiempo.

Amor queriendo, como en otro tiempo
Ignoraba yo aiin que el tiempo es
Oro jhayj cuanto tiempo perdi jhay;
jCudnto tiempoj

y hoy que de amores ya no tengo tiempo
amor de aquellos tiempos
cuanto afioro la dicha inicua

de perder el tiempo.

Renato Leduc



Pensamiento
Si una montafia se interpone en tu camino, rodéala. Si no puedes rodearla,
Pasa por encima. Si no puedes pasar por encima,
Detente y pregiintate si vale la pena llegar al otro lado
En caso afirmativo cava un tiinel.

Anonimo
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Resumen

El registro extracelular de potenciales de campo junto con el protocolo de facilitacién por pulso
pareado (FPP) fueron usados para medir la inhibicién presindptica provocada por la activacion de
receptores a opiaceos tipo delta en la transmision sinaptica corticoestriatal. La aplicacion de DPDPE (1
KUM) agonista de receptor a opidceos tipo delta, produjo un incremento en la FPP de un 73.5 + 20.64 %.
El bloqueo de canales de potasio mediante el empleo antagonistas no especificos produjo depresion por
pulso pareado (DPP) sugiriendo un papel importante de los canales de potasio en los procesos de
modulacidn de la liberacién de neurotransmisores.

La aplicacion de DPDPE en presencia de bloqueadores no especificos de canales de K produjo
resultados diversos. Bajas concentraciones de Tetraetilamonio (TEA; 1 mM) y 4-Aminopiridina (4-AP;
1 mM) no fueron capaces de ocluir la activacion de receptores tipo delta por el DPDPE. Sin embargo,
la activacion de receptores tipo delta por el DPDPE fue completamente ocluida en presencia de altas
concentraciones de TEA (20 mM), asi como en presencia de cesio (5 mM) y bario (400 uM). El cesio
fue el bloqueador mas efectivo para ocluir la accién del DPDPE, mientras que el bloqueo de canales de
potasio mas fuerte fue producido por la 4-AP.

Tomados en su conjunto, los datos sugieren que la inhibicién presinaptica de las aferentes
corticoestriatales por opiaceos tipo delta es mediada por la modulacién de conductancias de potasio.
Nuestros datos son consistentes con la accion modulatoria de la activacion de receptores tipo delta a
través de canales de K’ rectificadores entrantes activados por proteinas-G (Grk), o por canales de
potasio responsables de las corrientes transitorias rapidas, como es el caso del canal Ky1.4.



Introduccion

Transmision sinaptica y Neuromodulacion.

La transmision sinaptica es el proceso mediante el cual el sistema nervioso transmite su
informacion, esta comunicacion intercelular ha sido estudiada en detalle debido a su importancia en los
procesos de percepcidn, movimientos voluntarios, aprendizaje y memoria entre otros. Dichos
fendmenos se llevan a cabo en el sistema nervioso a través de las sinapsis; sitio en el cual una neurona
se comunica con otra (Purves et al, 2001). Existen dos tipos de sinapsis: eléctricas y quimicas. Se
distinguen entre si por su morfologia y su mecanismo de funcionamiento. En las sinapsis eléctrica la
célula presinaptica transfiere su informacion a la célula postsindptica a través de una union
comunicante que forman varias conexinas entre las dos neuronas y por el cual el potencial de accion es
transmitido, provocando que la neurona postsindptica se depolarice, generando de ese modo potenciales
de accidn postsinapticos, esta sinapsis solamente media acciones excitatorias (Lodish et al, 2002).

La Sinapsis Quimica

En la sinapsis quimica la neurona presindptica esta separada de la neurona postsinaptica por un
espacio sinaptico, la llegada de un potencial de accion a la neurona presinaptica inicia el proceso de
liberacion de sustancias quimicas conocidas como transmisores, mismos que se sintetizan, se
almacenan en vesiculas y se liberan por un mecanismo de exocitosis regulada por calcio desde la
terminal presinaptica (Walmsley et al, 1998). Los transmisores quimicos liberados se difunden a través
del espacio sinaptico los cuales interactian con los receptores de la membrana postsindptica, la
activacion de los receptores causa que la célula se despolarice o se hiperpolarice es decir; producen
acciones excitatorias 0 inhibitorias en las células postsinapticas dependiendo del tipo de transmisor que

sea liberado (Hammond, 2001; Lodish et al, 2002).



Es importante mencionar que la liberacidon del transmisor no solamente va depender de la
llegada de un potencial de accidn a la terminal presindptica sino también de la entrada del i6n calcio a

través de la apertura de los canales de calcio sensibles al voltaje figura 1.

Terminal
Presinaptica

Sinapsis
J
|
Vesiculas
sinapticas
Terminal
Receptores postsinaptica

Figura 1. La sinapsis. Esquema que muestra la disposicion de los elementos presinapticos y
postsinapticos en una sinapsis quimica tipica.

Las sinapsis quimicas se han clasificado como rapidas y lentas. Se considera que una sinapsis
quimica es rapida cuando se activan receptor ionotropicos, los cuales estdn ligados directamente a
canales en la membrana produciendo un flujo inmediato de corriente a través de los canales idnicos
dependientes de voltaje. Mientras que la sinapsis quimica lenta ocurre cuando el neurotransmisor
(frecuentemente neuropéptidos) activan receptores metabotropicos los cuales estan ligados a proteinas-
G y a mecanismos de segundos mensajeros (Kandel y Schwartz, 1982; Gage, 1992; Dunlap 1998;
Hille, 2001;). La proteina-G funciona amplificando una sefial recibida por un receptor transmembranal,

transmitiendo el mensaje a una proteina efectora dentro de una neurona.



Las proteinas-G pueden interactuar con dos clases principales de proteinas efectoras, canales
i6nicos y enzimas, lo cual puede provocar que un canal se active o inactive, asi como estimular &
inhibir a las enzimas (Wickman y Clapham, 1995; Hille, 2001; Rockhold 2002).

Neurotransmisores

Los neurotransmisores son sustancias que se liberan en la sinapsis quimica desde las terminales
presinapticas y que afectan a la célula postsinaptica (Zimmerman, 1993; Kandel, 2000; Hammond,
2001). Se conoce que en algunas sinapsis muchos transmisores activan no solamente receptores en las
células postsindpticas (heteroreceptores), sino que se pueden activan a si mismas (autoreceptores). La
activacion de los autoreceptores usualmente modulan la transmisién sindptica limitando la liberacion
del transmisor (Miller, 1998). Debido a lo anterior se puede decir que un neurotransmisor va ser
excitatorio o inhibitorio de la transmision sinaptica dependiendo del tipo de receptores que éste active
(Hammond, 2001; Hille, 2001).

Se considera un neurotransmisor a una sustancia cuando es capaz de producir cambios en el
potencial de membrana de la célula postsindptica, ya sea despolarizando (estimulando) o
hiperpolarizando (inhibicién) a la célula. Estos cambios se dan de manera rapida cuando el transmisor
usa canales i16nicos dependientes de voltaje, y lentos cuando participan los mecanismos de segundos
mensajeros. Asimismo, otras caracteristicas para definir a una substancia neurotransmisora pueden ser:
A) El transmisor debe de estar localizado principalmente en terminales nerviosas, preferentemente en
las vesiculas sinapticas agregadas dentro de las terminales. B) El transmisor es selectivamente liberado
por estimulacidn nerviosa, la liberacion depende también del flujo del calcio al interior de la célula. C)
El transmisor reacciona especificamente con receptores de la membrana postsindptica y presinaptica, o
en ambos. Estas respuestas son bloqueadas por antagonistas especificos y activadas por agonistas

especificos los cuales simulan la accion del transmisor.



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

Los neurotransmisores y neuromoduladores clasicos incluyen la acetilcolina, dopamina,
serotonina, aminoacidos excitatorios como el glutamato y el acido aspartico y los inhibitorios GABA y
glicina. Otros neuromoduladores de naturaleza no peptidica que se incluyen en este grupo son la
histamina y oxido nitrico, sin embargo no presentan las propiedades necesarias para considerarlas como
neurotransmisores (Strand, 1999).

Neuromoduladores

Es posible de que algunas substancias que actian como neurotransmisores en algunos tipos de
sindpsis, puedan actuar como neuromoduladores en otras sinapsis (Masaya y Takatsuji, 1998). Estas
sustancias son principalmente los neuropéptidos; los cuales participan de manera importante en el
control y expresion del comportamiento en un gran numero de animales. Entre los neuropéptidos se
encuentran la somatostatina, la sustancia P, los péptidos opioides como las B-endorfinas, las dinorfinas
y las encefalinas (Metionina encefalina y Leucina encefalina) (Hille, 2001, Hammond, 2001). Las tres
clases de receptores a opiaceos WU, O y K, parecen actuar como neuromoduladores, inhibiendo la
liberacion de muchos neurotransmisores incluyendo a la epinefrina, dopamina, acetilcolina y sustancia
P (Strand,1999).

Dentro del sistema nervioso central los neuropéptidos son generalmente considerados como
moduladores de la transmision sindptica. Sin embargo algunos péptidos pueden actuar también como

neurotransmisores (Bjorklund et al, 1990; Koob et al, 1990).



Tipicamente los neuropéptidos se coliberan con uno o mas neurotransmisores (Hokfelt, 1991;
Lundberg, 1996), por ejemplo los péptidos coexisten con los transmisores cldsicos tales como el
glutamato, GABA, glicina y ATP encontrandose juntos en una misma neurona (Hokfelt et al, 2000). Se
ha demostrado que muchos péptidos en las neuronas utilizan el GABA como su principal transmisor
(Penny et al, 1986).

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

a través de enzimas proteasas y péptidos (Strand, 1999).

Modo de Accion de los Neuromoduladores

El mecanismo por el cual los neuromoduladores afectan la excitabilidad y los patrones de
disparo difieren notablemente. Muchos neuromoduladores neuropéptidos actiian a través de segundos
mensajeros, utilizando proteinas-G (Wickman y Clapham, 1995). Cambios en los niveles de AMPc,
calcio, inositol trifosfato, o diacilglicerol pudieran afectar la permeabilidad de la membrana a iones y
consecuentemente la excitabilidad de la membrana postsindptica, asi como la respuesta de la célula a

los neurotransmisores.



Los neuromoduladores pueden afectar un gran ntimero de receptores; los cuales pueden ser
postsinapticos, presinapticos, o autoreceptores, dependiendo de su localizacidon. Ellos pueden actuar
presinapticamente incrementando (facilitando) o inhibiendo (deprimiendo) la liberacion de otros
transmisores; o pueden actuar sobre autoreceptores presinapticos para facilitar o inhibir su propia
liberacion (Miller, 1998).

Modulacion Sinaptica

Se conoce que la activacion de receptores metabotropicos en las terminales presinapticas modulan
la funcion de los canales de calcio y potasio dependientes del voltaje, asi como la produccion de
segundos mensajeros y fosforilacion de proteinas (Levitan, 1994). La modulacion de estos canales
puede regular la liberacion del neurotransmisor controlando la cantidad de calcio que entrada a la
terminal presinaptica durante un potencial de accioén (Eliot et al, 1993; Wu y Saggau, 1997). Tales
alteraciones de las propiedades de los canales son frecuentemente llamadas modulacidn, este proceso
permite que la célula este controlada por sefiales internas y externas. Los estimulos que inducen
modulacion son los neurotransmisores; estas moléculas usualmente actian sobre un receptor que
manda sefiales a la membrana para iniciar una amplia cascada de eventos intracelulares afectando a los
canales, bombas, enzimas, al citoesqueleto, factor de transcripcion y otras proteinas. En las neuronas la
accion modulatoria puede disminuir la liberacion del neurotransmisor. Se puede hablar de modulacion
a nivel presindptico y postsindptico. La modulacioén postsinaptica se refleja como una reduccion de la
respuesta por los receptores especificos afectando directamente la excitabilidad postsindptica. Sin
embargo la modulacidn presinaptica puede producir una disminucion en la liberacidon del transmisor
sindptico, y puede servir como un mecanismo de ajustar la eficacia sindptica o prevenir una excesiva
liberacion de neurotransmisores (Lopez y Brown, 1992; Miller, 1998).

En el caso de los receptores metabotropicos acoplados a proteinas-G, se han sugerido tres

. . . .y ., . . e ey, +
mecanismos principales de modulacidon presindptica: A) La inhibicion de los canales de Ca* en la



terminal nerviosa, B) la activacion de canales de K presinapticos y C) modulacién directa de uno 6
mas componentes del aparato de liberacion vesicular (Wickman y Clapham, 1995; Wu y Saggau, 1997;

Miller, 1998; Hille, 2001).

Modulacion Sinaptica por canales de Calcio

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

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

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

(Wu y Saggau, 1997).



Modulacion Sinaptica por canales de Potasio

Previos trabajos muestran que bloqueadores de canales de potasio incrementan la liberacidon del
transmisor alargando presinapticamente potenciales de accién indicando que los canales de K'
dependientes de voltaje (Ky) en la terminal nerviosa participan en la regulacion de la liberacion del
transmisor (Katz y Miledi, 1969; Augustine, 1990). Por ejemplo los canales de Ky en la terminal
nerviosa también pueden mediar modulacion sinaptica a través de sefiales moleculares y drogas
(Ishikawa et al, 2003). La modulacién presindptica por canales de potasio consiste en activar
conductancias de potasio, a través de receptores acoplados a proteinas-G (Mitz et al, 1995). Al
incrementar la conductancia del i6n K* se disminuye la duracién y amplitud del potencial de accion en
la terminal sinaptica. Por lo tanto la depolarizacidn en la terminal es menos efectiva, ya que los canales
de Ca*" permanecen menos tiempo abiertos y en consecuencia una menor cantidad de neurotransmisor
es liberado (Graham y Redman, 1994). Robitaille y colaboladores (1993) observaron que en la terminal
motora de anfibio los canales de potasio tipo BK, son activados durante la entrada de calcio lo que los
llevo a pensar que estos canales se encuentran cerca de los canales de calcio pudiendo regular la
liberacion del transmisor.

A continuacidén se describen los diferentes canales de potasio que se pueden encontrar en las

terminales nerviosas.

Canales de Potasio en la Terminal Presinaptica

Los canales de potasio son muy diversos y se presentan en las células excitables y no excitables.
Los miembros de esta familia de canales participan en los procesos de sefializacion celular regulando la
liberacion de neurotransmisores, latido del corazon, secrecion de insulina, excitabilidad neuronal,

contraccion del musculo liso y volumen celular entre otros (Shieh et al, 2000).



Los canales de potasio que se encuentran en las terminales nerviosas pertenecen a una familia
muy diversa, en general todos participan en el mantenimiento del potencial de reposo de la membrana,
algunos se activan después de la llegada de un potencial de accidén a la terminal, disminuyendo la
duracion del potencial de accidn, asi como la entrada de calcio y modulan el disparo de las neuronas
(Meir et al, 1999). Como resultado de estas acciones los canales de potasio juegan un papel critico en la
regulacion de la liberacion del transmisor (Gribkoff et al, 2001; Dodson y Forsythe, 2004). Debido a
que los canales de potasio juegan un papel importante en la excitabilidad y en los patrones de disparo
de las células, no es sorprendente que su probabilidad de apertura este frecuentemente regulada por
otras sefiales celulares. Fisiologicamente se muestra un control intracelular por segundos mensajeros y
proteinas kinasas (Hille, 2001).

Los canales de potasio se caracterizan tanto funcionalmente y/o molecularmente dentro de tres
clases: 1) La familia de rectificadores salientes dependientes de voltaje (Kv), 2) la familia de canales
rectificadores entrantes; 3) y la familia de canales activados por calcio. La rectificacion se refiere a la
relacion no lineal entre la corriente y voltaje de un canal i6nico. Los canales de potasio dependientes de
voltaje se componen de subunidades o integradas en la membrana las cuales forman el poro del canal y
algunas veces se encuentran asociadas con subunidades . Las subunidades  cuando se presentan
pueden modificar las propiedades de compuerta del canal (McManus et al, 1995). Cada subunidad «
contiene seis segmentos hidrofobicos (repelen el agua), S1-S6, que se encuentran en la membrana con
un dominio formador del poro llamado HS 6 P, entre el S5 y el S6 se encuentra el segmento S4, el cual
es considerado como el censor del canal cargado positivamente (Fig. 2). Los canales de Kv son
intrinsicamente sensibles a cambios en el potencial de membrana y son tipicamente activados a
potenciales de membrana por arriba del potencial de reposo o sea se abren en respuesta a la

depolarizacion de la membrana y sirven para repolarizar la célula (Jan y Jan, 1994).
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Los canales de potasio rectificadores entrantes por el contraste tienen solamente 2 dominios
transmembranales en cada subunidad y son sensibles a cambios en la concentracion de potasio (Fig. 2).
Estos canales permiten que el flujo de iones potasio sea mayormente hacia el interior de la membrana
que hacia el exterior, controlando el potencial de reposo de la membrana oponiéndose a la
depolarizacion sin causar una masiva perdida de iones potasio (Yeh y Nung, 1994). Finalmente los
canales de potasio activados por calcio alteran la trayectoria de la espiga de las células excitables y
generalmente disminuyen la excitabilidad inducida por el incremento de calcio.

Cada clase exhibe regulacion por proteinas-G dependiendo de la via de segundos mensajeros,
las evidencias provienen principalmente de estudios sobre los canales rectificadores entrantes

(Wickman y Clapham, 1995).

A. Seis segmentos B. Dos segmentos C. Cuatro segmentos
transmembranales transmembranales y un poro.  transmembranales y dos poros.

B T TV Y
TR —*ﬁ_p.u: vy L4

sl e——

: U HH,- U
ST = L B
5 oo it GO0

Figura 2. Esquema representativo de la clasificacion estructural de canales de potasio. En A se
muestran los canales de potasio dependientes de voltaje se componen de 4 subunidades o, cada
subunidad contiene seis segmentos transmembranales (S1-S6) y un poro conductivo entre el segmento
S5 y S6 con un censor del voltaje (cargado positivamente) localizado en el segmento 4. En B canales
de potasio rectificadores entrantes con 4 subunidades que contienen dos segmentos transmembranales

(M1 y M2) con un poro (P). En C, canales de potasio con 4 segmentos transmembranales y dos poros
(Shieh et al, 2000).
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1) Canales de potasio dependientes de voltaje:

A) Los rectificadores retardados Ik. Estos canales son sensibles a cambios en el voltaje de la
membrana, a la llegada de un potencial de accion estos canales se activan con un retardo produciendo
principalmente la repolarizacion de la membrana. Por lo que un potencial puede ser corto (1-100 ms) 6
largo (100-1000 ms). Se dividen en dos componentes el lento y el rapido; el primero es el responsable
de la repolarizacion de la membrana y regula la duracidn de los potenciales de accidn, el segundo esta
involucrado en la regulacidn de la liberacion del transmisor (Meir et al, 1999).

B) Canales de potasio Tipo A. Estos canales son importantes en la regulacion de la
excitabilidad celular en neuronas de vertebrados e invertebrados (Hille, 2001). Dichos canales se
activan en la depolarizacién especialmente después de un periodo de hiperpolarizacion, regulan el
disparo repetitivo de las neuronas, en algunos casos contribuyen a la repolarizacion del potencial de
accion. Se activan e inactivan rapidamente. Son importantes en la frecuencia de modulacion de
fendmenos tales como facilitacion, potenciacion tetanica y potenciacion postetanica. En el potencial de
reposo usualmente estan inactivados y en general sirven como reguladores del intervalo interespiga.

2) Los rectificadores entrantes 6 anémalos (Jan y Jan, 1997). Estos canales se activan por un
aumento en la hiperpolarizacién y disminuye en la depolarizaciéon. Son blanco importante de
modulacién por neurotransmisores y segundos mensajeros. Los canales de potasio rectificadores que
son regulados por proteinas-G (GirK) se activan por algunos transmisores como los opidceos,
acetilcolina, dopamina, glutamato y serotonina. La superfamilia de los Kir, en la cual se incluye
proteinas-G ligados a rectificadores entrantes y a canales de potasio dependientes del ATP. Los canales
de potasio rectificadores entrantes estdn presentes en el musculo esquelético, células del corazén y

neuronas centrales donde ellos son importantes mediadores de la accion del transmisor (Hille, 2001).
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Se han encontrado canales Kir en las terminales nerviosas tdlamo-corticales e hipocampo
sugiriéndose que median la accidn de receptores a opiaceos tipo L presentes en las terminales nerviosas
(Ponce et al, 1996).

3) Las corrientes de potasio dependientes de calcio (Ixca): Se encuentran en las terminales
sindpticas (Knaus et al, 1996), son frecuentemente el blanco de modulacion por neurotransmisores y
estan implicados en la patogénesis neuroldgica y desordenes siquiatricos (Faber y Sah, 2003). En
muchas neuronas, el flujo de calcio durante potenciales de accion activa canales de potasio que generan
corrientes que contribuyen a la repolarizacion de potenciales de accion y al postpotencial
hiperpolarizante. (Sah y McLachlan, 1992) Los canales de potasio dependientes de calcio hacen mas
larga la hiperpolarizacidn, esta corriente se activa por un incremento en la concentracion de calcio. Aun
en concentraciones internas de calcio estables, los canales BK, se comportan probablemente como los
rectificadores retardados, activandose en la depolarizacion, por lo que, a mayor depolarizacidon se
incrementan las conductancias de (Ix(ca)) (McManus, 1991).

En base a sus propiedades biofisicas y farmacologicas los K(ca) se dividen en corrientes lentas y
corrientes rapidas. La corriente rapida se activa en milisegundos y participa en la fase repolarizante de
un potencial de accidon. La corriente lenta se activa con un retardo de 10 milisegundos y participa
principalmente en el postpotencial hiperpolarizante (Sivaramakrishnan et al, 1991a;Meir et al, 1993).

Los canales de potasio dependientes de calcio se pueden dividir en dos grupos en base a su
conductancia: los canales BK,, (mslo) y los canales SK, (ski).

La activacion de los canales BK., contribuye a la repolarizacién del potencial de accion, son
sensibles al voltaje, y requieren 1-10 uM de calcio para activarse a potenciales de membrana cercanos

al potencial de membrana de reposo (-50 a -70 mV).
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Los canales de potasio SK., juegan un importante papel en la excitabilidad de la célula, son
selectivos de iones potasio, independientes del voltaje y se activan por un incremento en la
concentracion intracelular de calcio durante un potencial de accion.

La concentracion de calcio requerida para su activacion oscila desde los 10 nM a los 10 uM, asi
como también se requiere depolarizacién de la membrana (Bielefeldt y Jackson, 1993; Gribkoff et al,
2001).

En muchas neuronas, los potenciales de accion son seguidos de una hiperpolarizacion, la cual
puede durar varios segundos. Esta hiperpolarizacion tiene varias fases como resultado de la activacion
de diferentes tipos de canales de potasio; la hiperpolarizacion rapida la cual dura 1-10 ms se debe
principalmente a la activacién de corrientes de potasio dependientes de voltaje. La hiperpolarizacion
rapida puede ser prolongada con una duracion de varios cientos de milisegundos a segundos, producida
por la activacién de conductancias de potasio dependientes de calcio que son secundarias a la entrada
de calcio durante un potencial de accion y usualmente se le conoce como pospotencial hiperpolarizante.
El pospotencial hiperpolarizante tiene dos funciones: limita la frecuencia de disparo de la neurona y es
responsable de generar el fenomeno de adaptacion a la frecuencia de disparo (Sah, 1996).

El pospotencial hiperpolarizante (PPH) presenta dos componentes que son mediados por
diferentes canales de K(ca): El componente rapido PPHy el cual ayudan a repolarizar el PA y regulan el
intervalo interespiga, mientras que el componente lento PPHy ayuda en la adaptacion a la frecuencia de
disparo.

Farmacologia de los canales de potasio

Los canales de potasio pueden ser modificados por varias toxinas, neurotransmisores, drogas y
iones. Y se dividen en dos categorias: agentes que inhiben o bloquean los canales de potasio y agentes
que incrementan su actividad. En la tabla I se muestra algunos de los bloqueadores de los canales de

potasio.
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Tabla I. Agentes bloqueadores de los canales de potasio.

Canales de potasio ' Bloqueadores que actian externa- e internamente.
Rectificadores retardados. 7 TEA, Cs', Ba”", 4-AP, Dendrotoxina etc.
Tipo A 4-AP, TEA, Dendrotoxina etc.
Kca) TEA (BK), Cs’, Apamina (SK), Caribdotoxina etc.
Rectificadores entrantes TEA, Cs", Ba”", St’, Rb " etc.

Rectificadores retardados: TEA, Ba“", Cs" (Castle et al, 1989).
Componente rapido 4-AP (Sivaramakrisnan et al, 1991b)

Componente lento. El componente lento se bloquea con DTX (Dreyer y Penner,
1987; Tabti et al, 1989).

Corriente A, son canales TEA 20 mM bloquea parcialmente (Golard et al, 1992). TEA 1-
dependientes de voltaje. 2 mM (Thorn et al, 1991)

Sensible a 4-AP (3-5 mM; Golard et al, 1992).

Cs" (Bielefeldt et al, 1992)

Sensible a 4-AP (1-4 mM), insensible a TEA (1-20 mM),
Sensible al TEA y Cs" intracelular (Rudy, 1988).

Rectificadores entrantes 6 Sensible al TEA intracelular, Cs’ y Ba” (Rudy, 1988).

andémalos; Katz 1949). Cs", Ba®", Rb", Sr*" (2 mM).Menos sensible a TEA extracelular
y Cs" intracelular (Nicoll et al, 1990).
Los canales de potasio Generalmente se bloquean con el Ba™ y Cs'.

dependientes de calcio (K,). | SK insensibles a TEA, pero son sensibles a apamina (Rudy,
Se dividen en dos corrientes: | 1988).

BKa y SKea. BK son altamente sensible a TEA externo, pero a bajas
concentraciones y por caribdotoxina (Rudy, 1988; Yellen, 1984).
BK sensibles a TEA (20 mM)

Abreviaturas: TEA; tetractilamonio, DTX; dendrotoxin, 4-AP; 4 aminopiridina, Ba”"; bario, Cs; cesio.

Caracteristicas de los bloqueadores de los canales de potasio.
Casi todos los canales de potasio son bloqueados por TEA, Ba®’, y Cs* intracelular.

Sivaramakrisnan y colaboradores (1991) mostraron que 4-AP bloquea canales de potasio rectificadores

retardados en las terminales axonicas de calamar haciendo que el potencial de accidn se prolongue
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incrementando la liberaciéon del transmisor. Los rectificadores retardados pueden ser bloqueados por la
aplicacion extracelular de 4-AP.

El TEA es impermeable y su efecto bloqueador difiere cuando se aplica internamente &
externamente sugiriendo dos sitios de unidon (Amstrong y Hille, 1972) su aplicacidon externa bloquea
algunas pero no todas las corrientes de potasio (Stanfield, 1983), su aplicacién interna es menos
especifica y usualmente menos potente. EI TEA es un bloqueador especifico de BK., y SK., cuando se
aplica extracelular e intracelular pero los canales BK,, parecen ser mas sensibles a la aplicacion interna
de TEA que los canales SK., (Meir et al, 1999). La alta sensibilidad al bloqueador TEA de los BK¢,
consiste con la presencia de un residuo aromatico en la boca del poro (MacKinnon y Yellen, 1990;
Heginbotham y MacKinnon, 1992). Los SK,, son sensibles a apamina (Lancaster et al, 1991).

Los canales de potasio activados por calcio pueden también ser modulados por péptidos
incrementando su apertura (Ewald et al, 1985).

El i6n Cesio (Cs") es otro bloqueador no especifico de muchos canales de potasio (Hille, 2001),
bloquea las corrientes tipo A (Bielefeldt et al, 1992), aunque también pueden ser bloqueadas con 4-AP
y TEA (Thorn et al, 1991). Cationes divalentes en particular Bario (Ba®") también bloquean los canales
de potasio (Amstrong y Taylor, 1980; Latorre y Miller, 1983).Bloquea presinaptica mente a los canales
de potasio dependientes de calcio cuando se aplica extracelular o intracelularmente (Meir et al, 1999).

Los canales de K(c,) han sido detectados en las terminales presindpticas de varias sindpsis pero
desgraciadamente su papel en la regulacién de la transmisidn sindptica se desconoce (Robitaille y
Charlton, 1992).

Entre las canelopatias producidas por canales de potasio tenemos a la neuromiotonia adquirida
(Sindrome de Isaac). Es un desorden caracterizado por hiperexcitabilidad de los nervios motores y

algunas veces por anormalidades centrales.
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La hiperexcitabilidad nerviosa del sindrome de Isaac es probablemente el resultado de un ataque
inmunoloégico sobre los canales de potasio dependientes de voltaje localizados a lo largo del nervio

motor o en la terminal nerviosa (Meir et al, 1999).
Modulacion sinaptica en el neoestriado de rata

El neoestriado esta formado por el nucleo caudado y putamen, es la principal estructura de
entrada de los ganglios basales, recibe aferentes glutamatérgicas de todas las areas de la corteza
cerebral de las areas motoras, sensoriales, de asociacion y limbicas (McGeorge y Faull, 1989; Bennet y
Bolam, 1994; Bargas et al, 1998b; Venance y Glowinski, 2003). Estas aferencias establecen sinapsis
glutamatérgicas con las neuronas espinosas medianas del neoestriado (Calabresi et al, 1993; Bargas et
al, 1998a), también recibe aferentes del tdlamo, y es densamente inervado por neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra pars compacta y por neuronas serotonérgicas del nucleo del rafe, el neoestriado
proyecta a la sustancia nigra pars reticulata y al globo palido interno; estructuras de salida de los
ganglios basales (Fig. 3) (Smith y Bolam, 1990; Zheng y Wilson, 2002). Funcionalmente el neoestriado
parece actuar como un detector de los patrones de distribucion de las entradas corticales (Wickens,
1993; Graybiel et al, 1994; Wilson, 1995).

El neoestriado presenta neuronas de proyeccion e interneuronas. Las neuronas de proyeccion
son de talla mediana (10-20 wm), con dendritas que estan densamente cubiertas de espinas (NEM) y su
principal neurotransmisor es el GABA.

En la rata estas células representan el 96% de la poblacion celular del estriado (Kemp y Powell,
1971; Jiang y North, 1991) para disparar necesitan recibir al mismo tiempo fuertes entradas sinapticas
controladas por las neuronas corticales glutamatérgicas (Bargas et al, 1998a).

Muchas pero no todas las NEM's muestran baja actividad espontdnea y son caracterizadas por

potenciales de membrana hiperpolarizados.
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Figura 3. Esquema que muestra el circuito corticoestriatal. Abreviaturas de estructuras: SNPc,
Sustancia negra pars compacta; SNPr, Sustancia negra pars reticulata; GPe, globo palido externo; GP1,
Globo palido interno; NST, nucleo subtaldmico. Abreviaturas de Neurotransmisores: DA, dopamina,;
GABA, Acido Gama Aminobutirico; SP, sustancia P Lovinger y Tyler 1996.

Fuertes conductancias de potasio mantienen potenciales de membrana de reposo durante
entradas corticales débiles (Nisenbaum y Wilson, 1995). Las NEM's representan un paso clave en los
procesos superiores en la integracidon de sefial corticoestriatal, y posiblemente en el control motor y

formacion de habitos (Venance y Glowinski, 2003).
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Diferentes subpoblaciones de las neuronas espinosas medianas (NEM’s) se distinguen por su
morfologia, distribucion, sitios de proyeccién y marcadores bioquimicos (Gerfen, 1992). De este modo
el estriado esta dividido en dos compartimientos anatomico-funcionales; los estriosomas y la matriz los
cuales difieren en sus aferentes y eferentes (Graybiel et al, 1981).

Las NEM’s en el compartimiento de los estriosomas proyectan a la sustancia nigra pars
compacta y contiene SP, dinorfina y encefalinas, expresan receptores L mientras que las NEM's de la
matriz no lo expresan (Graybiel, 1990; Gerfen, 1992). Las NEM's de la matriz son divididas en dos
clases de células las que pertenecen a la via indirecta y las de la via directa. Las NEM's de la via
directa proyecta a la sustancia nigra pars reticulata y al segmento interno de los globos palidos y
muestran una alta expresion de receptores dopaminérgicos D1, son ricos en SP y dinorfina. Las NEM's
de las vias indirectas proyectan al segmento externo de los globos palidos, muestran alta expresion de
receptores dopaminérgicos D2 y contienen neurokinina B y encefalinas (Gerfen, 1992; Nicola et al,
2000).

Papel funcional del neoestriado

La informacién que es procesada en el neoestriado esta involucrada en la regulacion de las
funciones motoras, en particular, la planificacion, iniciacién y ejecucion del movimiento (Bargas et al,
1998a; Graybiel, 1990).

Lesiones en el estriado o en sus aferentes puede causar problemas neuroldgicos como la
enfermedad del Parkinson (caracterizada por temblor, rigidez y lentitud de movimiento) o la de
Huntington que se manifiesta por movimientos involuntarios progresivos de tipo danzistico y demencia
(Dowling, 1992; Gederman, 2003).

Estas patologias han sido relacionadas principalmente con aspectos funcionales de la dopamina
estriatal, sin embargo se ha sugerido que los neuropéptidos también pudieran estar participando en la

regulacion de diversas funciones motoras (Gerfen y Wilson 1996; Graybiel, 1990).
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El cuerpo estriado también adquiere importancia en la formacion de habitos de comportamiento,
siendo el principal blanco del abuso de drogas, que ejercen una fuerte influencia sobre la plasticidad
sinaptica a largo plazo (Schultz, 1998). El estriado dorsal puede contribuir a la formacién de habitos
conductuales asociados al abuso de drogas, que inician con el uso de forma casual y progresan hacia la
adiccion y uso compulsivo de drogas (Hoffman y Lupica, 2001; Gederman et al, 2003).

Debido a la importancia en los procesos de modulacion sindptica, se han realizado trabajos para
investigar el proceso de modulacidon en la sinapsis corticoestriatal de rata, ya que aun se desconoce
diversos aspectos sobre su modulacién (Lovinger y Tyler, 1996; Herndndez-Echeagaray et al, 1996;
1998b; Barral et al, 1999, 2000, 2003). En la sinapsis corticoestriatal es posible encontrar modulacién
por diversos neurotransmisores tales como adenosina, dopamina, acetilcolina, GABA, opidceos y
serotonina que son liberados en el neoestriado (Wilson, 1998).

Entre los neurotransmisores que estdn involucrados en la modulacion presinaptica de las
aferentes glutamatérgicas se encuentran al GABA, a través de la activacion del receptor GABAgp
(Barral et al, 2000), la dopamina mediante el receptor D,, la acetilcolina mediante los receptores
muscarinicos (Hernandez-Echegaray et al, 1998; Barral et al, 1999) y el glutamato por medio de los
receptores metabotropicos mGluR ;-mGluRg (Miller, 1998).

Uno de los objetivos de las investigaciones que se han realizado por diversos laboratorios ha
sido principalmente el estudio de los neurotransmisores y canales idnicos que pudieran estar
participando en la modulacidn de la sindpsis corticoestriatal (Wu y Saggau, 1997; Bargas et al, 1998b,
Miller, 1998; Barral et al, 1999; 2000; 2003).

Las primeras investigaciones se enfocaron en estudiar a los canales de calcio que participan en
la liberacion de neurotransmisores asi como a la contribucion de ellos en la modulacion presindptica.
Trabajos previos han mostrado que en el neoestriado y en la corteza las neuronas presentan canales de

calcio de tipo L, N, P/Q y R (Bargas et al, 1994; Melmerstein et al, 1999; Foehring et al, 2000).
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Sin embargo los canales de calcio reportados en las terminales glutamatérgicas de la sinapsis
corticoestriatal son unicamente los canales N, P/Q y L (Bargas et al, 1998b; Barral et al, 2001). Otras
investigaciones mostraron que los Unicos canales de calcio que participan en la liberacion son los
canales tipo N, P/Q, la participacidn de los canales de tipo L es minima, o no participan (Bargas et al,
1998b); mientras que los canales tipo T no se encuentran presentes (Lovinger et al, 1994). Posteriores
investigaciones sugirieron que los principales canales de calcio que participan en la liberacion de
neurotransmisores en la sinapsis corticoestriatal son los canales N y P/Q mientras que los canales tipo L
aunque estan presentes en las terminales glutamatérgicas posiblemente no se encuentran en la zona
activa de la sinapsis, por lo que no participan en la liberacion de neurotransmisor, sin embargo son
susceptibles de ser modulados (Barral et al, 2001).

Una vez establecido el papel que cada uno de los canales de calcio tiene en las terminales
glutamatérgicas, se ha sugerido que los agonistas de los diferentes neurotransmisores y
neuromoduladores propios del neoestriado pueden producir inhibicién presinaptica, y que ésta
modulacidn se lleva a cabo a través de los canales de calcio tipo P/Q (Barral et al, 1999, 2000, 2001).
Se habia reportado previamente que los neurotransmisores acetilcolina y GABA tienen efectos
presinapticos (Williams y Johnston, 1993; Dutar y Nicoll, 1993).

Los resultados de estas investigaciones sugieren que la activacion de receptores metabotropicos
tanto colinérgicos como GABA¢érgicos producen un incremento muy importante en la facilitacion por
pulso pareado (disminucion en la probabilidad de liberacién del neurotransmisor) y que esta
modulacién ocurre principalmente a través de canales de calcio tipo P/Q (Barral et al, 1999; 2000).

Sin embargo no se excluye la posibilidad de que existan otros mecanismos de modulacion
presinaptica en la sinapsis corticoestriatal, como es el caso de la activacion de conductancias de potasio
junto con la participacion de otros neurotransmisores que se encuentran en el neoestriado. Debido a lo
anterior otros estudios (Barral et al,, 2003) se enfocaron en determinar si otros neuromoduladores tales

como los opidceos, que se encuentran en altas concentraciones en el neoestriado, podian también
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producir inhibicidén presinaptica a través de los canales de calcio tipo N y P/Q; la activacion de
receptores a opiaceos como el | producen modulacion en la liberacién del neurotransmisor en las
terminales glutamatérgicas corticoestriatales, sin embargo esta inhibicidén presindptica no se produce a
través de la modulacion de los canales de calcio, por lo que se ha sugerido que la modulacion de la
liberacion de glutamato por opiaceos W en las terminales glutamatérgicas puede estar dada por la
activacion de conductancias de K™ u otros mecanismos (Barral et al, 2003).
Péptidos Opioides

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

Los principales opidceos enddgenos son las endorfinas, las encefalinas y las dinorfinas, los
cuales son codificados por tres genes separados.

Endorfinas

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

diferencian en la cantidad de aminoacidos. Las B-endorfinas se localizan en dos grupos celulares en el
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cerebro: en el nucleo arcuato del hipotdlamo y en el nucleo del tracto solitario (Schafer et al, 1991;
Simon y Hiller, 1994).
Encefalinas

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

Las proencefalinas se encuentran en la corteza cerebral, ganglios basales, hipotdlamo, talamo,
espina dorsal, pituitaria posterior y anterior, en el sistema limbico, nicleo acumbens y la amigdala.
También se encuentran en varios tejidos periféricos tales como la medula adrenal y sistema
reproductivo (Schafer et al, 1991).

Dinorfinas

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

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

Receptores a opiaceos

La accion bioldgica de las sustancias quimicas ocurre a través de la interaccidn con sus distintas
clases de receptores que se encuentran en las terminales nerviosas. Mediante estudios de biologia
celular, e inmunocitoquimica se ha encontrado, que los opidceos enddgenos inducen su efecto por la
interaccion con tres principales clases de receptores, Mu (U), Delta (8) y Kappa (k), estos receptores

son de tipo metabotropico ya que estan acoplados a proteinas-G, ligados directamente a canales i6nicos
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6 a segundos mensajeros, por lo que su accion se considera lenta (Reisine y Brownstein, 1994; Cooper
et al, 1996; Dhawan et al, 1996; Lord et al, 1977; Aidley, 1998). Los receptores a opiaceos fueron
nombrados por el prototipo de droga usada con la cual el receptor se ligo: Asi se denomino receptor mu
por morfina, Kappa por ketocyclazocine, sin embargo el receptor delta fue nombrado asi debido a que

este receptor predomina en los vasos deferentes.

Receptor Mu n

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

involucrado en procesos de informacion sensorial (Reisine y Brownstein, 1994; Strand, 1999).

Receptor Delta &

Las met-encefalinas y leu-encefalinas son los ligandos enddgenos del receptor & (Hughes et al,
1975). Este receptor es mas limitado en su distribucidén en las areas sensoriales del cerebro que el
receptor |, esta altamente concentrado en la corteza, el estriado, area reticular lateral, por los que se
supone que ellos estan involucrados en la integracion de la informacién sensoriomotora (Strand, 1999).
Se establece que el receptor 9 inhibe los niveles de cCAMP y modulan la actividad de canales de

calcio y potasio dependientes de voltaje (Quock et al, 1999).

De los tres tipos de receptores, la distribucion del receptor 6 parece ser el mas conservado a
través de las especies de mamiferos. El receptor 8 se encuentra densamente en las estructuras del
cerebro anterior y disminuye hasta desaparecer en las areas del cerebro medio y tallo cerebral. Esta
relacion es particularmente evidente en el sistema nigroestriatal donde los ligandos para el receptor d se
presentan de moderados a densos, observados en el caudado-putamen (neoestriado) de rata, cobayo,

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

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

Receptor Kappa x

El receptor k muestra alta afinidad para el péptido dinorfina. Estos receptores representan
aproximadamente el 10% del total de los sitios de ligando para opiaceos en el cerebro de rata y se
encuentran en altas concentraciones en el niicleo acumbens, substancia nigra, area tegmental ventral y
en el nucleo del tracto solitario. El receptor Kappa es el tipo de receptor que predomina en el
hipotdlamo y también esta presente en el l6bulo neural e intermedio de la pituitaria. Estan involucrados
en importantes funciones como la antinocicepcion, regulacion hormonal, funciones nigroestriatales y
control de respuestas viscerales. Se cree que también estan involucrados con los procesos de

informacion sensorial pero mucho menos que los receptores W (Strand, 1999).

Distribucion de los péptidos opioides en el sistema nervioso central.

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

altos niveles de péptidos opioides (Jiang y North, 1992).
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Las drogas opioides (llamados opiaceos) y péptidos endogenos (opioides), han sido
relacionadas con diferentes funciones como son: el control del dolor (Jaffe y Martin, 1990),
mecanismos de estrés, la regulacion respiratoria, el control de la temperatura, el comportamiento
sexual, el sistema locomotor, la memoria y el desarrollo de tolerancia y dependencia fisica.

En el sistema endocrino estan relacionados con el incremento de liberacién de la hormona de
crecimiento, prolactina y hormona antidiurética, disminucion de los niveles de trirotropoyetina,
hormona leutinizante y hormona foliculo estimulante. También se ha establecido que participan en la

regulacion de diferentes neurotransmisores (Cuello, 1978).

Papel funcional de los receptores a opiaceos

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

La consecuencia de la apertura de canales de potasio es inhibir el disparo celular; tal accion
sobre la neurona en la via de la transmision del dolor probablemente produce la accion analgésica del
opidide. La consecuencia de reducir las corrientes de calcio es menos entendida pero puede incluir

inhibicidn presinaptica asi como disminuir el efecto directo sobre el metabolismo intracelular tal como
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la alteracion en el estado de fosforilacion de una proteina. En ese sentido, los opioides inhiben el

disparo de neuronas en muchas regiones del sistema nervioso de mamiferos.

La inhibicion directa del potencial de accion resulta de una hiperpolarizacion de la membrana;

la membrana se hiperpolariza debido a una serie de canales de potasio que se abren (North, 1986).

Los tejidos en los cuales esta accion se ha mostrado incluyen al /locus coeruleus (Pepper y
Henderson, 1980), plexo mienterico (Morita y North, 1982), plexo submucoso (Mihara y North, 1986),
y hipotdlamo (Charpak et al, 1988) del cobayo; en el locus coeruleus (Williams et al, 1982; North y
Williams, 1985; North et al, 1987), sustancia gelatinosa (Yoshimura y North, 1983), parabrachialis
(Christie y North, 1988), interneuronas de hipocampo (Madison y Nicoll, 1988), y sustancia nigra en
neuronas secundarias (Lacey et al, 1989) de la rata; y en las células de la raiz dorsal del raton (Werz y

Macdonald, 1983).

Un incremento en las conductancias de potasio en las terminales nerviosas puede producir una
disminucién de la duracion del potencial de accidon (como se muestra en el cuerpo celular por
receptores Wy 8) (North y Williams, 1983; Werz y Macdonald, 1983), y aumentar la liberacion del

transmisor.

El efecto de la activacion de receptores a opiaceos tipo & sobre conductancias de K es de
interés ya que estas corrientes pueden hiperpolarizar las neuronas haciéndose menos sensibles a los
neurotransmisores y regresar al potencial de membrana de reposo después de un disparo (Quock et al,
1999).

Las conductancias activadas tanto por el receptor [ (en el locus coeruleus de rata) y receptores o
(en el plexo submucoso del cobayo) presentan propiedades macroscopicas similares. Ellos muestran
rectificacidon entrante, y son muy sensibles al bario externo. Estas propiedades son similares a esas

conductancias de potasio rectificadores entrantes que han sido ampliamente caracterizados en las
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células del huevo, musculo esquelético, y neuronas (Hille, 1994), excepto que las conductancias son

activadas a potenciales menos negativos.

Los rectificadores entrantes no estan significativamente abiertos hasta potenciales de membrana
proximos al potencial de equilibrio para el potasio (Ex), entonces juegan un importante papel en la
célula la cual normalmente tiene un potencial de reposo muy cercano al Ex. Las neuronas en las cuales
los opidceos causan un incremento de largas conductancias normalmente tienen un potencial de reposo
alrededor de los —55 a —65 mV, potenciales en los cuales los rectificadores retardados no estan
significativamente activados. Sin embargo, estos potenciales estdn cerca del punto medio para la
activacion de las conductancias que se abren en presencia de opioides, asegurando que estos agonistas

pueden causar una hiperpolarizacion significante (Williams et al, 1988).

Los receptores a opiaceos son probablemente receptores presindpticos, que cuando se activan,
alteran la cantidad de la liberacidn del transmisor, por lo que su accion frecuentemente se refiere como
moduladores de la accion sinaptica (Reisine y Brownstein, 1994; Cooper et al, 1996; Thorlin et al,
1997; Kandel, 2000).

Modulacion sinaptica por opiaceos

Mediante el empleo de técnicas de registro intracelular in vitro en el estriado de rata se ha
mostrado la accion presinaptica y postsinaptica por los opiaceos, donde se ha sugerido que la principal
accion de los opidceos sobre neuronas estriatales es la inhibicion presinaptica de las entradas sinapticas
excitatorias corticoestriatales. La reduccion del potencial sinaptico (40 %) por opidceos se interpreta
como una inhibicion de la liberacion del glutamato desde las fibras corticales (Jiang y North, 1992).

La inhibicion presinaptica de la liberacion de aminoacidos excitatorios a través de receptores O

previamente fue reportada en el estriado de rata (Jiang y North, 1992; Yuan et al, 1992).

El uso de agonistas a receptores 8 y |L sobre corrientes postsinapticas excitatorias y propiedades

de la membrana en neuronas neocorticales, han mostrado que la activacion de receptores a opiaceos [L 'y
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0 disminuyen la transmision excitatoria glutamatérgica provocada en neuronas neocorticales
exclusivamente por inhibicidn presindptica de la liberacion de glutamato, mediado probablemente por
bloqueo de los canales de calcio presindpticos, aunque también se ha observado una débil activacion de
conductancias de potasio postsinapticas, pero solamente a altas concentraciones del agonista a opiaceo

(Andreas et al, 2000).

Por otro lado, en las terminales axdnicas se presenta preferentemente el receptor a opidceo tipo
d (DOR), sugiriendo un papel primario de estos receptores sobre la modulacion de la transmision
sinaptica corticoestriatal, mediante la modulacion presindptica de la liberacion del transmisor. Estas
observaciones tienen importantes implicaciones para la comprension del papel funcional de los DOR
en comportamientos adaptativos y adiccion a drogas (Wang y Pickel, 2001).

El incremento en las conductancias de K y la disminucién de las de Ca®" trac como
consecuencia la inhibicioén del disparo y la reduccién de la excitabilidad de la membrana, ademas de
disminuir la liberacion del transmisor (North, 1986; North, 1993).

Estudios electrofisiologicos han demostrado que la activacion de receptores L y & disminuyen la
transmision sinaptica excitatoria e inhibitoria por la reduccidn de la liberacion de glutamato y GABA
respectivamente de las terminales presinapticas. (Jiang y North, 1992; Schlosser, et al, 1994).

En previos trabajos se ha observado que la activacion de receptores tipo & hiperpolarizan
algunas neuronas piramidales en la corteza prefrontal como resultado de un incremento en las
conductancias de K", al igual que también inhiben presinapticamente la liberacion de aminoacidos
excitatorios (Tanaka y North 1994), como en otras neuronas (cobayo, plexo submucoso, Mihara y

North, 1986; células granulosas del giro dentado de la rata (Piguet y North, 1993).

En muchas partes del SNC y del sistema nervioso periférico los opidceos reducen la liberacion
de neurotransmisores (Iles, 1989), sin embargo no resulta claro si la inhibicion de la liberacion del

neurotransmisor es causada por el efecto de canales potasio y calcio (e.g.Cohen et al, 1992).
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El estudio de la modulacién presinaptica de las aferentes glutamatérgicas en el neoestriado de
rata es de gran interés, ya que de estas entradas glutamatérgicas depende el inicio de los mecanismos de
la regulacion de la funciéon motora del neoestriado (Albin et al, 1990; Wilson, 1998). Sin embargo
también hay que tomar en cuenta que las entradas sindpticas glutamatergicas a las neuronas estriatales
son moduladas por diversos neurotransmisores y neuropéptidos, de los cuales muchos de sus receptores

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

El mecanismo por el cual se produce modulacién presinaptica en la sinapsis corticoestriatal a
través de la activacion de receptores a opiaceos tipo 8 atin no ha sido comprendido en su cabalidad. Los
resultados en el laboratorio demostraron que solamente de manera parcial los canales de calcio estan
involucrados en la modulacion, esto nos llevo a realizar el presente trabajo con el fin de determinar si
los canales de potasio que se encuentran presentes pudieran estar involucrados en la modulacion. Por lo
que el propdsito del presente trabajo consistid en determinar si la liberacion del glutamato en esta
sinapsis corticoestriatal es modulada por la activaciéon de conductancias de potasio, a través de la
activacion de receptores a opiaceos tipo 9, que probablemente se encuentran en las aferentes corticales.

Por lo que se propone los siguientes:

Objetivo General

e Establecer el papel de los canales de potasio en la modulacién presinaptica producida por la

activacidn de los receptores a opiaceos tipo delta.

Objetivos Particulares
¢ Demostrar que los canales de potasio producen modulacion presinéptica.
¢ Determinar la modulacion presinaptica por la activacion de receptores a opidceos tipo delta.

e Establecer la relacion entre la modulacidén presindptica por canales de potasio y la activacion de

receptores a opiaceos tipo delta.
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Material y Métodos

Organismos

Se utilizaron ratas macho Wistar de 100 a 120 g de peso, bajo anestesia se extrajo el cerebro y
se coloco en solucidn salina isotonica (125 mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 25
NaHCOs, 11 mM glucosa, 0.2 mM tiourea y 0.2 mM ascorbato), en presencia de 95 % de O,y 5 % de
CO,; mantenida a un pH de 7.4. y una temperatura de 4 = 1 °C. Se obtuvieron las rebanadas sagitales de
cerebro de 400 pm de espesor con un vibratomo (Campden Instrument, UK). Las rebanadas fueron
colocadas y mantenidas en incubacion en solucidn salina isotdnica a temperatura ambiente. En estas
condiciones el registro se inicio aproximadamente después de una hora a partir de la Gltima rebanada
obtenida.

Estimulacion y Registro de potenciales de campo

La rebanada se coloco en la camara de registro a la cual se le hizo pasar una perfusion constante
de solucion salina 1.0 £ 0.1 ml/min previamente gaseada, estas condiciones se mantuvieron a lo largo
de todo el experimento.

Se utilizaron electrodos de estimulacion concéntricos bipolares de 200-500 pM en la punta, el
cual se coloco entre el cuerpo calloso y el estriado, de esta manera se estimularon las fibras corticales
aferentes al neoestriado. Los estimulos se mandaron por medio de un estimulador (GRASS S8&8),
pasandolos a través de una unidad aisladora (Digitimer DS2) en donde se regulo la intensidad (0 - 25
V), la duracién (0.01 - 0.04 ms) y la frecuencia (0.4 - 0.06 Hz).

Los potenciales de campo fueron registrados mediante microelectrodos de vidrio obtenidos a
partir de capilares de vidrio de borosilicato estirados por calentamiento, de 1.0 mm de didmetro

externo; con una resistencia de 2 - 4 MQ, con NaCl al 0.9 % utilizada como sustancia conductora.
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El electrodo de registro se coloco dentro del cuerpo estriado siguiendo las estrias y en paralelo
al electrodo de estimulacion a una distancia de aproximadamente 1 a 2 mm dependiendo de la actividad
observada.

El potencial de campo se amplifico (P55, Grass Instrument CO. Warwick, RI. U.S.A), se
desplegd al osciloscopio (Tektronix 5223), se digitalizo (Instrutech, Long Island, N.Y) y se almaceno
en video VHS, utilizando el software comercial Labview (National Instruments, Austin, TX, U.S.A).

Los registros asi obtenidos se midieron, promediaron y graficaron utilizando software comercial

(Origin, Microcal Software, Northampton, MA. U.S.A.)
Potenciales de campo

Los potenciales de campo son registros extracelulares de corrientes idnicas que atraviesan la
membrana por la llegada de un estimulo, esto ocasiona un cambio en el potencial de la membrana
asociado a la actividad de una poblacion de neuronas. Esta actividad extracelular es registrada y se
observa en forma de espigas poblacionales debido a la sincronia de muchos potenciales de accion. El
potencial de campo registrado es una onda trifasica, producida por la diferencia del potencial, por lo
que en el registro extracelular las corrientes entrantes de sodio se observan como deflexiones negativas;
mientras que las corrientes salientes de potasio se observan como deflexiones positivas. El componente
negativo de la espiga corresponde a la depolarizacién de la membrana neuronal y el componente
positivo a la repolarizaciéon de la membrana, mientras que la amplitud de la espiga va depender de la
respuesta sincrénica de las poblaciones que estan siendo estimuladas, asi como por la cantidad de
transmisor liberado. En este sentido las entradas sindpticas excitatorias que dan lugar a una corriente
entrante en las dendritas producen en el soma corrientes salientes pasivas que cambian en un lapso de
tiempo, por lo que es comun obtener ondas trifdsicas, que representan la propagacion del potencial de

accion (Johnston y Wu, 1995).
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Figura 4. Registro extracelular de un potencial de campo en el estriado de rata. En el registro
del potencial de campo se observan dos negatividades (N; y N,) la primera es en respuesta al potencial
antidromico que corresponde a la informacion que va del axon a las dendritas y que aparece primero en
el registro, aproximadamente de 2 a 4 ms después del artefacto de estimulacion. La segunda deflexion
corresponde al potencial sinaptico que aparece en el rango de 4 a 8§ ms, y se obtiene cuando las
aferentes corticales que llegan al arbol dendritico o al soma de la neurona estriatal generan un potencial
postsinaptico Figura 4 (Malenka y Kocsis, 1988). Por otro lado se muestran dos registros (S; y S»)
separados por un intervalo de tiempo, para observar la facilitaciéon por pulso pareado a través del
cambio en las amplitudes de la espiga.

Facilitacion por pulso pareado.

Para evaluar los eventos presinapticos se emplean técnicas electrofisiologicas indirectas, ya que
no es posible introducir un electrodo de registro en las terminales. En este trabajo se utilizo el
paradigma experimental de facilitaciéon por pulsos pareados (FPP), que ha sido utilizada por un sin
nimero de investigadores para estudiar eventos presinapticos (Dunwiddie y Hass, 1985; Mennerick y
Zorumski, 1995; Isaacson y Walmsley, 1995; Hernandez—Echeagaray, 1998; Barral et al, 1999, 2000,
2001, 2003;). Para el protocolo de facilitacion por pulso pareado se mandan dos estimulos (S; y S,),
cercanos en el tiempo (10 — 200 ms) (Barral et al, 2001). La primera respuesta al primer estimulo es el
componente S; (condicionante) y la segunda S, (condicionado) Figura 4 (Dunwiddie y Hass, 1985;

Hernandez —Echeagaray, 1998; Barral et al, 1999; 2000).
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Cuando las fibras aferentes cortico-estriatales son estimuladas a intervalos interestimulo cortos
la respuesta de la segunda espiga poblacional (S,) se ve facilitada (aumenta su amplitud) con respecto a
la primera (S;).

El principio de la facilitacion se fundamenta con la hipdtesis de calcio residual propuesta por
Katz y Miledi (Katz y Miledi, 1968, 1970; Kamiya y Zucker, 1994; Aidley, 1998), ya que los iones
calcio intervienen en el proceso de liberacion del transmisor. Esta hipdtesis plantea: que si hay un
incremento en la concentracion de calcio intracelular por cada estimulo depolarizante, entonces, habra
mayor liberacion del transmisor al siguiente estimulo (Charlton et al, 1982; Zucker, 1999); debido a
que no todo el calcio que entra es utilizado en el proceso de liberacion al primer estimulo. Este calcio
“residual” se suma al calcio que entra al segundo estimulo incrementando la probabilidad de fusion de
las vesiculas (Parnas et al, 1982; Bargas et al, 1998) que contienen el transmisor. Por tanto al utilizar el
protocolo de FPP se observa un aumento en la amplitud del sinaptico S, (Katz y Miledi 1968, 1970),
respecto a la amplitud del sindptico S;. Sin embargo, la amplitud de la respuesta al segundo estimulo
estd en funcidn de la amplitud de la primera respuesta; entonces si la probabilidad de liberacion en la
primera respuesta (S) es elevada, la probabilidad de liberacion en la segunda respuesta (S,) serd baja
(Debanne et al, 1996).
Protocolo experimental

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

frecuencia de disparo se mantuvieron todos los experimentos realizados.
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Los experimentos se realizaron en presencia de bicuculina 10 uM que es un bloqueador
especifico del receptor GABA 4, para eliminar el componente inhibitorio y obtener solo el componente
glutamatérgico (Bargas, et al, 1998; Barral et al, 2001, 2003; Nisenbaum et al, 1992). En estas
condiciones, la intensidad de los estimulos se ajusto para ver poca o ninguna facilitacion (S,/S;= 1) en
el tiempo de registro durante el control. Esto permitié detectar los cambios provocados por la
administracién del agonista a los neuromoduladores, asi como aquellos cambios provocados por los
bloqueadores de potasio, y determinar el cambio en la facilitacion la cual se evalu6 como el cociente

entre la amplitud de la respuesta al segundo estimulo (S,) entre la respuesta al primer estimulo (S;):

FPP="2

1

que expresado en porcentaje queda:

%FPP=100e i—1

1

(1)

Farmacos Utilizados

Para determinar farmacoldgicamente si la activacion de receptores delta produce inhibicion
presinaptica mediada por los canales de potasio, se emplearon péptidos especificos de estos receptores;
como el DPDPE (D-Pen2, D-Pen5) encefalina, donde Pen = penicilamina. Se realizaron experimentos
de oclusiéon farmacoldgica utilizando bloqueadores no especificos de canales de potasio;
Tetraetilamonio (20 uM y 1 uM), 4-Aminopiridina (1 pM), Bario (400 uM) y Cesio (5 Mm).

Las drogas y bloqueadores utilizados se disolvieron en la solucion y se administraron a través

del dispositivo de perfusion.
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Analisis de Datos

La significancia estadistica de los cambios observados con el protocolo de facilitacion por pulso
pareado (FPP), se examin6 en cada experimento, con el mismo tejido siendo su propio control. Se
tomaron muestras de datos antes y después de la aplicacion del DPDPE y/o la aplicacién de los
bloqueadores de canales de potasio. Los datos se presentan como media * error estandard. Se aplicaron
pruebas estadisticas no paramétricas (U de Mann-Whitney) para determinar la significancia. Los
cambios en la FPP se expresaron en porcentajes y todas las muestras fueron comparadas con las otras
usando analisis de varianza para datos no paramétricos Kruskal-Wallis (Brown y Rothery, 1993;

Daniel, 2002).
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Resultados

En el presente trabajo se muestra la modulacidon presindptica de las aferentes corticoestriatales
por la activacidon de receptores a opiaceos tipo delta. Los cuales actuan sobre conductancias de potasio

en la terminal glutamatérgica, regulando la liberacion de glutamato en la sinapsis corticoestriatal.

A) Protocolo de pulso pareado

En primer término se considero importante demostrar que el protocolo experimental utilizado en
el presente trabajo de Tesis es adecuado para el estudio de los eventos presinapticos. Por lo que la
figura 5 muestra como la manipulacion experimental de los canales de potasio y calcio, modifican el
valor del cociente S,/S; (facilitacion por pulso pareado), de acuerdo a la “Hipdtesis del Calcio
Residual” propuesta por Katz y Miledi a finales de la década de los 60’s (Katz y Miledi, 1968; 1970).
Este protocolo ha sido utilizado junto con el registro extracelular, siendo muy sensible para detectar los

eventos presinapticos. (Barral et al 2000; 2001; 2003).

La figura 5 muestra la forma como se utilizo el protocolo de pulso pareado en un experimento
representativo. En el panel A se observa el curso temporal de un experimento donde se aplicaron
bloqueadores no especificos tanto de canales de potasio como de calcio. Las barras horizontales indican
el tiempo de perfusion de los antagonistas durante el experimento. Los registros mostrados en el panel
B corresponden a los numeros indicados en la grafica del panel A. Para este tipo de protocolos
experimentales, se aplican dos estimulos de igual intensidad separados por un intervalo de tiempo de
10-200 ms con el fin de determinar la facilitacion por pulso pareado (FPP); tal y como se observa en
los registros electrofisiologicos del experimento mostrado (Fig. 5B). La porciéon del trazo
correspondiente al artefacto del estimulo fue suprimida digitalmente. La FPP se evalu6 como el
cociente entre la amplitud (tomada de la basal al pico) de la respuesta al segundo estimulo (S,) entre la
respuesta al primer estimulo (S;) y se tomo el promedio de cinco minutos de registro (Fig. 5A), de

. . ., , . e, . + +
modo que por medio de esta manipulacién farmacoldgica de los canales i6nicos (Ca®>” y K'), es
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evidente que se encuentran presentes en las terminales corticoestriatales, ya que produjeron cambios en

la FPP.

Efecto del bloqueo de canales de Potasio

La mayoria de las conductancias de K* se bloquean por la aplicacién extra- o intracelular de
Ba*" (Bertrand, et al, 2003; Hille, 2001; Coetzee, et al, 1999), por lo que se decidi6 utilizar este i6n
para determinar el cambio en la FPP producido por el bloqueo de canales de potasio.

En primer termino, se puede apreciar una disminucidon en la FPP con respecto a la condicion
control después de bloquear las conductancias de potasio con Ba®" (400 pM) tal y como se observa al

inicio del experimento (Fig. 5).

Efecto del bloqueo de los canales de Calcio

Por otro lado cuando se bloquean las conductancias de calcio (p.Ej. con Cd*") la facilitacién
aumenta con respecto al efecto del bario (Fig. 5A). Observe que en condiciones control, la amplitud al
segundo estimulo aumenta con respecto a la amplitud al primer estimulo y que después de la aplicacion
del Ba*" (400 uM) al medio extracelular la amplitud al segundo estimulo disminuyo en comparacion a
la amplitud al primer estimulo. Sin embargo observe que cuando las conductancias de calcio se
bloquean tanto la amplitud S; como la S; disminuyen, lo que sugiere una menor liberacién de

glutamato al medio extracelular.

La FPP disminuye cuando las conductancias de K son bloqueadas, posiblemente se deba a que
con la llegada del potencial de accion (o el estimulo en nuestro caso) la terminal se despolariza. Como
los canales de potasio estan cerrados, por la accion del bario, la terminal permanece mas tiempo
despolarizada, y por lo tanto los canales de calcio, sensibles al voltaje permanecen mas tiempo abiertos.
Por lo que al estar bloqueadas las conductancias de K', permiten una mayor entrada de calcio. Este
fendémeno permite que aumente la probabilidad de liberacion del transmisor que se refleja como un

aumento en la amplitud al primer estimulo, mientras que al segundo estimulo la probabilidad de
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liberacion disminuye de acuerdo a la hipotesis del calcio residual, esto se debe a que con el segundo
estimulo continua entrando calcio a la terminal, pero ya no hay suficientes vesiculas ancladas y

disponibles para liberar, por lo que disminuye la liberacion.

Por otro lado el aumento en la FPP cuando las conductancias de calcio se bloquean se debe
principalmente a que la liberacion del transmisor depende directamente de la entrada de calcio. Por lo
que cuando se bloquea la entrada de calcio, disminuye la cantidad de neurotransmisor liberado, que se
observa como una disminucion en la amplitud del componente N, del registro de campo (sindptico).
Llama la atencion que el incremento en la FPP se verifique aun a pesar de estar bloqueados los canales
de potasio (Fig. 5) lo que sugiere que la accidon de cada uno de estos canales es independiente de la

accion de los otros.

Vale la pena hacer notar que ain cuando cambien las amplitudes del sindptico por las
manipulaciones experimentales, ya sea aumentando (canales de potasio) o disminuyendo (canales de
calcio) el evento presindptico se observa como el cambio en el cociente de las amplitudes S, y S;. De
tal modo que si no ocurre un cambio en la FPP por la manipulacion experimental, esto se debe a que

muy probablemente se trata de un evento postsinaptico.

Con base a lo anterior se puede decir que las conductancias de K" y Ca®" que se encuentran en
las terminales corticoestriatales tienen diferentes funciones, pero las dos conductancias participan en el
proceso de la liberacion del transmisor; en este caso del glutamato. Esto es importante ya que si alguna
condicion altera su funcionamiento, indirectamente repercutira en la liberacion del transmisor. Nuestros
resultados muestran que el bloqueo total o parcial de las diversas conductancias de K™ produce un
aumento en la probabilidad de liberacion del transmisor que se refleja como una disminucién en la

facilitacion por pulso pareado.
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B) Modulacion presinaptica por receptores a opiaceos tipo o

Para demostrar que los receptores a opiaceos tienen efectos inhibitorios como se ha reportado
anteriormente, en el presente trabajo se muestra que la activacion de los receptores a opidceos en este
caso los receptores tipo O juegan un importante papel en la modulacion presinaptica corticoestriatal. Al
aplicar al medio extracelular el DPDPE (1 uM) esperdbamos ver un aumento en la facilitacion por
pulso pareado, lo que reflejaria una disminucion en la liberacion del transmisor glutamato. Se utilizo
naltrindole como antagonista y el DPDPE como agonista, de los receptores a opiaceos tipo 8. En la
figura 6A se ilustra el curso temporal de un experimento en el cual se observa el cambio en la FPP
producida en primer termino por el efecto del naltrindole, notese que al aplicar el naltrindole (1 nM),
durante determinado tiempo (barra horizontal) el cociente entre las amplitudes S,/S; tiende a
disminuir; o sea hay una disminucién en la FPP. Sin embargo cuando se lava el naltrindole del medio
extracelular y se aplica el DPDPE (1 uM; barra horizontal) se observa un aumento en la FPP.

Posteriormente se lava el DPDPE y la FPP regresa a valores cercanos a las condiciones control.
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Figura 5. Protocolo de facilitacidon por pulso pareado. Los canales de potasio y calcio participan en la
probabilidad de liberacidn del transmisor glutamato en las aferentes corticoestriatales. En el panel A se
muestra el curso temporal de un experimento; las barras horizontales indican el tiempo de aplicacion de
los antagonistas. Al estar bloqueadas las conductancias de K* con Bario (400 uM) se produce una
disminucién en la facilitacion por pulso pareado; es decir aumenta la probabilidad de liberacion del
glutamato, mientras que al estar bloqueadas las conductancias de calcio con Cadmio (50 puM) se
produce un aumento en la facilitacion por pulso pareado; es decir disminuye la probabilidad de
liberacion del transmisor glutamato. En el panel B se muestra registros de potenciales sindpticos
correspondientes a los nimeros en el panel A.

Nuevamente se vuelve a aplicar el DPDPE e inmediatamente se observa el aumento en la FPP
por la activacion de los receptores tipo 8. Después de cierto tiempo de exposicion al farmaco, se
observa un efecto de desensibilizacidon, que es relativamente comun cuando se utilizan agonistas para
los receptores a opiaceos. En el panel B se representan los registros extracelulares que corresponden a
los nimeros en el panel A. Dos respuestas sinapticas (S; y S;) separadas por un intervalo de tiempo 10-
200 ms que dependen directamente de la concentracion intracelular del calcio (hipdtesis del calcio

residual), observe que la amplitud cambia en la segunda respuesta (S;). Nuestros resultados muestran
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que al activar los receptores tipo delta en la terminal corticoestriatal estos producen un aumento en la

FPP = 73.50 £20.63 % (mediana 46.72 %; n = 15; P<0.0001 U de Mann-Whitney).
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Figura 6. Efecto del DPDPE (1 pM). Inhibicion presinaptica producida por la activacion de
receptores a opiaceos tipo 8. La aplicacion de DPDPE produjo un aumento en la FPP = 73.50 £+ 20.63
% (mediana 46.72 %; n = 15; P < 0.0001 U de Mann-Whitney). Izquierda: se muestra el cambio en la
facilitacion por pulso pareado de un experimento utilizando naltrindole (antagonista) y el DPDPE
(agonista), de los receptores a opidceos tipo delta. Derecha: registros de potenciales sindpticos
excitatorios correspondientes a los numeros a la derecha. Las barras horizontales indican el tiempo de
aplicacion de DPDPE y naltrindole.

Estos resultados nos indican que la activacion de los receptores tipo O si disminuyen la
posibilidad de liberacién del glutamato y por lo tanto si participan en la modulacion a nivel

presinaptico sobre las aferentes corticales que llegan al neoestriado.
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C) Participacién de los canales de K' en la modulacion presiniptica por la

activacion de receptores tipo 9.

Debido a que las conductancias de K estdn involucradas en regular la liberacion del glutamato
de las aferentes corticoestriatales, se investigo el efecto extracelular de diferentes antagonistas
inespecificos de estas conductancias como el Tetraetilamonio (TEA: 1 mM y 20 mM), 4-Aminopiridina
(1 uM), Bario (400 uM) y Cesio (5 mM) sobre la FPP.

Para determinar si la modulacion presinaptica producida por la activacion de receptores a
opiaceos tipo & ocurre a través de la activacion de canales de potasio, se hicieron experimentos de
oclusion farmacolédgica. Se probo el efecto del DPDPE en presencia de los bloqueadores no especificos
de las conductancias de potasio. Por lo que si la inhibicidn presindptica del DPDPE ocurre a través de
la activacidn de algunos canales de potasio entonces el bloqueo de estos canales debera ocluir la accion

del DPDPE.

1) Efecto del DPDPE en presencia de TEA:

En la figura 7 se muestra primeramente el efecto que tuvo el bloquear las conductancias de
potasio después de la aplicacion del TEA (20 mM), asi como el efecto del DPDPE después de haber
bloqueado las conductancias de potasio. En el panel A se muestra el curso temporal de un experimento,
la fase experimental se inicia con la aplicacion extracelular del TEA (20 mM; barra horizontal) a la
solucidn isoténica después de haber registrado el tiempo que se considero como control. Note como la
relacion de las amplitudes S,/S; fue disminuyendo por el bloqueo de las conductancias de potasio, esto
produjo una disminucién en la FPP = -32.11 £ 15.28 % (mediana = 22.46 %; n = 6; P < 0.05; U de
Mann-Whitney) respecto de la FPP que se tenia en condiciones control (FPP =1.64 + 0.42 %). El signo

negativo nos indica que no hubo facilitacién por pulso pareado sino depresidon por pulso pareado.
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Esta disminucién en la FPP nos indica que en las terminales corticoestriatales existen canales de
potasio que son sensibles al TEA y que por tanto estos canales participan en la liberacion del
transmisor.

En el panel B se muestran los registros extracelulares que corresponden a los nimeros en A, el
primer registro nos muestra la FPP en condiciones control, note que ambas amplitudes no difieren entre
si, pero después de haber aplicado el TEA la segunda amplitud disminuyo respecto de la primera
amplitud, por lo que se infiere que al primer estimulo hay mas liberacién de transmisor debido al
bloqueo de las conductancias de potasio y que a un segundo estimulo esta liberacién disminuye por el
efecto del calcio residual. Después de haber obtenido el efecto maximo del TEA sin ningun cambio en
la FPP se aplico el DPDPE (1 uM) al medio extracelular y lo que se observo fue que la accién del
DPDPE (1 uM) se ve ocluida completamente después del efecto producido por el TEA (20 mM). El
efecto del DPDPE sobre la FPP se vio completamente bloqueado ya que solo produjo un aumento en la
FPP = 7.45 £ 7.63 (mediana = 3.8%; n = 6 P < 0.01 U de Mann-Whitney). Después de aplicar el
DPDPE se observa que las amplitudes no cambian, esto significa que el efecto del DPDPE sobre la FPP
se ocluyo, ya que de manera normal el DPDPE tiende a aumentar la FPP. Estos resultados nos indican
que el bloqueo de la mayoria de las conductancias de potasio en presencia de TEA (20 mM) ocluyen
completamente la accion del DPDPE y que por lo tanto el efecto inhibitorio producido por la activacion
de los receptores a opidceos tipo & sobre las aferentes corticoestriatales posiblemente sea a través de la

activacion de algunas conductancias de potasio sensibles a esta concentracion de TEA (20 mM).
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Figura 7. Efecto del DPDPE en presencia de TEA (20 mM). Experimentos de oclusion
farmacoldgica, para determinar si el bloqueo de las conductancias de potasio por TEA (20 mM)
ocluyen el efecto del DPDPE agonista de receptores a opidceos tipo 8. Las barras horizontales indican
el tiempo de aplicaciéon de TEA (20 mM) y DPDPE (1uM). El efecto del DPDPE en presencia de TEA
(20 mM) se ve ocluido completamente ya que se produjo un pequeilo aumento en la FPP de 7.44 + 7.62
(mediana 3.8%; n = 6; P < 0.05 U de Mann-Whitney). Izquierda: se muestra el curso temporal de un
experimento, en el cual se observa que la activacion de receptores tipo & en las terminales
corticoestriatales no produce un aumento en la facilitacion por pulso pareado después de haber sido
bloqueadas las conductancias de potasio sensibles al TEA (20 mM) al medio extracelular. Derecha:
registros de potenciales sindpticos excitatorios correspondientes a los nimeros a la derecha.

Se ha reportado que la gran mayoria de las conductancias de potasio son sensibles a esta
concentracion de TEA (20 mM) por lo que se decidio realizar experimentos con concentraciones
menores (TEA 1 mM). La Figura 8 muestra experimentos de oclusion farmacoldgica en la cual se
muestra el efecto del TEA (1 mM), asi como el efecto del DPDPE (1 uM) sobre la FPP después de

haber bloqueado los canales de K.
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El tiempo inicial de registro se tomo como el tiempo control obteniéndose una FPP = 2.22 £
0.54 % antes de aplicar los farmacos. Posteriormente se aplico al medio extracelular el TEA (1 mM;
barra horizontal) a la solucion isotdnica. De igual forma se observa que la relacion de las amplitudes
S,/S; fue disminuyendo por el bloqueo de las conductancias de potasio, sin embargo a esta
concentracion de TEA se produjo una disminucién en la FPP = -45.97 £ 9.65 % (mediana = 48.41%;
n=5; P<0.06 U de Mann-Whitney). Después de aplicar el TEA (1 mM) se observa que la amplitud al
primer estimulo aumenta respecto a la segunda debido al bloqueo de los canales de potasio. Esto nos
sugiere que también hay conductancias de potasio que son sensibles a esta concentracion de TEA,
mismos que estan participando en la liberacidon del transmisor pues su bloqueo incrementa la

probabilidad de liberacion del transmisor. Cuando ya no se observo un cambio en la FPP en el tiempo

de la aplicacion del TEA (1 mM), se aplico al medio extracelular el DPDPE (1 pM). Se observa que la

accion del DPDPE no se ve ocluida en presencia de TEA (1 mM) pues la activacion de los receptores &
por el agonista produjo un aumento en la FPP = 62.80 £ 22.18% (mediana = 45.2%; n = 5; NS, U de
Mann-Whitney). En el experimento se muestra el cambio en las amplitudes a los dos estimulos después
de haber aplicado el DPDPE 1 uM, note que la amplitud al segundo estimulo aumenta y que la
amplitud al primer estimulo disminuye después de la aplicacion del DPDPE o sea hay un incremento en
la FPP. Una posible explicacion en relacion al aumento en la FPP por la activacion de receptores tipo &
después de haber bloqueado algunas conductancias de potasio con TEA (1 mM) se deba a que los
receptores & actiien sobre otras conductancias de K™ que no fueron bloqueadas por bajas
concentraciones de TEA (1 mM). Este fendmeno fisiolégicamente refleja un efecto inhibitorio o sea
disminucion en la probabilidad de liberacion del transmisor glutamato por la activacion de receptores 9.

Los resultados experimentales mostraron que la modulaciéon presindptica que estamos

estudiando involucra conductancias de potasio que no son sensibles a bajas concentraciones de TEA.
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Figura 8. Efecto del DPDPE en presencia de TEA (1 mM). Experimentos de oclusién
farmacologica, para determinar si el bloqueo de las conductancias de potasio por TEA (I mM) ocluyen
el efecto del DPDPE agonista de receptores a opiaceos tipo 8. Las barras horizontales indican el tiempo
de aplicacion de TEA (1 mM) y DPDPE (1uM). El efecto del DPDPE en presencia de TEA (1 mM) no
se ve ocluido de manera total ya que se produjo un aumento en la FPP = 62.80 + 22.18% (mediana
45.2% n = 5; NS, U de Mann-Whitney) Izquierda: se muestra el curso temporal de un experimento, en
el cual se observa que la activacion de receptores tipo & en las terminales corticoestriatales sigue
produciendo inhibicidén presinaptica, aun cuando algunas conductancias de potasio habian sido
bloqueadas después de aplicar TEA (1 mM) al medio extracelular. Derecha: registros de potenciales
sindpticos excitatorios correspondientes a los nimeros a la derecha.

2) Efecto del DPDPE en presencia de 4-Aminopiridina:

Debido a que no todas las conductancias de potasio se bloquean con los antagonistas
inespecificos, se decidié utilizar la 4-aminopiridina ya que se ha reportado que bloquea al igual que
bajas concentraciones de TEA las conductancias de potasio tipo BK y las corrientes transitorias
rapidas, como es el caso de la corriente A (Coetzee et al, 1999.
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En la Figura 9A se observa que la relacion de las amplitudes (S,/S;) disminuye después de
aplicar al medio extracelular 4-AP (1 mM) en un tiempo relativamente menor que cuando se aplicaron
los otros bloqueadores (Ba*", Cs" y TEA). En condiciones control se obtuvo una FPP = 1.89 + 0.20 %,
sin embargo esta FPP tiende a disminuir rapidamente después de haber bloqueado las conductancias del
K'. En el panel B podemos observar los registros extracelulares de este experimento en el que se
representa el cambio en la FPP en relacidn a las amplitudes de las dos respuestas sindpticas evocadas.
En el experimento se muestra que antes de cualquier manipulacion farmacoldgica (condiciones control)
la amplitud al primer estimulo es menor que la segunda amplitud debido al efecto que produce el calcio
residual (Fig. 9B). Después de aplicar el 4-AP (1 mM) se observa que las amplitudes cambian y lo
consiguiente el cociente entre la amplitud S,/S; tiende a disminuir por lo que nuestros resultados
muestran que el bloqueo de las conductancias de potasio por 4-AP (1 mM) produjo una disminucion en
la FPP =-90.12 + 1.75 % (mediana = 60.52 %; n=5; P < 0.01 U de Mann-Whitney). Cuando ya no se
observo cambio en la FPP producida por el efecto de 4-AP se aplico DPDPE (1 uM) al medio
extracelular. El efecto del DPDPE no se ve bloqueado en presencia de 4-AP ya que se observa un
aumento en la FPP = 97.46 £ 42.52 %; (mediana = 52.11 %; NS, U de Mann-Whitney). En el panel B
se muestran los potenciales de campo correspondientes a los numeros en A. El registro superior
muestra que en condiciones control la FPP fue superior a 1 y se observa cuando la amplitud al primer
estimulo es menor que la amplitud a un segundo estimulo. El registro medio representa la disminucion
en la FPP producida por el bloqueo de las conductancias de K, y se observa cuando la amplitud al

primer estimulo es mayor que la amplitud al segundo estimulo.

El registro inferior muestra el aumento en la FPP después de haber aplicado el DPDPE note que
la amplitud al primer estimulo disminuyo en comparacion con el trazo medio. Estos resultados nos
indican que la activacion de receptores a opiaceos tipo 0 en las terminal corticoestriatales, no se ve

afectada por el bloqueo de las conductancias de K™ que son sensibles a 4-AP (1 mM).
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Figura 9. Efecto del DPDPE en presencia de 4-Aminopiridina. Experimentos de oclusion
farmacoldgica, para determinar si el bloqueo de las conductancias de potasio por 4-AP (1 mM) ocluyen
el efecto del DPDPE (1 uM) agonista de receptores a opiaceos tipo 0. El efecto del DPDPE (1 uM)
sobre la FPP en presencia de 4-AP no se ve ocluido ya que se produjo un aumento en la FPP = 97.46
42.52 % (mediana = 52.11 %; NS, U de Mann-Whitney). Observe el aumento en la amplitud al primer
estimulo después de la aplicacion del 4-AP, este aumento en la amplitud al primer estimulo tiende a
disminuir después de aplicar el DPDPE (1 uM). Las barras horizontales indican el tiempo de aplicacion
de 4-AP y DPDPE durante el experimento. Izquierda: se muestra el curso temporal de un experimento,
en el cual se observa que la activacion de receptores tipo 0 en las terminales corticoestriatales sigue
produciendo inhibicién presinaptica, aun cuando algunas conductancias de potasio habian sido
bloqueadas después de aplicar 4-AP (1 mM) al medio extracelular. Derecha: registros de potenciales
sindpticos excitatorios correspondientes a los nimeros a la derecha.

3) Efecto del DPDPE en presencia de Bario.

En la figura 10A se muestra primeramente el efecto que tuvo el bloquear las conductancias de
potasio después de la aplicacion del bario (400 uM), asi como el efecto del DPDPE después de haber

bloqueado las conductancias de potasio.
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En el panel A se muestra el curso temporal de un experimento y en el panel B los registros
extracelulares que corresponden a los nimeros en el panel A. El tiempo inicial de registro se tomo
como el tiempo control obteniéndose una FPP = 1.38 + 0.13 % antes de aplicar los fdrmacos. Los
canales de potasio sensibles a la aplicacion de Ba*™ (400 uM; barra horizontal) produjo un decremento
en la FPP, la cual se refleja como el cambio en la relacion entre las amplitudes de la segunda respuesta
con respecto a la primera (B). Es decir cuando los canales de potasio se bloquearon la amplitud al
primer estimulo fue mayor que la amplitud del segundo estimulo. Entonces de manera fisiologica este
ultimo efecto significa que se incrementa la probabilidad de liberacién del transmisor; en este caso el
glutamato de las aferentes corticoestriatales. EI promedio de nuestros resultados muestran que el
bloqueo de las conductancias de potasio por bario produjo una disminucion en la FPP =-52.73 £ 17.75
%; (mediana = 52.74 %; n = 10; P <0.001 U de Mann-Whitney) respecto del control; lo cual nos indica
que los canales de potasio sensibles al bario también estan participando en la liberacidn del transmisor
pues su bloqueo incrementa la probabilidad de liberacién. Cuando ya no se observo un cambio en la
FPP en el tiempo de aplicacion del bario, se aplico al medio extracelular el agonista a opiaceos tipo o
DPDPE (1 uM). Como se puede apreciar en la figura 10 el efecto del DPDPE fue casi completamente
ocluido después de haber bloqueado las conductancias potasio con Ba** 400 uM, ya que solo produjo
un pequeilo incremento en la FPP = 9.83 £ 6.65 % (mediana = 14.71 %; n=10; P < 0.01 U de Mann-
Whitney). El registro superior muestra que en condiciones control la FPP fue superior a 1 y se observa
cuando la amplitud al primer estimulo es menor que la amplitud a un segundo estimulo.

El registro medio representa la disminucién en la FPP producida por el bloqueo de los canales
de K, este efecto se observa cuando la amplitud al primer estimulo es mayor que la amplitud al
segundo estimulo, finalmente en el registro inferior se sigue observando disminucién en la FPP después
de haber aplicado al medio extracelular el DPDPE. Estos resultados nos indican que la activacion de

receptores a opiaceos tipo d en la terminal corticoestriatal se ve afectada por el bloqueo de los canales
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de K" sensibles al bario indicando que posiblemente el DPDPE actia sobre dichas conductancias de

potasio.
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Figura 10. Efecto del DPDPE en presencia de Bario. Experimentos de oclusién farmacoldgica, para
determinar si el bloqueo de las conductancias de potasio por bario ocluyen el efecto del DPDPE
agonista de receptores a opiaceos tipo 8. El efecto del DPDPE (1 uM) sobre la FPP en presencia de
bario se ve bloqueado completamente. Las barras horizontales indican el tiempo de aplicacion de Ba*
(400 uM) y DPDPE (1 uM). Izquierda: se muestra el curso temporal de un experimento, en el cual se
observa que el bloqueo de los canales de K™ después de haber aplicado el Ba*" (400 uM) al medio
extracelular, produjo una disminucion en la FPP, en estas condiciones se observo que la activacion de
receptores tipo d en las terminales corticoestriatales después de aplicar el DPDPE produjo solamente un
pequefio incremento en la facilitacion por pulso pareado de 9.83 £ 6.65 % (mediana = 14.71 %; n = 10;
P < 001 U de Mann-Whitney). Derecha: registros de potenciales sinapticos excitatorios
correspondientes a los nimeros a la derecha.
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4) Efecto del DPDPE en presencia de Cesio.

En la figura 11A se muestra primeramente el efecto que tuvo el bloquear las conductancias de
potasio después de la aplicacion del Cesio (5 mM), asi como el efecto del DPDPE después de haber
bloqueado las conductancias de potasio. En el panel A se muestra el curso temporal de un experimento
y en el panel B los registros extracelulares que corresponden a los nimeros en el panel A. El tiempo
inicial de registro se tomo como el tiempo control obteniéndose una FPP = 1.24 = 0.07 % antes de
aplicar los farmacos. Como se puede apreciar, el tiempo que transcurre desde la aplicacion del cesio
hasta obtener la depresion por pulso pareado es muy largo en algunas ocasiones de mas de tres horas.
Esto puede deberse a que el cesio se internaliza al canal de potasio desde el lado citoplasmatico de la
membrana. Cuando se utilizo el cesio como antagonista de canales de potasio se produjo una
disminucién en la FPP = - 62.07 + 5.07 %; (mediana = 56.73 %; n = 9; P< 0.0001 U de Mann-Whitney)
respecto al control. Dicho efecto nos sugiere que también hay canales de potasio sensibles al cesio que
participan en la liberacidon del transmisor. Cuando ya no se observo un cambio en la FPP en el tiempo
de la aplicacion del cesio, se aplico al medio extracelular el DPDPE (1 uM). Después de haber
bloqueado las conductancias de K con Cs" (5 mM), el efecto del DPDPE se vio completamente
ocluido durante el tiempo de su aplicacidon ya que solo produjo un pequefio incremento en la FPP = -
1.23 £ 3.34 % (mediana = 0.72 %; n = 9; P < 0.0001; U de Mann-Whitney). El trazo superior muestra
que en condiciones control la FPP fue superior a 1 y se observa cuando la amplitud al primer estimulo
es menor que la amplitud a un segundo estimulo. El trazo medio muestra la disminucién en el FPP
cuando las conductancias de potasio permanecen bloqueadas, esto se refleja en el registro cuando la
amplitud al primer estimulo es mayor que la amplitud al segundo estimulo.

Finalmente el trazo inferior muestra que no hubo un cambio en la FPP cuando se aplico el DPDPE, ya
que se sigue observando el efecto del cesio sobre la FPP. Es importante hacer notar que el bloqueo de

los canales de potasio provoca que el efecto del DPDPE se vea ocluido de manera total y que por lo
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tanto cabe la posibilidad de que el efecto inhibitorio de la activacion de receptores tipo delta sea en
parte por la activacion de ciertas conductancias de potasio que son sensibles al cesio, pues su bloqueo

produce inhibicién del efecto del DPDPE.
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Figura 11. Efecto del DPDPE en presencia de cesio. Experimentos de oclusion farmacologica, para
determinar si el bloqueo de las conductancias de potasio por cesio ocluye el efecto del DPDPE agonista
de receptores a opiaceos tipo 9. El efecto del DPDPE (1 uM) sobre la FPP en presencia de cesio se ve
bloqueado completamente. Las barras horizontales indican el tiempo de aplicacién de Cs' (5 mM) y
DPDPE (1uM). Izquierda se muestra el curso temporal de un experimento en el cual se observa que el
bloqueo de los canales de K™ después de haber aplicado el Cs™ (5 mM) al medio extracelular, produjo
disminucién en la FPP y que al aplicar el DPDPE solamente se observo una FPP = -1.23 £ 3.34 %
(mediana = 0.72 %; n = 9; P < 0.0001; U de Mann-Whitney. Derecha: registros de potenciales
sindpticos excitatorios correspondientes a los nimeros a la derecha.
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Discusion
Activacion del receptor tipo d por el agonista DPDPE.

El presente trabajo confirma la modulacion presinaptica por algunos neuromoduladores como
los péptidos opidceos en la sinapsis corticoestriatal, debido a que la activacion de receptores a opidceos
tipo & aumenta la facilitacién por pulso pareado. El aumento en la facilitacion por pulso pareado que se
observa al aplicar el DPDPE (1 puM) fisiolégicamente indica una disminucidén en la liberacion del
transmisor glutamato en la terminal corticoestriatal, este efecto presinaptico de los receptores opidceos
ya habia sido mostrado mediante el empleo de técnicas de registro intracelular in vitro en el estriado de
rata, donde se sugiere que la principal accion de los opidceos sobre neuronas estriatales es la inhibicion
presinaptica de las entradas sinapticas excitatorias corticoestriatales a través de receptores tipo O (Jiang
y North, 1992; Yuan et al, 1992). De igual manera en neuronas neocorticales también se ha observado
que la activacion de receptores & y W disminuyen la transmision excitatoria glutamatérgica por
inhibicion presinaptica de la liberacidon de glutamato (Andreas et al, 2000).

Efecto del DPDPE en presencia de los bloqueadores de canales de potasio.

La inhibicion presinaptica por el receptor & es mediada posiblemente a través de la activacion
de algunas conductancias de potasio sensibles a TEA (20 mM), bario (400 uM) y cesio (5 mM), pues el
bloqueo de estos canales ocluyo casi completamente la accion del DPDPE sobre la facilitacién por
pulso pareado. Dicho fendémeno se observo en los experimentos de oclusion farmacolodgica; ya que

después de haber bloqueado las conductancias de potasio el efecto del DPDPE se vio disminuido.

Por lo que se vio que en presencia de TEA (20 mM) el DPDPE solamente produjo un 7.45 +
7.63 % (mediana = 3.8 %; n = 6 P< 0.01 U de Mann-Whitney) de FPP, en presencia de bario (400 uM)
produjo un 9.83 £ 6.65 % (mediana = 14.71 %; n = 10; P < 0.01 U de Mann-Whitney) de FPP y

finalmente en presencia de cesio (5 mM) produjo -1.23 + 3.34 % (mediana = 0.72 %; n =9; P < 0.0001;
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U de Mann-Whitney) de FPP en comparacion con el 73.50 = 20.63 % (mediana 46.72 %; n = 15; P<
0.0001 U de Mann-Whitney) de FPP que se produce al aplicar el DPDPE (1 uM) antes de bloquear las
conductancias de potasio (Fig. 12). Estos resultados nos sugieren entonces que si existe una relacion
entre la activacion de receptores tipo & y las conductancias de potasio para producir modulacion
presinaptica. El incremento en las conductancias de potasio por la activacion de receptores a opidceos
fue primeramente reportada por North y colaboradores (1987), ellos observaron que el acoplamiento
entre receptores a opiaceos y conductancias de potasio se da a través de las proteinas-G. Las
conductancias de potasio que se incrementan son rectificadores entrantes, y se observa una fuerte

hiperpolarizaciéon de la membrana.

Aunque varios neurotransmisores han mostrado incrementar conductancias de potasio en las
células neuronales, el tipo de conductancias afectadas no siempre han sido caracterizadas en detalle sin
embargo, las evidencias sugieren que frecuentemente se muestra rectificacion entrante (North et al,
1987). Otros estudios electrofisiologicos también han mostrado que la activacion de receptores tipo o
hiperpolarizan algunas neuronas como resultado de un incremento en las conductancias de potasio,
inhibiendo presinaptica mente la liberacion de aminoacidos excitatorios (Mihara y North, 1986; Shen et

al, 1992, 2002; Tanaka y North, 1994; Piguet y North, 1993).

Los opiaceos actiian inhibiendo el disparo de neuronas en muchas regiones del sistema nervioso
de mamiferos (Duggan y North, 1984). La inhibicion directa del potencial de accidn resulta de una
hiperpolarizacion de la membrana; la membrana se hiperpolariza debido a una serie de canales de
potasio que se abren (North, 1986). En efecto después de un potencial de accion le sigue una

hiperpolarizacion como resultado de la activacion de diferentes canales de potasio.
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Figura 12. Efecto de DPDPE (1 uM) antes y después del bloqueo de los canales de potasio. El efecto
del DPDPE sobre la FPP se suprime de manera significativa en presencia de bario, cesio y TEA (20
mM). El efecto del DPDPE sobre la FPP no se ve ocluido en presencia de TEA (1 mM) y 4-AP (1
mM).

La apertura de canales de potasio dependientes de voltaje producen una hiperpolarizacion
répida, sin embargo se ha visto que en algunas neuronas las corrientes de potasio activadas por calcio

(Kca) también contribuyen al postpotencial hiperpolarizante (Sah, 1996).

La funcion de los K¢, en relacion a la liberacion del transmisor no esta firmemente establecida
(Meir et al, 1999), sin embargo se piensa que los K¢, pueden regular la duracion del potencial de
accion que invade la terminal nerviosa, limitando la entrada de calcio. Algunos investigadores reportan
un incremento en la liberacion del transmisor cuando se aplican, a la terminal nerviosa, bloqueadores
selectivos de canales de potasio como caribdotoxina (Robitaille et al, 1993a; Robitaille y Charlton,

1992), mientras que otros muestran que el bloqueo selectivo producen poco efecto sobre la liberacion
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del transmisor (Molgo y Tabti, 1989). La activacion de las conductancias de K¢, pueden causar
hiperpolarizacién de la membrana, limitando la entrada de calcio, y subsecuentemente reduce la
liberacidn del transmisor ya que se ha observado disminucion en la facilitacion por pulso pareado en la
unién neuromuscular de calamar cuando los canales de K¢, se bloquean (Sivaramakrishnan et al,
1991). Se ha observado que los canales de potasio sensibles a calcio en especial los canales SK, son

activados como resultado de la accion de neurotransmisores (Haylett y Jenkinson, 1990).

Modulacién presinaptica por la activacion del receptor o en presencia de TEA y 4-

AP.

Aunque se observo que el bloqueo de algunas conductancias de potasio que son sensibles a
TEA (20 mM), bario (400 uM) y cesio (5 mM) ocluyen el aumento en la FPP producida de manera
normal por la aplicacion extracelular del DPDPE (1 uM), otras conductancias de potasio que son
sensibles a TEA (1 mM) y 4-AP (I mM) no modulan la activacioén de receptores & ya que su bloqueo
no ocluye el efecto del DPDPE sobre la FPP (Fig. 12).

Como se observa en la figura 8 la aplicacion del DPDPE (1 uM) produjo un aumento en la FPP
de 62.80 £ 22.18 % (mediana = 45.2%; n = 5; NS, U de Mann-Whitney) en presencia de TEA (1 mM)
y un aumento en la FPP de 97.46 + 42.52 % (mediana = 52.11 %; NS, U de Mann-Whitney) en
presencia de 4-AP (ver figura 9).

Una posible explicacion seria que no todas las conductancias de potasio que se encuentran en
las terminales corticoestriatales tengan necesariamente que ser activadas por receptores a opiaceos, ya
que la activacion de los canales de potasio se da por diversos mecanismos. Sin embargo esto no
significa que las conductancias de potasio sensibles a TEA (1 mM) y a 4-AP (1 mM) no participen en
la modulacion presinaptica ya que se muestra una disminucion en la FPP de -90.12 = 1.75 % (mediana

=60.52 %; n =5; P <0.01 U de Mann-Whitney) después de aplicar 4-AP al medio extracelular y una
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disminucién en la FPP de -45.97 + 9.65 % (mediana = 48.41%; n = 5; P< 0.06 U de Mann-Whitney) en
presencia de TEA (1 mM).
Participacion de los canales de potasio en la modulacion corticoestriatal.

La participacion de los canales de potasio en la modulacion presindptica corticoestriatal fue
determinada por bloqueadores inespecificos de los canales de potasio. La aplicacion de los
bloqueadores al medio extracelular produjo una disminucion en la FPP este fendmeno fisioldgicamente
nos indica un aumento en la probabilidad de liberacidon cuando los canales estan bloqueados y por lo
tanto nos sugiere que ellos estan involucrados en la modulacion de la liberacion de neurotransmisores
en este caso de aminoacidos excitatorios como el glutamato. Como resultado de las diversa funciones
que se llevan a través de la activacion de los canales de potasio, estos canales juegan un papel critico en
la regulacion de la liberacion del transmisor (Gribkoff et al, 2001).

Debido a que los antagonistas de canales de potasio utilizados en el presente trabajo fueron
inespecificos para cada corriente, no es posible identificar especificamente cuales son las conductancias
que son moduladas por la activacion de receptores tipo 9.

Sin embargo sera conveniente discutir el efecto de cada uno de los bloqueadores de canales de
potasio que fueron utilizados:

Canales de potasio sensibles a TEA.

El clasico bloqueador de canales de potasio es el TEA, es usado ampliamente como una
molécula externa o interna para la boca del poro de los canales de potasio dependientes de voltaje,
actua fisiologicamente bloqueando la via de permeacion ionica, previniendo movimiento de iones
potasio a través del poro (Heginbotham y MacKinnon, 1992; Crouzy et al, 2001). Los canales de
potasio tipicamente entran en una o dos categorias con respecto a la sensibilidad por el TEA externo;
esos que son altamente sensibles (K; < 1 mM; Hille, 1967) y esos que son relativamente insensibles (Kj

> 20 mM; Armstrong and Binstock, 1965).
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Debido a esta diferencia farmacoldgica que presentan los canales de potasio se puede explicar
entonces porque la aplicaciéon de TEA (20 mM) produjo menor disminucion en la FPP =-32.11 + 15.28
% (mediana = 22.46 %; n = 6; p < 0.05; U de Mann-Whitney) que la que se observo al utilizar TEA (1
mM); FPP =-45.97 £ 9.65 % (mediana = 48.41%; n=5; P < 0.06 U de Mann-Whitney).

Se ha observado que el efecto bloqueador de TEA difiere cuando se aplica internamente 6
externamente ya que se han sugerido dos sitios de uniéon (Amstrong y Hille, 1972), su aplicacion
externa bloquea algunas pero no todas las corrientes de potasio (Stanfield, 1983), su aplicacion interna
es menos especifica y usualmente menos potente. Existen dos tipos de canales de potasio activados por
calcio los llamados BK¢, y SK¢,. Los canales BK ¢, son selectivamente bloqueados por Iberotoxina, asi
como por bajas concentraciones de TEA (TEA; < 1 mM) y los canales SK¢, son insensibles a bajas
concentraciones de TEA, pero son potencialmente bloqueados por apamina (Castle et al, 1989; Sah
1996). El TEA es un bloqueador especifico de BK¢, y SK¢, cuando se aplica extracelular e intracelular
(Meir et al, 1999), pero los canales BK,, parecen ser mas sensibles a la aplicacion interna de TEA que
los canales SK¢, (ver tabla I).

La alta sensibilidad al bloqueador TEA de los BK., consiste con la presencia de un residuo
aromatico en la boca del poro (MacKinnon y Yellen, 1990; Heginbotham y MacKinnon, 1992).

Los canales de potasio rectificadores entrantes y retardados también son sensibles al TEA
extracelular (Nicoll et al, 1990; Meir, 1999). El bloqueo de los canales de K dependientes de voltaje
(Kv1) tienen alta afinidad por el TEA extracelular.

En estos canales el receptor es formado por un brazalete de 4 residuos aromaticos localizados en
la boca externa del poro, el TEA interactua simultineamente con estos residuos produciendo afinidad

para bloquear el poro (Heginbotham y MacKinnon, 1992; Crouzy et al, 2001).

60



Los canales de potasio tipo A transitorios, los cuales son criticos para regular la excitabilidad
celular en neuronas de vertebrados e invertebrados (Hille, 2001) generalmente exhiben una baja
sensibilidad al TEA externo. Como consecuencia el TEA es usado rutinariamente para separar
corrientes de potasio tipo A ( I5) de las corrientes sensibles al TEA, tales como las corrientes de potasio
rectificadores retardados (Denton y Leiter, 2002). Sin embargo se ha visto que la corriente A es
sensible a TEA a concentraciones bajas (1-2 mM, Thorn et al, 1991). Denton y Leiter, 2002
demostraron que la corriente de potasio tipo A es sensible a TEA a concentraciones bajas,
concentraciones que también se requieren para bloquear completamente corrientes de potasio

rectificadores retardados.
Canales de potasio sensibles a 4-Aminopiridina.

La corriente A puede ser menos sensible al bloqueo por TEA, pero mas sensible al bloqueador
4-AP que los rectificadores retardados (Ix) (Hille, 2001). Bajas concentraciones de 4-AP bloquean
canales de potasio que son también bloqueados por mas bloqueadores selectivos como dendrotoxina
(Coetzee et al, 1999).

Los canales de potasio dependientes de voltaje que median el postpotencial hiperpolarizante
rapido son sensibles a 4-AP (Faber y Sah, 2000). Las corrientes de potasio que son sensibles a 4-AP se
activan durante potenciales de accion y contribuyen al pospotencial hiperpolarizante rapido.
Dendrotoxina es un bloqueador selectivo de canales de potasio dependientes de voltaje, actua
solamente en canales que contienen las subunidades Ky.l1, Kyl.2, Kyl.4 o Kyl.6. Bajas
concentraciones de 4-AP también bloquean canales que contienen estas subunidades (Coetzee et al,
1999).

De todos los bloqueadores utilizados para el bloqueo de las conductancias de potasio el
antagonista 4-AP (1 mM) fue el que produjo mayor disminucion en la FPP -90.12 + 1.75 % (mediana =

60.52 %; n=15; P <0.01 U de Mann-Whitney).
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El 4-AP es permeable a la membrana y bloquea igual cuando se aplica en el interior y exterior
de la célula sin embargo, su sitio bloqueador es probablemente interno (Yeh et al, 1976; Merves y
Pichan, 1977).
Canales de potasio sensibles a bario y cesio.

En general todos los canales de potasio se bloquean extracelularmente por la aplicacion de bario
y cesio excepto la corriente tipo A (Castle et al, 1989), sin embargo se ha reportado que algunos tipos
de canales de potasio son relativamente insensibles al bario y cesio (Edwards and Weston, 1994). En el
presente trabajo se pudo observar un bloqueo significativo de los canales de potasio cuando se
utilizaron estos antagonistas. La aplicacion del Ba*" (400 uM) produjo una disminucién de la FPP = -
52.73 £ 17.75 % (mediana = 52.74 %; n = 10; P < 0.001 U de Mann-Whitney) y la aplicacién de Cs" (5
mM) produjo una disminucién en la FPP = -62.07 £ 5.07 % (mediana = 56.73 %; n = 9; P< 0.0001 U

de Mann-Whitney).
Activacion de canales de potasio a través de receptores tipo .

Muchos de los trabajos en elucidar el mecanismo por el cual las encefalinas inhiben el disparo
neuronal se han realizado en el locus coeruleus (North, 1993).

Se ha demostrado que la activacion de los receptores | incrementa conductancias de potasio en
estas células, inhibiendo su disparo por la hiperpolarizacion de la célula (Williams et al, 1982; North
and Williams, 1985; McFadzean, 1988). Ellos muestran que el mismo tipo de corriente de potasio que
se incremento también se observa en presencia del agonistas del receptor tipo 8 en neuronas del plexo
submocoso de cobayo; se sugiere que estas conductancias fueron rectificadores entrantes. En el ovocito
de Xenopus, las proteinas-G activan rectificadores entrantes que son activados por receptores d (Dascal
et al, 1993; Ikeda et al, 1995). Las proteinas-G delimitadas a la membrana regulan canales de potasio,
los cuales pueden controlar la liberacion de neurotransmisores, las diversas clases de canales de potasio

exhiben regulacion por proteinas-G, sin embargo la evidencia de esta regulacion proviene solamente de
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estudios de canales de K rectificadores entrantes (Wickman y Clapham, 1995). Entonces es probable
que solamente los canales de potasio que pudieran ser activados por los receptores a opiaceos tipo &
sean los rectificadores entrantes o andmalos, ya que son los unicos canales de potasio que estan
acoplados a proteinas-G (Nichols y Lopatin 1997). Siendo que los receptores a opiaceos producen su
efecto inhibitorio a través de las proteinas-G (Childers, 1991; Standifer y Pasternak, 1997).

Capogna y colaboradores (1993) mostraron que el efecto inhibitorio por la activacidon de receptores
u no fue afectado por bario y cesio extracelular, iones que bloquean muchos tipos de canales de
potasio. Esto ha sugerido que los receptores a opidceos pueden inhibir la liberacion del transmisor
actuando sobre un componente de la maquinaria de liberacion (Cohen et el, 1992; Capogna et al, 1993).
Sin embargo el presente trabajo muestra que la aplicacidon extracelular de bario y cesio ocluyen
significativamente el efecto del DPDPE sobre la facilitacion por pulso pareado, lo cual nos indica que
los receptores a opidceos tipo delta producen su efecto inhibitorio a través de la activacion de canales
de potasio sensibles a bario y cesio (ver figura 12). En el locus coeruleus tanto bario como cesio se ha
reportado que también suprimen la accidn de los opidceos (Williams et al, 1988).

Aun a pesar de los avances que se han realizado en relacidon al mecanismo por el cual la activacion
de receptores opidceos producen una disminucion en la liberacion del neurotransmisor, todavia surgen
muchas preguntas, como por ejemplo si el incremento en las conductancias de potasio pudiera
ciertamente producir una disminucién en la excitabilidad, no es claro si este efecto es suficiente para
producir una inhibicion de la liberacion del neurotransmisor (Simmons y Chavkin, 1996). El presente
trabajo pudiera aclarar parte de este problema ya que mediante el protocolo utilizado (facilitacidén por
pulso pareado), en registro extracelular se muestra que el bloqueo de canales de potasio en las
terminales nerviosas producen un aumento en la liberacion del transmisor, lo cual nos llevaria a pensar

entonces que su activacion controla de alguna manera la liberacion del neurotransmisor.
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Conclusiones

> El circuito corticoestriatal esta regulado por una amplia variedad de neurotransmisores,
incluyendo a los aminoéacidos, monoaminas y péptidos. En particular los péptidos opioides juegan un

importante papel en la modulacion de la transmision sinéptica corticoestriatal.

> La activacion de receptores a opidceos tipo O participan en la inhibicion presinaptica de las
aferentes corticoestriatales de rata, ya que su activacion produjo un aumento en la facilitacidon por
pulso pareado, es decir se disminuye la probabilidad de liberacioén del transmisor glutamato cuando

los receptores a opidceos se activan.

> Los canales de potasio sensibles a TEA, 4-AP, bario y cesio participan en la inhibicién
presinaptica de las aferentes corticoestriatales de rata, ya que su aplicacion extracelular produjo una
disminucion en la facilitacion por pulso pareado, es decir aumenta la probabilidad de liberacion del

transmisor glutamato cuando los canales de potasio permanecen bloqueados.

> El aumento en la facilitacion por pulso pareado que se observa al aplicar al medio extracelular
el DPDPE (1 uM) agonista de los receptores a opiaceos tipo & se vio ocluido por el bloqueo de

canales de potasio sensibles a TEA (20 mM), bario (400 uM) y cesio (5 mM).

> Los canales de potasio sensibles a 4-AP (1 mM) y TEA (1 mM) no estan acoplados a los

receptores a opiaceos tipo & ya que el efecto del DPDPE no se vio ocluido.

> De acuerdo a las propiedades farmacoldgicas y funcionales de los canales de potasio se sugiere
que todos participan en la modulacion de la liberacion del transmisor sin embargo, no todos estan

acoplados a los receptores 9.

> Probablemente los canales de potasio que son modulados por la activacion de receptores d sean

los rectificadores entrantes ya que se ha demostrado que estan acoplados a proteinas-G.

> Finalmente, dado que se trata de canales de potasio poco sensibles a TEA, y muy sensibles a 4-
AP, por lo que es posible que estos canales sean los responsables de la modulacién por opiaceos en la

sinapsis corticoestriatal.
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