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RESUMEN

Los experimentos de esta tesis fueron realizados en neuronas "cespinosas
medianas" del neoestriado de la rata utilizando registros mtracelulares y fijacton de
corriente en rebanadas cerebrales mantenidas i virro y sumergidas en solucion
fisioldgica.

El objetivo principal de la tesis fue ¢l de lograr un arreglo experimental que
nos permitiera  evaluar la  liberacion  de  neurotransmisor  por métodos
electrofisiologicos, caracterizar esta liberacion y evaluar posibles mecanismos
moduladores. En particular, la accion de la dopamina en el ncoestriado esta poco
estudiada y pensamos que podria estar implicada. Esto implicod registrar la actividad
sindptica espontanea y la facilitada por la 4-amino-pinidina (4-AP). En condiciones
basales esta actividad es de baja frecuencia (alrededor de un potencial sindptico por
segundo; 1 s'). Pero cuando se agrega el bloqueador de conductancias de potasio
4-AP a dosis micromolares (100 M), la frecuencia de aparicion de los potenciales
sinapticos se incrementa a valores promedio de 857

El necoestriado fue el nicleo escogido pues no tiene transmision
glutamatérgica intrinseca. De esta manera, toda actividad excitadora glutamatérgica
proviene de fibras aferentes cuyos somas se sithan fuera del nucleo, y que en
nuestro caso fueron excluidos de la preparacion. La actividad sindptica observada
en estas condiciones resulto ser dependiente de conductancias de sodio y de calcio,
pues fue bloqueada con tetrodotoxina (TTX) o cadmio (Cd). Lo que sugicre que
depende del disparo de potenciales de accion en fibras o terminales aferentes.

Los potenciales sindpticos resultaron  ser  tanto  GABAGérgicos (i.e.,
bloqueados con bicuculina) como glutamatérgicos (bloqueados por la combinacion
de CNQX y APV). Lo que quiere decir que en presencia de bicuculina nos
quedamos con la transmision glutamatérgica extrinseca, proveniente de las vias
cortico-estriatal y cortico-talamica.

En estas condictones, 100 pM de 4-AP pernitieron registrar una frecuencia
promedio de potenciales sindpticos de 4 *'. Esto ¢s, [a mitad de la transmision en
presencia de 4-AP unicamente. Ademds, encontramos que el agonista del receptor
dopaminérgico D2, quinpirole (10 uM), es capaz de reducir la frecuencia de
aparicion de estos potenciales sin cambiar: a) la resistencia de entrada, b) el
potencial de membrana, o ¢) el umbral de disparo de la célula postsindptica.
Resultados que aunados a las caracteristicas de la preparacion (fibras afertentes
aisladas de sus somas de origen) nos permiten sugerir fuertemente que la accion del

quinpirole esta mediada por receptores presindpticos en las fibras o botones
aferentes.



SUMMARY

The experiments of this thesis were done i "medium spiny” neurons of the
rat neostriatum using intrecellular recordings and current-clamp conditions in in
vitro brain slices totally submerged in physiological saline.

The principal goal of this thesis was te achieve an experimental set-up that
would allow to record transmitter release by electrophysiological methods, to
characterize this release, and to cvaluate possible modulating mechanisms. In
particular, dopamine's action in the neostriatum has been little studied and we
thought it could be involved. This implied to record synaptic activity both
spontaneous and facilitated by 4-aminopyridine (4-AP). In control conditions,
spontaneous release is of low frequency (about one synaptic potential per second; |
s-'). However, in the presence of the potassium conductance blocker 4-AP at
micromolar doses (100 pM), the frequency of recording synaptic potentials
increased to mean values of 8 ',

The neostriatum was chosen due to the fact that it lacks intrinsic
glutamatergic transmission. In this way, all excitatory glutamatergic activity comes
from external afferent fibers whose somata is located ouside the nucleus, and which
in the present case, were excluded from the preparation. The synaptic activity
observed in these conditions came to be dependent upon sodium and calcium
conductances because it was blocked by tetrodotoxin (TTX) or cadmium (Cd). Thus
suggesting that it depends on the firing of action potentials by the afferent terminals
or fibers.

Recorded synaptic potentials were both GABAergic (i.e., blocked by
bicuculline) and glutamatergic (blocked by a combination of CNQX and APV). This
means that in the presence of bicuculline we are lefl with extrinsic glutamatergic
fransmission coming from corticoestriatal and corticothalamic pathways,

In these conditions 100 pM 4-AP allowed to record a mean frequency of
synaptic potentials of 4 s, That is, half the activity in the presence of 4-AP only.
Morcover, it was found that the dopaminergic D2 receptor agonist quinpirole
(10uM) was able to reduce the frequency of recording these potentials without
changing: a) input resistance, b) membrane potential, or ¢) firing threshotd of the
postsynaptic cells. These results together with the characteristics of the preparation
(afferent fibers cut form their somata of origin) allow us to strongly suggest that the
action of qunpirole is mediated through receptors located on presynaptic fibers or
boutons.



Esta tesis fue realizada en los laboratorios 123-norte y 125-norte del
Instituto de Fisiologia Celular, en la Ciudad Universitaria de la
Universidad Nacional Autonoma de México. Bajo la direccion

académica de la doctora en ciencias Elvira Galarraga P. y el doctor en
ciencias José Bargas D.
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ORGANIZACION DE LA TESIS

La presente tesis sera organizada de la siguiente manera:

En la Introduccidon presento una revision de los conceptos basicos y actualizados para el
entendimiento de esta tesis. En esta revisaré las caracteristicas anatomico-fisiologicas relacionadas con
las neuronas neoestriatales de la rata haciendo énfasis en las neuronas espinosas medianas y las
relaciones funcionales del neoestriado con otros nicleos cerebrales.

Posteriormente revisaré los conceptos relacionados con la transmision sinaptica, comparando la
transmision periférica (unién neuromuscular y sistema endocrino) con la transmision en el sistema
nervioso central. Asimismo, ahondaré en el concepto de transmision sindptica cuantica en cl sistema
nervioso central.

Tomando en consideracion que la frecuencia de registro de potenciales sinapticos en las ncuronas
espinosas medianas neoestriatales es muy bajo, cuando estas son estudiadas in vitro  (rebanadas de
estriado), en esta tesis utilicé la 4-aminopiridina (4-AP) para incrementar dicha actividad. Por lo tanto,
realicé una revision sobre el mecanismo de accion actualmente aceptado de la accion de las
aminopiridinas. Dicha revision fue publicada en Revista Biomédica en 1993 ( Flores-Hernandez, 1993),

Como dltima parte de la introduccion revicé ¢l papel de la dopamina como de neuromodulador
presinaptico de la actividad sinaptica glutamatérgica cortico-estriatal.

Los Objetivos de esta tesis son presentados en la seccion correspondiente.

Los Métodos son presentados en tres partes. En la primera presento en forma breve una seccion
de Métodos y Materiales, la segunda y tercera son presentadas en la seccion de métodos dentro de cada
articulo de los dos articulos de ésta tesis.

Los Resultados son divididos en 4 secciones.

En la primera seccion abordo de manera general las caracteristicas anatomicas de las neuronas
espinosas medianas.

En la segunda seccion presento las caracteristicas electrofisiologicas de las neuronas espinosas
medianas.

La tercera seccion se presenta la caracterizacion de los potenciales sinapticos inducidos por la
4-AP registrados en las neuronas espinosas medianas del neoestriado de la rata. Este trabajo fue
publicado con ¢l titulo "Patterns of excitatory and inhibitory synaptic transmission in the rat neostriatum
as revealed by 4-AP" en Journal of Neurophysiology, volumen 72, No. § en 1994,

En la cuarta y altima seccion presento el efecto de la dopamina sobre la transmision sinaptica
glutamatérgica. Este trabajo es presentado como un articulo cuyo titulo es "Dopaniine selects
glutamatergic inputs to neostriatal neurons” el cual fue enviado a revision para publicacion en la misma
revista.

En la Discusion se incluyen todas las secciones presentadas en los resultados.

Finalmente, en las Conclusiones enumero las conclusiones a las que llegué durante el desarrollo de
la presente tesis,



INTRODUCCION

En la presente tesis se estudiaran los potenciales sinapticos espontaneos (PSEs) cuya frecuencia es
incrementada por la 4-aminopiridina (4-AP), un bloqueador de conductancias de potasio, en una
poblacion de neuronas cerebrales: las neuronas "espinosas medianas” del neocstriado de la rata.

Cuando las neuronas espinosas medianas del neoestriado son mantenidas iu vitro (rebanada), en
condiciones normales, muestran una baja frecuencia de aparicion de los PSEs (< I Hz). Cuando se
agrega 4-AP en dosis micromolares la frecuencia de aparicion de PSEs es incrementada. Esto es, la
4-AP aumenta la liberacion espontanea de neurotransmisores. Los PSEs pueden ser separados
farmacologicamente empleando los antagonistas especificos para los receptores a neurotransmisores de
accion rapida (e.g. GABA y glutamato). Los PSEs cuya frecuencia es incrementada por la 4-AP son
bloqueados por TTX o cadmio, por lo {anto son dependientes de los impulsos nerviosos que activan
conductancias de calcio. Ademas, son bloqueados completamente por la combinacion de bicuculina
(BIC), CNQX y 2-APV. Las amplitudes promedio de los PSEs corresponden a la activacion de un solo
sitio activo por evento y concuerdan con el cuanto para Glu y GABA descrito en sinapsis cerebrales.

En vista de que en presencia de bicuculina sc pueden separar los potenciales sinapticos
glutamatérgicos inducidos por la 4-AP, es posible estudiar el efecto de agonistas dopaminérgicos sobre
la frecuencia de aparicion de potenciales sindpticos, esto es, sobre la liberacion espontanea de
neurotransmisores medida electrofisioiogicamente. En esta tesis estudiaremos el tipo de receptores a
dopamina que media este efecto presinaptico modulatorio.

La Introduccion tocara los siguientes puntos:

1.- Anatomia funcional del neoestriado (NE) y su papel en la fisiologia de los ganglios basales,

2.- Las neuronas del NE, principalmente la neurona espinosa mediana.

3.- Lateoria cuantica de 1a transmision sindplica en el sistema nervioso central.

4.- La 4-aminopiridina como una herramienta para incrementar la actividad sinaptica.

5.- Los mecanismos moduladores presinapticos de la transmision; el papel de la dopamina.




1. EL NEOESTRIADO

L.I.- ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL NEOESTRIADO

El nicleo caudado-putamen o neoestriado (NE) es una estructura subcortical que forma parte de
los ganglios basales (ver figura 1.). En la mayoria de las especies de vertebrados este nicieo es el mas
prominente de las estructuras subcorticales telencefalicas. Se localiza en el cerebro anterior de reptiles,
aves y mamiferos. En mamiferos superiores el neoestriado se divide en los nicleos caudado y putamen
los cuales se encuentran separados por la capsula interna, que es formada por las fibras corticales
descendentes (ver figura 2). En mamiferos inferiores las fibras descendentes estan dispersas y no
forman la capsula interna por fo que dan al nicleo un aspecto de raliado (estriado) cuando este es
observado en un corte sagital. No posee una organizacion laminar como las cortezas cerebral, cerebelar
o hipocampica,

E! NE ha sido relacionado con funciones motoras (Delong, 1990). Estas observaciones se han
basado en los estudios de enfermedades neurodegenerativas como es el caso de la enfermedad de
Parkinson y la corea de Huntington. Asimismo, el NE se ha relacionado con la generacion de
movimientos voluntarios (Brooks, 1986, Wilson, 1990b). Sin embargo, no se sabe como el NE
contribuye a la generacion de estos movimientos. Se ha reportado que los déficits motores son
dependientes de contexto (Wickens, 1993). Un movimiento que no puede realizarse en unas
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Figura 1. Relacion del neoestriado con otras regiones cercbrales.
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Figura 2, Localizacidn del neoestriado. Arriba. El NE en mamiferos inferiores presenta un aspecto
estriado en el cual las estrias son formadas por las fibras descendentes corticales que atraviezan el
NE. Abajo. En mamiferos superiores las fibras descendentes corticales se unen formando la capsula

circunstancias puede ser ejecutado en otras. Es decir, la habilidad de realizar movimientos permanece
intacta, pero en algunas circunstancias éstos no pueden ser realizados con la misma ¢nergia o rapidez.
La entrada dopaminérgica mesencefalica al NE es indispensable para el control de las funciones de los
ganglios basales a través de las vias cortico-estriato-palido-talamico-corticales. La disminucion en la
concentracion de dopamina en el NE produce la enfermedad de Parkinson, que lleva a la pérdida del
movimiento normal y a los déficits cognoscitivos del tipo de los producidos por la interferencia con el
funcionamiento del 16bulo frontal. Un exceso de dopamina en NE puede causar movimientos anormales
como coreas, distonias y tics, e incluso desordenes del pensamiento (Marsden, 1992).

La aparicién de movimientos anormales seguidos a la lesion del neoestriado llevo a la conclusion
de que la funcién normal del neoestriado estaba relacionada con el control del movimiento (Laursen,
1963; Delgado, 1979).

Actualmente, el neoestriado es considerado por algunos autores como vias en paralelo
organizadas macroscopicamente que participan en el procesamiento de informacion desde arcas
corticales y talamicas funcionalmente relacionadas (Alexander y Crutcher, 1990a, 1990b; Mitchell ¢t af.,
1991, Marsden, 1992, Hoover y Strick, 1993). La informacion que fluye a través de esas vias cs
procesada en el NE, pasa a las estaciones de salida de los ganglios basales. Esta informacion es enviada
al mesencéfalol, asi como regresada a través de vias directas e indirectas a distintas regiones del talamo

y la corteza. Han sido definidos cinco vias paralelas por los que fluye la informacion a través del NE y
son presentados en la tabla 1.
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TABLA 1. ORGANIZACION DE LAS AFERENTES CORTICALES AL NE

CIRCUITO PREFRONTAL | ORBITOFRONTAL | OCULOMOTOR MOTOR LIMBICO
DORSOLATERAL LATERAL
REGION [Corteza pretrontal Corteza orbitafiontal  |Campos oculares  |Area suplemantaria motora | Area cingulada
CEREBRAL [dorsolateral lateral frontales Corteza premotora anterior
Corteza parielal Conteza Sensoriomatora
posterior y dren
premotora arqueada
REGION |Caudado dorsal Caudado ventromedial |Caudado Putamen NE ventral
ESTRIATAL
REGION |Intemo Interno luterno Externo interno Ventral
PALIDAL
REGION {Reticulada Reticulada Reticulada Reticulada
NIGRAL
{Niicleo
subtalamico)
REGION | Ventral anterior Ventm) anterior region | Medidorsal pars | Ventro lateral pars oralis Mediodorsal pars
TALAMICA {region parvocelular — [magnocelslar Medial - [multifonnis Ventro lateral pars mediatis Jmagnocelular
Medial dossal region  |dorsal region Ventral anterior Veutral anterior regidn Medial dorsal
magnocelalay magnocelular region parvocelular fegion
magnocelular Centromedial parvocelular
Ventral anterior
region parvocelular
REGION DE |9 " Coliculo superior | Tallo cerebral Corteza de
SALIDA Formacida reticular {Médula espinal asociacion
ponting limbica
paramediana

Cuadro modificado de Alexander ¢f al., 1986 y Marsden, 1992

Por el contrario, otros autores han propuesto que la informacion cortical ingresa al estriado en un
patron absolutamente convergente. Esta convergencia es llevada a cabo por la sobreposicion de islas de
terminales axonicas cortico-estriatales (Percheron y Filion, 1991).

Por otro lado, Parent y colaboratores (1993, 1995), sugieren que no hay tal convergencia de
informacidn y que esta es finamente segregada formando multiples representaciones en sus proyecciones
al segmento externo del globo palido y a 1a region reticulada de la substancia negra.

El papel que juega ¢l NE en el funcionamiento cerebral es definido como un proceso de
desinhibicion en el cual la activacion del NE produce una inhibicién de las neuronas del globo palido y
de la substancia negra. Las neuronas de estos nicleos se caracterizan por tener actividad ténica
inhibitoria sobre sus nicleos blanco. Los nticleos blanco del globo pélido y la substancia negra reticulada
son los talamicos, los del coliculo superior y los pedinculo pontinos. Cuando las neuronas nigrales y
palidales son inhibidas por las aferentes neoestriatales, disminuye la inhibicion tonica producida por éstas
(desinhibicion) aumentando de este modo 1a actividad en los nucleos blanco (Chevalier y Deniau, 1990,
Chevalier et al., 1984, 1985; Deniau y Chevalier, 1985),
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El NE es modulado, entre otros transmisores, por la dopamina, la acetilcolina y la serotonina. En
la region dorsal del NE se ha propuesto que la dopamina contribuye a la coordinacion sensoriomotora
durante ¢l desarrollo de una respuesta en una serie de procesos preparatorios para respuestas
predefinidas (Marsden, 1992). En la region ventral la dopamina influencia el impacto de un estimulo
relacionado con una recompensa (Robbins y Everitt, 1992; Marsden, 1992). La actividad colinérgica es
intrinseca al NE y es producida por las neuronas gigantes no espinosas (Wilson, 1990). La serotonina se
origina en los nucleos del rafé dorsal (Levoie y Parent, 1990).

L1 LAS AFERENTES AL NEOESTRIADO

LIL1 Tipos de aferentes

Las entradas corticales glutamatérgicas que llegan al NE surgen principalmente de las areas
sensoriales, motoras y de asociacion. Las entradas glutamatérgicas corticales convergen con entradas,
también glutamatérgicas, que se originan en los nicleos intralaminares talamicos, con entradas
dopaminérgicas que surgen desde la sustancia negra (parte compacta) y con entradas serotoninérgicas
que se originan en nucleo del rafé dorsal (Parent, 1990).

Los estudios realizados con leucoaglutinina Phaseolus vulgaris (PHA-L, por sus siglas en inglés)
han mostrado que las fibras aferentes de corteza arborizan en el NE con el patron definido por Cajal
como axodendritico cruciforme (Ramon y Cajal, 1909, 1911, Wilson, 1990; Fox, et al, 1971). El
término cruciforme se refiere a que las fibras viajan a través del nicleo cruzando sobre las dendritas de
distintas neuronas, haciendo sinapsis con éstas a su paso (¢n passant) (Fox et al., 1971, Di Figlia et al.,
1978).

Una fibra cruza los campos dendriticos de muchas neuronas, pero no hace muchas sinapsis con
una neurona en particular. Mediante registros electrofisiologicos, Mori ¢/ al., (1994) calcularon que
cada aferente deja en promedio de uno a dos botones en cada neurona postsinaptica. Mediante técnicas
anatomicas Wilson (1994) calculo que cada aferente cortico-estriatal puede presentar no mas de tres o
cuatro contactos sobre cada neurona espinosa mediana. En general, las sinapsis se realizan en las
espinas dendriticas (aprox. 80 %)(Xu et al., 1991). Aunque todavia no existen estudios anatomicos
detallados, este patron parece estar presente tanto por las entradas corticales como por las talimicas.
Ambas aferentes parecen ser glutamatérgicas (Wilson, 1990). Sin embargo, Wilson (1994) muestra dos
tipos de aferentes corticales mediante la técnica de la biocitina. Faltan estudios mas detallados para saber

si alguna aferente deja mas de 2 botones en una neurona. Aunque queda claro que si hay diferencias
entre las aferentes.

Las aferentes de las cortezas parictal, occipital, frontal, temporal y limbica terminan en zonas que
se extienden longitudinalmente dentro del NE pequeiias subregiones asociadas funcionalmente con areas
corticales (Yeterian y Van Hoesen, 1978; Parthsarathy et al., 1992; Parent, 1990; Marsden, 1992) .

Estudios realizados con técnicas de marcado muestran que una pequeita porcion de corteza
cerebral proyecta a grandes regiones del NE con direccion rostro-caudal (Wilson, 1990; Parent 1990).
Muchas aferentes corticales convergen sobre una misma poblacion neuronal. No existe un control
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exclusivo de alguna de las cortezas sobre alguna region del NE en particular (Parent, 1990). Sin
embargo, cabe sefalar que regiones funcionalmente relacionadas de la corteza proyectan sus fibras a
grandes regiones del NE guardando cierta organizacion topogratica. En monos se ha observado que la
corteza sensorimotora proyecta al niicleo putamen donde una representacion somatotopica de la pierna,
brazos y cara ocurre en forma de bandas arregladas oblicuamente (Parent, 1990). En contraste, las areas
asociativas de las cortezas prefrontal, temporal, parietal y cingulada proyectan principalmente al nucleo
caudado. Finalmente, las areas corticales limbica y paralimbica proyectan a regiones ventrales del NE
que incluyen al nicleo accumbens, las capas profundas del tubéreulo olfatorio y las partes ventrales del
caudado y del putamen (Parent, 1990).

Pese a que el NE parece ser un niicleo homogéneo a nivel macroscopico, a nivel microscopico es
histologicamente heterogéneo. Estudios histoquimicos han mostrado compartimentos bioguimicamente
especializados (Graybiel, 1990).

Existen regiones pobres en la actividad de las enzimas acetil-colinesterasa y tirosina hidroxilasa,
asi como en los péptidos somatostatina o calbindina, pero que muestran muchos receptores a opiaceos
tipo mu (encefalinas) y substancia P. Estas regiones son denominadas "estriosomas”, las cuales tienen el
diametro cercano al reconocido para las columnas corticales (30-100 pM; Graybiel e7 al., 1990). Los
receptores muscarinicos M1 estan particularmente concentrados en los estriosomas (Hirsch, 1989). Se
calcula que los estriosomas son el 20 % del volumen estriatal (Graybiel ez al., 1991}, estan embebidos en
una region a la cual se le denomind "matriz", que muestra mayor actividad de acetil-colinesterasa y
mayor histofluorescencia relacionada con el sistema catecolaminérgico (dopamina) (Hirsch er al,, 1989,
Desban er al., 1989; Olson et al., 1972; Graybiel, 1990; Gerfen, 1992a y b, Groves, 1995, Divac, 1983,
Jiménez-Castellanos y Graybiel, 1989). De este modo los estriosomas que inicialmente fueron
descubiertos en mono y humano, corresponden a los "parches” de receplores a opiaceos encontrados en
la rata (Graybiel y Radsdale, 1978, Herkenham y Pert, 1981, Donoghue y Herkenham, 1986). Existen
diferencias tanto intra- como inter-especie entre varios marcadores del estriosoma (Graybiel e/ al.,
1981).  Estudios de reconstruccion tridimensional han mostrado que las regiones ricas en
inmunorectividad a encefalinas forman una red tridimensional que se extiende a través del caudado de la
rata y del humano (Groves ¢t al., 1995, 1988; Manley ¢1 al., 1991).

El sistema dopaminérgico inerva preferencialmente tanto a la matriz como a los estriosomas, sin
embargo, el grupo A9 inerva preferencialmente al estriosoma, mientras que el grupo A8 inerva a la
matriz (El sistenta catecolaminérgico en el sistema nervioso central se ha nombrado con la letra A y los
nicleos A8 y A9 son niicleos dopaminérgicos localizados en el area tegmental ventral y la parte
compacta de la substancia negra) (Kemel ef al,, 1992; Parent, 1990; Penny et al., 1986a, Kawaguchi ¢/
al., 1989). Las regiones corticales prefrontal, insular y amigdalina inervan a los estriosomas, mientras
que las cortezas sensorial, motora y el giro cingulado inervan preferencialmente a la matriz. Los
estriosomas proyectan principalmente a la zona compacta de la substancia negra mientras que la matriz

dirige sus proyecciones al pilido y a la parte reticulada de la substancia negra (Jiménez-Castellanos y
Graybiel, 1989).
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Solo parte (alrededor del 50%) de las entradas corticales que llegan a las espinas dendriticas de las
neuronas espinosas medianas poseen una entrada dopaminérgica (Freund ef al., 1984)

Se ha propuesto que ciertas clases de interncuronas. por ejemplo las neuronas que contienen
somatostatina, pueden servir para comunicar los diferentes compartimentos estriatales (Gerfen, 1984).

También se han relacionado a las entradas corticales al NE con su origen laminar mas que
regional. Asi, las regiones infragranulares (capa 4 o granular), principalmente la capa V y VI, proyectan
a los estriosomas, mientras que las capas supragranulares, capas Il y IlI, dirigen sus axones a la matriz
(Arikuni y Kubota, 1986; Gerfen, 1984, 1990).

Las entradas talamicas, nigrales y amigdalinas comparten de manera general el mismo patron de
arborizacion que las entradas corticales. A la fecha no existen estudios anatomicos que diluciden con
detalle las semejanzas y diferencias en los patrones de inervacion de los distintos tipos de aferentes al
NE.

Sin embargo, para la interpretacion de nuestros resultados tomaremos en cuenta dos puntos de lo
que se ha dicho: 1) que una fibra aferente hace de uno a 4 contactos sindpticos con una neurona
postsinaptica, y 2) que ia mayor parte si no es que todas de las entradas excitatorias rapidas (“fast ligand
gated") son glutamatérgicas.

De las aferentes mencionadas solo las glutamatérgicas y las serotoninérgicas pueden activar
receptores acoplados directamente a un canal (receptores-canal), generando respuestas sindpticas
rapidas (con duracion del orden de milisegundos). El receptor 5-HT, esta acoplado a un canal
permeable a cationes monovalentes (Na'/K') (Saudou y Hen, 1994). No obstante, solo se han descrito
potenciales sinapticos mediados por este receptor en cultivos de NE (Jackson, 1982). Las sinapsis
excitatorias rapidas generadas por glutamato son las mas comunmente encontradas en el NE (Cepeda e/
al., 1992a, 1992b; Herrling, 1985; Wilson, 1990, Graybiel, 1990).

Estudios de microscopia electronica han mostrado la existencia de botones inmunorreactivos a la
hidroxilasa de la tirosina (enzima marcadora de vias catecolaminérgicas -dopamina-) (Freund ef al,,
1984, Smith y Bolam, 1990; Wilson, 1990; Herrling, 1985). Estos botones son clasificados por Pickel ef
al,, (1981), como del tipo I.

En la rata (Arluison y De La Manche, 1980; Soghomonian ¢r al., 1989), gatos (Calas et al,, 1976)
y monos (Pasik er al., 1982, 1984), las entradas serotoninérgicas se originan en los niicleos del rafé y
establecen varicosidades que forman sinapsis asimétricas (usualmente indicadoras de actividad
excitadora) sobre las espinas dendriticas y en sus astas en ratas. Del total de varicosidades
serotoninérgicas dentro del NE, solo del 10 al 15 % presentan una tipica union sinaptica. El efecto de la

serotonina sobre el NE no es claro y puede ser mediado por al menos 13 tipos de receptores (Saudou y
Hen, 1994, Teitler y Herrick-Davies, 1994).

L11.2.- Las sinapsis rapidas y lentas

La accion sinaptica puede activar directamente receptores-canal, permitiendo el flujo de carga
ionica a favor de su gradiente electroquimico. Por otro lado, la accion sinaptica puede activar receptores
que no estdn acoplados directamente con un canal ionico, sino que estan ligados a sistemas de
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utilizarse otras cadenas de segundos mensajeros aparte de las proteinas G.

transduccion transmembranal acoplados a las proteinas G u otros sistemas de mensajeria intracelular

(ver figura 3).

Una diferencia entre los dos mecanismos anteriores es su temporalidad. Mientras que la activacion
de los canales acoplados a un receptor es lievada a cabo en menos de 2 ms, produciendo los potenciales
sindpticos tipicos de alrededor de 30 ms, la activacion de las proteinas G genera cambios en el potencial
de membrana, con duracion mayor a 30 ms (Hille,1992). También pueden no generarse cambios en el

potencial de membrana sino sélo en el mecanismo de disparo.

(canal i6nico)
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1.1L.3.- Origen de las sinapsis glutamatérgicas al neoestriado.

Las aferentes corticoestriatales son bilaterales y se originan, en la rata y el mono,-de células
piramidales concentradas en la capa V (McGeorge y Faull, 1989), distribuyéndose en espacios de
cientos de micrometros entre una célula piramidal y otra (Jones ¢fal,, 1977). En el gato la mayoria de
las neuronas corticales de proyeccion al NE se localizan en las capas 11 y I1I, con una minoria en las
capas V y VI (Royce, 1982, 1984, Arikuni y Kubota, 1986, Gerfen, 1984, 1990).

En todas las especies estudiadas, las_aferentes corticalo-estriatales glutamatérgicas forman la
mayoria de sus comtactos con las espinas de ncuronas espinosas medianas. Las sinapsis
cortico-estriatales se forman en la cabeza de las espinas. Se ha calculado que la cantidad de contactos
generados por cada fibra aferente es de 1 a 2 botones por cada neurona espinosa mediana (Mori ¢t al,,
1994; Wilson, 1994).

Otras aferentes glutamatérgicas son las talamo-estriatales que se originan principalmente en los
nicleos intralaminares centromediano (29 %), parafascicular (12 %) (Royce, 1982, 1987, Royce ¢/ al.,
1984), y secundariamente en los nicleos de la linea media (Meredith y Wouterlood, 1990), ademas de
nicleos de relevo como el ventral anterior, el ventral lateral, el lateroposterior, el mediodorsal y los
nicleos pulvinares (Beckested, 1984a y 1984b; Parent ¢t al., 1983).

Aunque el 80 % de las sinapsis sobre las dendritas de las neuronas estriatales son Gray tipo I y
glutamatérgicas, también hay sinapsis Gray tipo 11 gabaérgicas (Kemp y Powell, 1971, Xu et al., 1991).
Se ha descritas que algunas de las entradas talamicas contienen péptidos neuroactivos como: substancia
P, colecistokinina, péptido vasoactivo intestinal (VIP) y el péptido relacionado con la calcitonina
(Parent, 1986; Sugimoto 1984).

L.1L4.- Origen de las sinapsis gabaérgicas al neoestriado.

Hasta hoy se piensa que la actividad gabaérgica es principalmente producida por las interacciones
entre las mismas neuronas principales o de proyeccion, las neuronas espinosas medianas. El axon de las
neuronas principales genera colaterales antes de salir del nicleo (Somogyi, 1981; Preston, 1980). Las
colaterales se restringen a la vecindad de la neurona (de 0.25 mm de radio) (Wilson, 1990; ), y hacen
sinapsis simétricas con la cabeza y troncos de las espinas dendriticas de las neuronas vecinas (Preston,
1980, Kita y Kitai, 1988, Pasik e/ al., 1988). Sin embargo, Jacger ¢f al. (1994) han descrito que dicha
inhibicion lateral es débil o inexistente cuando la buscaron a través de registro electrofisiologico
intracelular de neuronas vecinas. Las sinapsis simétricas también se pueden localizar en las regiones
proximales de las dendritas, en ¢l soma y en el segmento inicial del axon (Wilson y Groves, 1980;
Aronin ¢f al., 1986). Ulimamente se ha descrito un segundo tipo de interneuronas gabaérgicas que son
inmunoreactivas a la cal-retinina, proteina que une calcio (Kubota, 1993).

Otra interaccion gabaérgica es producida por interneuronas "medianas no espinosas”. Estas
neuronas presentan inmunoreactividad a la parvalbimina, y sus axones tesminan en el dominio
somatodendritico proximal de las neuronas espinosas de proyeccion (Kita ez al., 1990; Somogy et al.,
1981, Preston, 1980, Kita y Kitai, {988, Groves, 1995).



II. NEURONAS DEL NEOESTRIADO

El NE esta constituido por diferentes tipos neuronales: neuronas principales o de proyeccion, y de
neuronas locales o interneuronas. Se han propuesto diferentes clasificaciones (Chang et al., 1982,
DiFiglia et al., 1976, Fox, 1971; Yelnik et al., 1991).

En ratas la relacion entre neuronas de proyeccion e interneuronas es de 9:1 (Chang e al., 1982)
mientras que en primates es de 3:1 (Graveland y DiFigha, 1985).

ILI LA NEURONA PRINCIPAL O DE PROYECCION

En esta tesis nos ocuparemos principamente de este tipo neuronal, en el cual realizamos la mayor
parte de nuestros registros electrofisiologicos.

ILL 1.- Caracteristicas generales

De la poblacion total de ncuronas del NE, las neuronas principales o de proyeccion son la
mayoria (90 - 95% en la rata). La ncurona principal es llamada espinosa mediana debido al tamaiio de
su soma (10 a 20 pm) y a la gran cantidad de espinas que cubren sus dendritas. Del soma surgen
troncos dendriticos de 2-3 um de didmetro. El soma y las dendritas primarias estan usualmente libres de
espinas. Los troncos primarios se dividen a los 10-30 um de su origen y pueden ramiticarse 1 6 2 veces.
La figura 4 muestra una representacion de una neurona espinosa mediana.

Kemp y Powell, en 1971, consideraron a las neuronas espinosas medianas como interneuronas.
Posteriormente,  utilizando la técnica de marcado retrogrado con peroxidasa de rabano, Grofova
(1975) mostré que las neuronas espinosas medianas proyectan sus axones hacia fuera del NE,
considerandose entonces como neuronas de proyeccion. Las neuronas espinosas medianas son
GABAGérgicas (Precht y Yoshida, 1971, Fisher er al., 1986, Kita y Kitai, 1988, Pasik ¢/ al., 1991) y
coliberan varios neuropéptidos como dinorfina, substancia P y encefalinas (Graybiel, 1990). Dichos
péptidos no se encuentran por igual en todas las neuronas. Las encefalinas estan presentes
principalmente en las neuronas espinosas medianas que proyectan hacia el globo palido. Por el
contrario, la substancia P y la dinorfina estin mas concentradas en las neuronas que proyectan a la
substancia negra (Graybiel, 1990). La neurona espinosa mediana presenta generalmente de 25 a 60
ramas dendriticas finales (Wilson, 1983) que irradian en todas direcciones, cubriendo un campo
esférico con didmetro de 0.3 a 0.5 mm. Las espinas se encuentran a partir de las dendritas secundarias y
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La densidad de espinas decae a cerca de la mitad en la punta de las dendritas (Wilson, 1983). El
axon de las neuronas espinosas medianas presenta un segmento inicial bien definido que surge del soma
o de una dendrita primaria. El axon principal emite varias colaterales antes de dejar Ta vecindad (500
um) del soma y dichas colaterales dan origen a una arborizacion colateral local que hace contactos
sinapticos con las neuronas vecinas (Preston ef al., 1980).

Las neuronas espinosas medianas de ralas adultas muestran poco acople eléctrico medido por ¢l
paso de colorante (e. g. biccitina, amarillo lucifer, etc.) hacia células vecinas. Sin embargo, cuando se
estudian en animales neonatos se observa un aumento en la frecuencia de registros con acople
electrotonico (Walsh ef a/., 1989 “dye coupling")

El nimero de axones eferentes del NE ha sido estimado en varias especies (Verhaart, 1950,
VonBonin y Shariff, 1951). El nimero de neuronas en el NE (Caudado-Putamen) humano es del orden
de 100 millones. La densidad calculada es de 11,000 neuronas por milimetro cubico (Schroder ef al,,
1975).

Neurona espinosa
mediana

Figura 4. Representacion de la anatomia de una neurona espinosa mediana.

- ew

Tl
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I1.1.2.- Aferentes sindpticas sobre 1a neurona espinosa mediana

Las neuronas espinosas medianas reciben la mayoria de las interacciones sinapticas aferentes al
NE. Las entradas glutamatérgicas que surgen de corteza cerebral y de talamo inervan principalmente a
estas neuronas, principalmente en las espinas dendriticas de region distal. Las entradas dopaminérgicas
se originan en la substancia negra parte compacta y en el area ventral tegmental (VTA), realizando
contactos sinapticos con los cuellos de un 10 % de las espinas dendriticas que presentan botones
glutamatérgicos, y con los troncos dendriticos (Bouyer ef al, 1984). La figura § muestra la
organizacion de las aferentes a las neuronas espinosas medianas. Las interacciones dopaminérgicas han
sido localizadas sobre las neuronas espinosas medianas de la siguiente manera (Freund ef al., 1984) .

1- 59 % sobre espinas dendriticas (tomando en cuenta que solo se forman en el 10 % de las espinas),
2.- 35 % sobre troncos de espinas dendriticas y dendritas, y

3.- 6 % sobre cuerpos celulares.

ENTRADAS A LA NEURONA ESPINDSA MEDIANA [NEM)
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Figura 8, Localizacién de Ias aferentes a 1a neurona espinosa mediana,

Independientemente de fos agentes neuroactivos localizados, solo se ha encontrado actividad
sinaptica rapida de tipo receptor/canal para glutamato y GABA en ratas adultas (Seabrock ef al., 1991,
Wilson, 1990). No obstante, Misgeld y Dietzel, en 1989, encontraron actividad colinérgica de tipo
nicotinico en neuronas neoestriatales en cultivo. Sin embargo, hasta la fecha este dato no ha sido
confirmado.
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11.1.3.- Tipos de neuronas espinosas medianas.

Al menos dos tipos de fibras eferentes del NE pueden ser identificadas en la rata, las cuales surgen
de neuronas espinosas medianas (Beckstead y Cruz, 1986; Jiménez-Castellanos y Graybiel, 1989). Un
tipo de fibras da un axon que arboriza principalmente en el segmento externo del globo palido. El otro
tipo proyecta poco a esta estructura, yendo principalmente al segmento interno (micleo entopeduncular
en la rata) y a la substancia negra reticulada (Chang er al., 1981). En el globo palido y en la substancia
negra, los axones de las neuronas espinosas medianas arborizan en un patron muy caracteristico
denominado axodendritico longitudinal (Parent ef al., 1984).

Existe una poblacion de neuronas espinosas que presentan axon largo y son denominadas por
Pasik ¢f al., (1991) como "espinosa I1" y que se caracterizan en el mono por la presencia de menor
densidad de espinas, pero a lo largo de todo el arbol dendritico, incluyendo las dendritas proximales y,
ocasionalmente, el soma. Algunas de estas neuronas son positivas a substancia P,

Con base en sus proyecciones axonicas oblenidas al licnar las neuronas intracelularmente con
biocitina, se ha clasificado a la neurona espinosa mediana en 3 subtipos (Kawaguchi ¢f al., 1990b):

Tipo L. células que proyectan solo al globo palido.

Tipo 1la: células que proyectan al_globo palido, al nucleo entopeduncular y a la parte reticulada
de 1a substancia negra.

Tipo Ilb: células que proyectan al_globo palido y_la_substancia negra pero_no_al nicleo
entopeduncular

Con base en las respuestas electrofisiologicas al estimulo pareado de aferentes corticales,
Nisenbaum y Berger (1992a y 1992b; Berger ¢t al., 1987) propusieron dos tipos de neuronas
neoestriatales. Estos resultados concuerdan con el modelo presentado por nuestro laboratorio en ¢l cual
una subpoblacion de neuronas espinosas recibe una entrada inhibitoria por parte de una poblacion de
interneuronas gabaérgicas (también marcadas por la presencia de parvalbumina) (Galarraga ¢/ al., 1990).

11.1.4.- Electrofisiologia de la neurona espinosa mediana

En registros realizados in vivo, las neuronas espinosas medianas presentan un patron temporal de
disparo caracteristico: son silentes la mayor parte del tiempo y presentan un potencial de membrana en
reposo de alrededor de -80 mV (Wilson, 1992). Ocasionalmente, pueden presentar una despolarizacion
prolongada en forma de rampa ("depolarizing shifis”) que dura de 0.5 a 3 segundos, después de la cual
la neurona se vuelve nuevamente silente (Wilson, 1992, 1994). Estas despolarizaciones son de origen
sinaptico, muy probablemente comandadas por la corteza cerebral (Wilson, 1990), y dan origen a trenes
de potenciales de accion. Al estado de reposo se le denomind "down state” y al estado despolarizado
ocasional se le denomind "up state”. La frecuencia del tren de potenciales de accion rara vez pasa de los
40 Hz y no es ritmico (Kita ¢/ al,, 1985a). La figura 6 muestra una grafica de la funcion vollaje -
corriente de una neurona espinosa mediana registrada en condiciones in vitro.

Cuando la neurona espinosa mediana es registrada i vitro ([K'], = 3 mM) el potencial de

3]

membrana en reposo es generalmente mas negativo (XtSEM): -84 £ | mV (n=24). Las neuronas son
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silentes y los potenciales de accion tienen fase positiva de entre 5 y 20 mV (Kawaguchi, 1993, Kita ¢/
al, 1984, 1985¢; Galarraga ¢f al,, 1994, Bargas ef u/., 1988).

En el caso de las neuronas espinosas medianas la resistencia de entrada (R.;) registrada invivo
es de 10 - 20 MQ (Sugimori e7 al, 1978) ¢ in vitro en rebanadas es de 58 + 4 MQ con una variabilidad
de 20 - 97 MQ, medidos a -70 mV (Bargas et al., 1988; Galarraga, 1994), lo que se explica porque en
la rebanada la actividad sinaptica decae. La resistencia de entrada decrece cuando se incrementa la
polarizacién de la membrana. En sentido despolarizante, R, aumenta de manera continua en todo e!
intervalo subumbral, excepto en los ultimos 10 mV. A esto se le lNlamo rectificacion entrante
Contribuyendo a la rectificacion en direccion despolanizante, se activa una conductancia desplarizante
sensible al voltaje.

La constante de tiempo determinada en reposo es de 10 a 15 ms. La longitud clectrotonica
calculada es de 1.5 a 1.8 constantes de espacio (A). Ambas variables son sensibles al voltaje y
disminuyen en paralelo con el aumento de R, cuando la célula se despolariza (Bargas er al, 1988,
Wilson, 1994)

Las neuronas espinosas in vifro en rebanadas presentan pocos potenciales sinapticos espontaneos,
alrededor de | evento cada segundo (Galarraga ef al,, 1987, Flores-Hernandez et al, 1994). Sin
embargo, la frecuencia de registro de potenciales sinapticos espontaneos puede ser aumentada
experimentalmente después de denervar de fibras dopaminérgicas, mediante la inyeccion de la
6-hidroxidopamina en la parte compacta de la substancia negra, o después de agregar 4-aminopiridina
(4-AP), o aumentar la concentracion exterior de K'. El efecto de la denervacion dopaminérgica dura
varios meses, lo cual sugiere una influencia tonica inhibidora de la inervacion dopaminérgica sobre las
entradas sinapticas a las neuronas estriatales (Galarraga ¢f al., 1987).
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Figura 6, Registro electrofisiologico de una neurona espinosa mediana. Relacion Voltaje vs.
corriente.
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In vitro, los potenciales sinapticos inhibitorios (gabaérgicos) tiencn un potencial de inversion de
entre -57 a -62 mV (Misgeld ef al, 1979a, 1979b, 1980 y1982; Kita et «l., 1985b), que es positivo con
respecto al potencial de reposo (~84 mV), provocanda que los potenciales sinapticos gabaérgicos
registrados en neuronas espinosas medianas in vitro sean despolarizantes (Misgeld ef of,, 1982). Esto
sucede en muchas neuronas cerebrales (Schofield, 1978, Brown y Schofield, 1979), donde los
potenciales inhibitorios gabaérgicos son hiperpolarizantes respecto del potencial umbral, pero no
respecto del potencial de reposo.

Con la técnica de gigasello (Kawaguchi, 1993), las neuronas espinosas tienen una Ry entre 150 y
200 MQ. Es curioso que esta misma R, puede obtenerse con microlelectrodos en presencia de
bloqueadores de conductancias al potasio tales como ¢l Ba™ (datos no publicados), los cuales abaten la
rectificacion entrante antes mencionada. En la configuracion de gigascllo también se pierde dicha
rectificacion.

ILITINTERNEURONAS

Estudios con la técnica de Golgi han mostrado neuronas no espinosas en el NE (DiFiglia ef al.,
1976; Bolam e¢f al., 1986). Se han descrito cuatro tipos de interneuronas que comicnzan a ser
caracterizadas tanto funcional como mortologicamente (Wilson, 1990).

ILIL 1- Interneurona gigante no espinosa

Célula no espinosa II de DiFiglia et al. (1976, Bolam et al., 1986, Wilson, 1990), inmunorreactiva
a ChAT.

Aunque su nimero ¢s pequeto (menos del 5 % del total), sus arborizaciones axonicas son muy
grandes y densas dando una rica inervacion colinérgica en el NE (Wilson, 1990) Pese a las pocas
neuronas, la accion colinérgica en ¢l NE es de gran importancia. El NE posee el 80% de la acetilcolina
cerebral (Mc Geer y McGeer, 1978). Diversos agonistas y antagonistas colinérgicos inespecificos se han
usado para tratamientos de patologias de los ganglios basales como son la enfermedad de Parkinson y la
corea de Huntington (Wilson, 1990).

Las neuronas colinérgicas son fusiformes o multipolares y miden de 20 a 50 um en el diametro
menor ¥ de 50 a 60 pm en el mayor, (Armstrong er af, 1983). Se han encontrado en los nicleos
caudado, putamen y accumbens,

Unas pocas dendritas surgen desde el soma y se ramifican en forma radiante. Algunas dendritas se
extienden de 500 a 750 pm del soma. El axan surge de los troncos dendriticos y puede ser miclinizado
en las regiones cernacas al soma. La mielina se pierde cuando se reduce el diametro axonico, lo cual
ocurre en las de multiples bifurcaciones. Estas producen un plexo denso de finas ramas que Henan la
region del campo dendritico, esto es casi | mm. Normalmente no abandonan el NE. Las interneuronas

colinérgicas se distribuyen preferencialmente en areas de rica inmunoreactividad a substancia P (Martone
etal., 1993).
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Las neuronas gigantes presentan actividad espontanca lenta y tonica (3-10/seg)  La resistencia de
entrada y la constante de tiempo son mayores que los registrados en las neuronas espinosas medianas, y
muestran una relacion corriente - voltaje no lineal (Wilson ¢f a/., 1990, Jiang y North, 1991).

Estas neuronas presentan postpotenciales prolongados y una rectificacion entrante debido,
probablemente, a la corriente H (1), una conductancia de potasio (Kawaguchi, 1993; Jiang y North,
1991). Estas neuronas praducen disparos Unicos o de baja frecuencia debido a que el postpotencial
limita el disparo repetitivo. La figura 7 muestra la reconstruccion anatomica de la interneurona gigante
no espinosa -colinérgica-,

Interneurona gigante no
espinosa -

Figura 7. Representacién anatémica de una neurona gigante no espinosa,

Se ha encontrado que las neuronas colinérgicas reciben preferencialmente entradas talamicas a la
porcion proximal de las dendritas desde el nicleo parafascicular (Kawaguchi, 1993).

La actividad colinérgica en el NE es originada en estas neuronas. Estas forman contactos
sindpticos y no sindpticos en el soma y las dendritas proximales de las neuronas espinosas (Misgeld,
1980, Cuello y Sofroniew, 1984).

En cuanto a las terminales peptidérgicas, se han encontrado terminales que contienen substancia P
en contacto con neuronas colinérgicas (Bolam ef al,, 1986),

1.11.2.- Interneuronas medianas no espinosas.

Estas neuronas son GABAgrgicas y son usualinente divididas en tres categorias.
La primera corresponde a las neuronas sin espinas del tipo 1 de la clasificacion de DiFiglia (1976)
y V de Chang ¢s al, (1982). Estas neuronas presentan inmunorectividad a GABA y contienen
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parvalbimina (Kubota ef al., 1993). Representan alrededor del 1 % de la poblacion total del NE. La
mayoria de las células son de mediano tamaio, esto es, con somas de tamaito semejante al de las
espinosas medianas. El soma es redondeado y liso, con dendritas escasamente espinosas y que raramente
cubren el diametro que cubren las espinosas. Las dendritas usualmente son lisas con prominentes
varicosidades. Solo existe un dato de la resistencia de entrada de estas neuronas usando microelectrodos
(esta tesis, Flores-Hernandez et al., 1994): PMr=-79 mV, R=78 MQ, tm=98 ms , L=1.]. En
comparacion, la técnica de gigasello arroja una Ry de 86 + 38 MQQ (Kawaguchi, 1993). La figura 8
muestra una  representacion  anatomica de la  interneurona  mediana no  espinosa
-gabaérgica/parvalbuimina-. Su patron temporal de disparo es en rafagas ritmicas de alta frecuencia.
Estas rafagas no surgen de un potencial despolanizante como es ¢l caso de las neuronas talamicas o
piramidales (Kawaguchi, 1993).

Neurona mediana no espinosa con
dendritas varicosas

a
N
100 pm

Figura 8. Representacion anatémica de una neurona mediana no espinosa. Esquema

anatoémico de la neurona mediana no espinosa. Esta interneurona se caracteriza por la presencia de
numerosas varicosidades en las dendritas,
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El segundo tipo de interneuronas no espinosas medianas corresponde a las neuronas no espinosas
II de DiFiglia (DiFiglia ¢f al., 1972) y a las neuronas [I/IV de Chang (Chang ¢t a/., 1982) Presentan
inmunoreactividad a somatostatina y al neuropéptido Y. Son GABAérgicas y estan asociadas con la
enzima nicotinamida adenin-dinucleotido fosfato diaforasa (NADPH-diaforasa), enzima relacionada con
el metabolismo del oxido nitrico (NO) (Kubota ¢r al., 1993). Una caracteristica mosfologica es la
existencia de algunos apéndices semejantes a espinas y unas finas terminaciones dendriticas en forma de
penacho. La figura 9 muestra un esquema de la anatomia de la interneurona mediana no espinosa tipo
I

No existen reportes electrofisiologicos de esta neurona con microelectrodos. Con la técnica de
gigasello su R, ~ 638 £ 245 MQ (Kawaguchi, 1993). Su disparo depende del potencial de membrana.
Puede ser tonico si el potencial de reposo es de ~ 60 mV, o bien en rafagas sobre potenciales
despolarizantes de tipo transitorio cuando el potencial de membrana es de ~ 75 mV.

El tercer tipo de interneurona presenta GABA como neurotransmisor y es asociado con la
presencia de una proteina que une calcio, llamada calretitina. Este tipo de interneurona es de tamafio
mediano (mide alrededor de |8 pm) (Kubota e/ a/, 1993),

Neurona mediana no espinosa
con penachos dendriticos

=

, 100pm |

Figura 9. Esquema de una neurona mediana no espinosa. Esta poblacion de interncuronas se
caracteriza por la presentar en los extremos de las dendritas unas estructuras en forma de penachos.
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111 LA TRANSMISION SINAPTICA

HLI ASPECTOS GENERALES

Fue Charles Sherrington, en 1906, quien acufo el término sinapsis (del griego "synapsis”, union),
con el cual definid la existencia de una zona de comunicacion interneuronal que podria explicar el
retardo en la respuesta de un arco reflejo. Se definio asi por primera vez la sinapsis en términos
fisiologicos, mientras que Santiago Ramén y Cajal, en su doctrina de la neurona de 1905-1911 (Pappas
y Waxman, 1972; Kandel er al., 1991) se refirio a a ella desde el punto de vista morfologico, basandose
en observaciones obtenidas con las técnicas argénticas.

Existen dos tipo de comunicacion sinaptica. Una es eléctrica, mediada por uniones comunicantes
(gap junctions), y que permite una comunicacion directa entre los citoplasmas de las celulas presinaptica
y postsinaptica. El segundo tipo es la sinapsis quimica en la cual la célula presinaptica se comunica con
la postsinaptica mediante la liberacion de substancias que actuan sobre receptores especificos en la
membrana postsinaptica.

Esta tesis se restringira al estudio de la sinapsis de tipo quimico.

HLII ASPECTOS MORFOLOGICOS DE LA SINAPSIS QUIMICA

El proceso de la transmision sinaptica quimica es basicamente un fenomeno secretorio, donde la
substancia secretada tiene como blanco la regién postsinaptica de otras neuronas o células. La sinapsis
estd constituida por tres regiones, a saber,: la presinapsis, el espacio intersinaptico y la postsinapsis.

HLILL- LA PRESINAPSIS.

La terminal presinaptica contiene mitocondrias, cuerpos multivesiculares y algunos elementos
tubulares de reticulo endoplasmico, asi como las vesiculas sinapticas, las cuales son las estructuras mas
caracteristicas, que junto con el material electrodenso cercano al las membranas pre- y postsinapticas
dan a la zona de contacto una apariencia asimétrica (Bodian, 1972). La figura 10 muestra una
presinapsis con sus componentes relacionados.

Las vesiculas se pueden encontrar concentradas cerca del componente membranal presinaptico
(Pappas y Waxman, 1972). Se ha comprobado que éstas contienen el transmisor quimico. Del Castillo y
Katz (1954 y 1955), demostraron que la acetilcolina puede ser liberada de manera cuantica y de manera
dependiente de la entrada de iones calcio a través de canales de calcio sensibles a voltaje. Estos canales
se dividen, dependiendo del umbral de activacion, en canales de bajo y de alto umbral, estos Gltimos son
los relacionados con el proceso de liberacion de transmisores vesiculados desde la presinapsis (Tareilus y
Breer, 1995). Se ha intentado clasificar las terminales sinapticas por diferentes caracteristicas: el area, la
forma, etc. Existen dos clasificaciones de sinapsis que son aceptadas de manera general: la clasificacion
de Gray en 1959 (Akert et al., 1972), que las divide en Gray 1 y I1. Donde las de tipo I son consideradas
excitadoras, presentan una condensacion densa en la membrana postsinaptica, contienen principalmente
vesiculas esféricas o de tipo §, y el espacio sindptico es mas amplio que en las del tipo II. Las sinapsis
del tipo 11 presentan condensaciones de igual espesor en las membranas pre y postsindpticas, contienen
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vesiculas alargadas y el espacio sindptico es muy reducido. Se postula que son inhibitorias, pues
Uchizono (1965, 1967) por un lado e Iwasaki y Florey (1969) por el otro las correlacionaron con las
sinapsis gabaérgicas en el acocil y la langosta.
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Figura 10. Anatomia de la terminal presindptica. A. Componentes principales de {a terminal
presinaptica, canales idnicos en la membrana presindptica, vesiculas sinapticas (vs), mitocondrias
(m), zonas densas (zd) y microfilamentos (mf). B, Componentes presinapticos asociados con el
mecanismo de fusion vesicular y liberacion de transmisores.

Con las observaciones a microscopia electronica se observa que las vesiculas sinapticas no estan
dispersas al azar, sino que estdn concentradas en una region especifica. La llegada a! sitio de su
liberacién no es por simple movimiento browniano, como proponian det Castillo y Katz en 1957, sino
que estdn asociadas a 1a vecindad de la membrana donde existe una mayor densidad optica. Cuando
Couteaux introdujo la técnica del acido fosfotungstico (para el tefiido negativo de proteinas contréctiles
de misculo y neuronas), descubric que dicha densidad correspondia a una serie de barras densas
localizadas en la superficie interna de la membrana. A partir de las especializaciones antes mencionadas
(vesiculas sinapticas y zonas de densidad presinptica), definié |a zona activa para describir Ia region
especializada y restringida dentro de la terminal presinaptica, donde el neurotransmisor es liberado
(Kandel y Schwartz,1991).

Actualmente con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular se ha llegado a conocer
mas acerca de la estructura de la terminal presinaptica y de los componentes moleculares que la
constituyen. Los estudios se han realizado en células cromafines y vesiculas colinérgicas del organo
eléctrico de la raya. Se han encontrado series de 15 a 20 proteinas diferentes que regulan el ciclo de vida
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de la vesicula sinaptica (ver Ia figura 11). En diferentes tipos neuronales pueden encontrarse diferentes
isoformas de los mismos tipos de proteina vesicular (Zimmermann, 1993).

La cuantificacion del contenido de transmisores en diferentes especies de raya eléctrica sugtere
que pueden haber 200,000 moléculas de acetilcolina dentro de una vesicula colinérgica de 84 nm de
diametro (Whittaker y Zimmerman, 1974). Por comparacion, en los granulos cromafines existen cerca
de 3,000,000 moléculas de adrenalina (Ver Zimmerman, 1993). Esto resulta en cerca de 880 mM de
acetilcolina en las vesiculas colinérgicas de la raya eléctrica y cerca de 500 mM de noradrenalina en los
granulos cromafines de bovino (Zimmerman, 1993). Ademas de transmisor, en la vesicula sinaptica se
puede encontrar ATP a concentraciones que alcanzan los 100 mM, ademas de polifosfatos de
diadenosina y zinc. Se calcula que existen 30,000 iones Ca’' en la vesicula colinérgica y 3 veces mas en
los granulos cromafines (Zimmermann, 1993).

En el caso de las vesiculas colinérgicas obtenidas del sistema nervioso central y periférico de
mamiferos (diametro ~ 45 nm), estas contienen cerca de 2,000 moléculas de acetilcolina por vesicula
(Zimmerman, 1993). Cabe sefialar que esta cantidad correlaciona con los estimados electrofisiologicos
del cuanto de transmisor que es de 1,000 - 6,000 (Trimble ef al., 1991; Zimmermann, 1993) y que
concuerda con las 10,000 moléculas de acetilcolina para formar un potencial de placa miniatura de 1.5
mV (Kuffler y Yoshikami, 1975). Estudios realizados por Riveros y colaboradores han mostrado a
través de diferentes técnicas que la vesicula sinaptica glutamatérgica del sistema nervioso central
contiene alrededor de 3,640 moléculas de glutamato (Riveros et al., 1986).

Figura 11. Estructura bioquimica de la vesicula sindptica.
ATP: Trifosfato de adenosina. ADP: Difosfato de adenosina. GTP: Trifosfato de guanosina. AP4A
y APSA: polifosfatos de adenosina
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ITLIL.2.- LA POSTSINAPSIS

Aunque no se describen estructuras morfologicamente especificas para la region postsinaptica,
como las vesiculas en el caso de la region presinaptica, es frecuente encontrar asociada a la membrana
postsiniptica una zona de material denso citoplasmico, y en ocasiones, cisternas subsindpticas, el
aparato espinal dendritico (caracteristico de la sinapsis de tipo axodendritica), cuerpos multivesiculares y
especializaciones micropinocitoticas (Pappas y Waxman, 1972).

La especializacion mas importante de la region postsinaptica no puede ser identificada facilmente a
nivel morfoldgico como se ha hecho para la estructura presinaptica, sino a un nivel bioquimico Esta
especializacion bioquimica es el receptor de neurotransmisores liberados al espacio sinaptico desde la
presinapsis. Solo en algunos casos, y con ayuda de técnicas como la criofractura y la difraccién de
rayos X, se ha podido observar el receptor para la acetilcolina (Kandel y Schwartz 1991b} (ver figura
12). Se ha calculado que en la union neuromuscular los receptores estan agrupados en una matriz
geométrica, con una densidad de 10,000 receptores por um’ y cada receptor tienc cerca de 8 nm de
diametro (Kandel er al, 1991c). Lo que quiere decir que el transmisor liberado por una vesicula
colinérgica de la placa neuromuscular no basta para saturar los receptores en una union neuromuscular.
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Figura 12, Estructura de bioquimica de un receptor a neurotransmisor, Ejemplo: Receptor
nicotinico de acetilcolina.
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HLITASPECTOS FUNCIONALES DE LA SINAPSIS
QUIMICA.

El estudio de la transmision sindptica se remonta a los estudios de Du Bois Raymond quién en
1848 postuld la existencia de una substancia excitadora como causante de la contraccion muscular.
Ahora sabemos que esta substancia es la acetilcolina actuando sobre recetores tipo nicotinico en la placa
neuromuscular. Son rapidos ya que estan directamente acoplados a un canal ("fast ligand gated
channels").

Se ha observado que la liberacion de transmisores depende de calcio. Katz y Miledi (1967, 1968 y
1972) propusieron la "hipotesis del calcio” (Augustine ¢f al., 1987, Smith y Augustine, 1988, Trimble,
1991). Recientemente se describio que diferentes canales de calcio median la liberacion de transmisores
provocada por depolarizacion en los ganglios simpaticos de mamifero (Gonzalez-Burgos ¢t al., 1995)
Cuando la despolarizacion es producida por un aumento en la concentracion externa de potasio (alto
potasio) [a liberacion es reducida por la toxina de la araia Agelenopsis aperta o FTX (funnel-web
toxin) que bloquea los canales tipo P y por la toxina del caracol marino Conus geograffus, w-conotoxina
GVIA, quebloquea los canales tipo N (Gonzalez-Burgos et al., 1995). La liberacion no es afectada por
bloqueadores de canales tipo L. En contraste, cuando son activados por un potencial de accion, ésta es
bloqueada por la FTX (canales tipo P), y solo ligeramente bloqueada por altas concentraciones de
@-conotoxina GVIA, o de w-agatoxina VIA (Gonzalez-Burgos ¢ al., 1995). Hallazgos similares se han
encontrado en otros tipos de sinapsis (Zimmerman, 1994), dependiendo del tipo de estimulacion la
liberacion dependera de diferentes tipos de canal de calcio.

De mancra general se han clasificado las sinapsis rapidas que usan canal-receptor en excitadoras e
inhibidoras. En las primeras, el efecto del transmisor produce un acercamiento del potencial de
membrana al umbral de disparo del potencial de accion. En las segundas, el mediador produce un
alejamiento del umbral de diparo y, por tanto, se disminuye la excitabilidad de la neurona que recibio
dicho agente (Kandel y Schwartz, 1991).

El potencial de equilibrio del i6n cloro en las neuronas espinosas medianas es mas positivo (e g,
de ~ -57 a -62 mV ) que ¢l potencial de reposo (Kita ef al., 1985b; Seabrock e/ al., 1991; Misgeld et
al., 1982), por lo que en condiciones de reposo (= -80 mV) el neurotransmisor inhibitorio (GABA)
produce un potencial sinaptico despolarizante. Sin embargo, cuando las neuronas disparan
espontaneamente (umbral de ~ -45 mV), estos potenciales sinapticos, efectivamente, inhiben el disparo
(Misgeld er al., 1982).

Las sustancias que han sido aceptadas como neurotransmisores rapidos en el sistema nervioso
porque activan un receptor-canal (ionotropicos) son presentadas en la tabla 2.

La actividad colinérgica ionotropica es mediada exclusivamente por los receptores-canal de tipo
nicotinico. Estos solo han sido encontrados en neuronas embrionarias disociadas y cultivadas de
neoestriado (Misgeld y Dietzel, 1989).

En cuanto a las aferentes serotoninérgicas existen hasta el momento 4 familias con un total,
hasta 1993, de 13 receptores a serotonina (Teitler y Herrick-Davies, 1994). Las familias se han
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clasificado por el tipo de transduccion utilizado (Saudou y Hen, 1994). Salo un tipo de ellas activa un
receptor-canal (es ionotropica).
|.- Familia 5-HT, disminuyen la actividad de la adenilato ciclasa,

2.- Familia S-HT, activan la fosfolipasa C (PLC),
3.- Familia 5-HT, activan conductanciasde Na'yK',y

4.- Familia 5-HT, activan la adenilato ciclasa.

TABLA 2. LAS MOLECULAS NEUROTRANSMISORAS.
Transmisor Tipo de receptor Funcién Canal selectivo
a:
Acetilcolina Nicotinico excitadora Na'y K’
Acido GABA,, GABA, inhibidora Cr
y-Aminobutirico
ATP P,, purinoceptor excitadora Na' K'y Ca”
Glicina Glicina inhibidora Cr
Glutamato NMDA excitadora Na',K'y Ca"”
No NMDA Kainato
0 Na' y K'
AMPA/CN
QX Quiscualato A
ionotropico
Serotonina _ SHT, excitadora Na'y K’

La actividad gabaérgica rapida es mediada por los receptores-canal tipo A.

Los receptores de glicina al igual que los GABA, y los GABA, son receptores asociados a un
canal permeable a cloro. Estos canales presentan varios subestados de conductancia, El receptor a
glicina predomina en la médula espinal. Los receptores GABA,, no son canales y activan proteinas G.
Ademas de los receptores GABA, y los GABA,, se ha encontrado un receptor ionotropico llamado
GABA, que es insensible a la bicuculina, bloqueador especifico de los receptores GABA, (Cutting et
al., 1991; Feigenspan y Bormann, 1994).

Las acciones giutamatérgicas son mediadas principalmente por 5 tipos de receptor. La mayor
actividad glutamatérgica es mediada por dos tipos de receptor, a kainato y @ AMPA/quiscualato. Son
muy similares y no son afectados por N-metil-d-aspartato (NMDA). Por esto se les denomina en
conjunto como receptores no NMDA o receptores AMPA, debido a que ambos presentan afinidad por
el agonista AMPA (acido o-metil-3-hidroxi-5metil-4-oxazole propionico ) y activan directamente
conductancias cationicas (Na’ y K') del orden de los 20 pS (Kandel y Schwartz, 1991). El tercer tipo de
receptor de glutamato es un receptor que es activado por n-metil d-aspartato (NMDA). Este receptor
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presenta conductancias cationicas del orden de los 50 pS. Este receptor es bastante permeable a calcio,
ademas de Na' y K". En condiciones de reposo del potencial de membrana, este canal es bloqueado por
el cation Mg®. Solo cuando la despolarizacion es suficientemente prolongada el Mg™ es expulsado y la
corriente es activada (Kandel y Schwartz, 1991). El cuarto tipo es denominado L-AP4, este es
reconocido por el agonista l-aminofosfono-butirato. Una familia de receptores son los Glu, Q, o
metabotropicos, de los cuales se conocen 7 subtipos que actan mediante proteinas G (Fagg y
Massieu, 1991, Westbrook, 1994).

Ademas de los transmisores antes mencionados ha sido reportada actividad purinérgica (ATP) a
través del receptor-canal P, (Edwards eral., 1992; Bean, 1992; Zimmermann, 1994),

La tabla 3 muestra las caracteristicas electrofisiolégicas unitarias de cada receptor-canal.

Tabla 3, EVENTOS UNITARIOS DE L.OS RECEPTORES-CANAL
RECEPTOR | TIPO ION CANAL REFERENCIA
Conductancia| Corriente
(rS) unitaria
(pA)
Acetilcolina | Nicotinico |[Na+/K+|  50.00 2.70 Takeuchi ef al., 1960,
Ca” 1963 ay b,
Zimmermann, 1993
30-50 3-5 Sakmann, 1992
20227 (23.5) 2.70 Ballivet, 1988
GABA A cr 10, 17 y28 0.94 Bormann et al., 1987
Edwards et al., 1990
9a?22 5a10.90 Krazewsky, 1992
Glicina Gly cr 10, 17 y 28 1.50 Bormann et al., 1987
AMPA |Na+/K+ 20.00 1.1 Zimmermann, 1993
Giutamato | NMDA (Na+/K+| 50.00 1.8 Zimmermann, 1993
/Cat++
Kainato |Na+/K+ 20.00 1.0 Zimmermann, 1993
QUIS [Na+/K+ 20.00 1.1 Zimmermann, 1993
ionotropico
Serotonina SHT, [Na+/K+ ? ? Zimmermann, 1993
ATP P, Na+/K+ ? " Benham y Tsien, 1987,
/Cat+ Nakazawa ¢f al., 1990, Edwards
etal., 1992, Edwards, 1994y
- Bean, 1992

Dale postuld la existencia de uno, y solo un neurotransmisor por terminal, o mas generalmente,
por neurona (Principio de Dale). Actualmente se mantiene este principio si se toma en consideracion a
los neurotransmisores que actiian sobre receptores-canal, a los cuales se les denomina neurotransmisores
sindpticos. Ademas se reconoce la coexistencia de péptidos neuromoduladores con neurotransmisores
clasicos en las células nerviosas (Lundberg y Hokfelt, 1983). A 1odo transmisor sinaptico se le conocen
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receptores neuromodulatorios (que activan proteinas Gy tienen acciones indirectas sobre  las
conductancias ionicas). Sin embargo, hay neuromoduladores modulatorios a los que se les ha
encontrado receptor acoplado directamente a un canal ionico, como ejemplo estan las catecolaminas y
diversos péptidos. Incluso, sus receptores no son necesariamente sindapticos, esto ¢s, pueden estar lejos
del botdn presinaptico de liberacidn, o incluso en neuronas distantes.

En el caso de las neuronas espinosas medianas se ha observado la coexistencia de péptidos con la
descarboxilasa del dcido glutamico, enzima de sintesis del GABA. Esta coexistencia depende de la
proyeccion de la neurona (Besson et al., 1991; Graybiel, 1990).

LIV LA TEORIA CUAN"I'ICA DE LA TRANSMISION
SINAPTICA

HLIV.1- ALGUNOS ASPECTOS DE LA TEORIA CLASICA DE LA
TRANSMISION SINAPTICA EN EL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

Cuando Del Castillo y Katz (1954) estudiaron la placa neuromuscular observaron que aparecian
cambios espontaneos (sin estimulo) en el potencial de membrana que no se observaron a 2 mm de
distancia de la placa terminal. A estos cambios les llamaron potenciales de placa excitadores miniatura
(ppem). Ellos notaron que la amplitud de estos potenciales era de alrededor una centésima parte de un
potencial de placa completo. Estos eventos aparecen aln en presencia de tetrodotoxina (TTX, toxina
bloqueadora de canales de sodio sensibles a voltaje -potencial de accion), por lo que son eventos
independientes de la liberacion producida por potenciales de accion. La amplitud de estos potenciales
mostré una media que es de 400 pV, alrededor de una distribucion normal.

Como podemos ver en la figura 13, cuando los potenciales sinapticos son provocados por
estimulacion eléctrica de las fibras nerviosas que inervan a los musculos se observa que la amplitud de
los potenciales de placa inducidos por la estimulacion varia gradualmente. Pero si el experimento es
repetido en presencia de bajus concentraciones de calcio y altas concentraciones de magnesio, se
encuentra:  que la amplitud de los potenciales sinapticos disminuye y que la relacion entre las
amplitudes de los potenciales de placa ya no es gradual. Los cambios son ahora discretos o por saltos.
Incluso, puede haber fallas,

Cuando se realiza un histograma de amplitudes de los potenciales de placa provocados en bajo
calcio, se encuentra una distribucion multimodal. La distancia entre pico y pico es igual a la amplitud
minima, e igual a la amplitud promedio de los potenciales de placa miniatura (~400 pV). La amplitud de
los picos subsiguientes es un miltiplo de la amplitud minima.

Estas observaciones sirvieron de base para decir que la actividad sinptica estaba producida por la
suma de "paquetes” de transmisor liberado, y que la minima amplitud en el histograma de amplitudes
era la unidad cudntica o cuanto de liberacion. Se calculé que un cuanto era debido a la accion de mas o
menos 10,000 moléculas de acetilcolina que deberian ser liberadas en cada paquete para producir dicho

evento elemental o cuantico (Del Castillo y Katz, 1954, 1955; Fatt y Katz, 1950, 1951, 1952; Katz y
Miledi, 1972, Liley, 1956).



33

Con los estudios realizados sobre la transmision sinaptica de tipo colinérgico en la placa
neuromuscular, se relaciono al cuanto con el evento de la fusion de una vesicula sinaptica y la liberacion
del neurotransmisor contenido en ésta al espacio intersinaptico, y su posterior union a {os
receptores-canal post-sinapticos.

Con los estudios anatomicos se encontraron vesiculas asociadas con sitios "activos” en las
terminales de la placa neuromuscular (Werning y Stirner, 1977, Trimble ¢/ al., 1991). Estos sitios
activos podrian corresponder al nimero de sitios disponibles de liberacion (parametro "n" de la teoria
cuantica).

Por otro lado, se demostré que cada potencial de placa excitador (PPE) es formado por 1x10°
moléculas de acetilcolina en la placa neuromuscular (Acheson, 1958 y Rosenblueth, 1950) Tomando en
consideracion esta informacion, se confirmé que un PPE esta formado por alrededor de 100 pmpe. Con
los estudios de la densidad de corriente unitaria de los canales nicotinicos en la placa neuromuscular se
calculd que en la postsinapsis existen cerca de 10,000 receptores por pm* (Kandel, 1991¢).

Las primeras estimaciones del tamaiio del cambio en la conductancia de un evento elemental
derivaron de mediciones y analisis de ruido. Suponiendo un cambio de conductancia de la forma de un
pequeilo pulso cuadrado del orden de 30 a 50 pS y una duracion de unos pocos milisegundos (Katz y
Miledi, 1972; Anderson y Stevens, 1973), se calculo que la amplitud de una corriente elemental en la
placa neuromuscular es de 3-5 pA (Sakmann, 1992).
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Figura 13. Grafica de potenciales sindpticos. A. Potenciales sinpticos en la placa
neuromuscular. Note que las amplitudes se distribuyen en un continuo. B, Potenciales sinapticos en el
sistema nervioso central o enla placa neuromuscular bajo condiciones de bajo calcio y alto magnesio.
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Con los datos anteriores es evidente que la amplitud de un potencial de placa depende de cuantos
sitios de liberacion son activados y cuantas vesiculas son liberadas. Cada sitio libera una canidad finita y
mas o menos uniforme de moléculas transmisoras que entran en contacto con los receptores en la
membrana postsindptica. En el caso de la placa neuromuscular es evidente que el potencial miniatura es
producido por la activacion de un nimero finito de receptores, pero éste es mucho menor que el nimero
de receptores localizados en la placa neuromuscular. E} incremento en la intensidad de estimulacion
puede producir que mas sitios activos liberen mas paquetes de transmisor produciéndose, de este modo,
potenciales sinapticos cuya amplitud varia dependiendo del niimero de sitios activados al mismo tiempo.

HLIV.2.- LA TEORIA CUANTICA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

En el caso del sistema nervioso central la cantidad de receptores asociados a un sitio activo es
mucho menor que en la placa neuromuscular. Se ha calculado a través de técnicas electrofisioiogicas
que estos son del orden de 5 a 50 receptores por botdn presinaptico (Redman, 1990; Sakmann, 1992;
Bekkers, 1994).

Estudios realizados en las sinapsis Ia sobre las motoneuronas espinales han mostrado que cada
fibra 1a forma de 2 a 5 (con media de 3.8) (Brown y Fyffe, 1981) o de 3 a 18 (con media de 7) (Burke,
1979) botones presindpticos sobre cada motoneurona. Incluso se ha demostrado la accion de un solo
botdn sinaptico en el hipocampo que produce una corriente sinaptica inhibidora de alrededor de 10 pA
(Arancio et al., 1994).

Registros de corrientes postsindpticas inhibitorias (CPSls) de células granulares del giro dentado,
aunadas al registro de corrientes unitarias (de un solo canal), demostraron la naturaleza cuantica de las
CPSls, mediadas por GABA (Edwards, 1990). Se mostrd que el tamafio del cambio de conductancia
ocurrida durante una CPSI cuantica es relativamente pequefio (del orden de 100 a 200 pS produciéndo
una corriente de ~ 20 pA), con respecto de las corrientes generadas en la placa neuromuscular. Esto
sugiere que solo un pequefio numero de canales (20-40) son activados por a liberacion de un cuanto de
neurotransmisor; puesto que cada canal genera una corriente unitaria de ~1pA y un cambio de
conductancia de 10 a 25 pS (Sakmann ¢f al., 1989, Edwards ¢f al, 1990, Busch y Sakmann, 1990;
Sakmann, 1992).

Kraszewski y Grantyn, 1992, estudiando neuronas cultivadas del coliculo superior de la rata, a un
potencial de mantenimiento de -80 mV (y un potencial de equilibrio de Ct" de -12 mV), encontraron que
las amplitudes de las corrientes postsindpticas miniatura fueron de 7 a 10 pA, lo que sugiere la
activacion de 5 a 15 canales de cloro por cada cuanto de GABA liberado (Finch, 1990).

Entre las sinapsis musgosas de las células granulares de cerebelo y fas fibras, se caracterizo el
componente de las corrientes excitatorias postsinapticas miniatura que fue de 20 + 6 pS, por lo que sc
propone que cada evento unitario es producido por la activacion de alrededor de 5 receptores-canal de
NMDA,

Otro estudio realizado en el giro dentado mostrd que la corriente cuantica es de 7 a 20 pA. Las
corrientes unitarias estudiadas indicaron que una corriente cuintica representa la apertura de menos de
30 receptores-canal de GABA, (Edwards e al., 1990).
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Usando fijacion de corriente en el hipocampo, la amplitud del cuanto fue de 131 + 20 pVv.
Tomando en cuenta esta amplitud, junto con el curso temporal promedio del potencial sinaptico
excitatorio y el valor de la resistencia de entrada de las neuronas piramidales del area CAl (de 25 MQY),
la carga que alcanza el soma por un solo cuanto de transmisor es de 80 IC, que concuerda con el valor
propuesto por Bekkers y Stevens (1989) de 50-100 fC. Esto representa la apertura de 30 - 110 canales.

La variabilidad en las amplitudes de las corrientes sinapticas miniatura surge de la variabilidiad del
sitio activo (Bekkers ¢1 al., 1990).

Tomando en cuenta que las vesiculas contienen alrededor de 4000 moléculas de glutamato
(Riveros, 1986), requiriendo 2 moléculas para la activacion de un receptor-canal, la vesicula contiene
mas que suficiente cantidad de transmisor como para saturar totalmente los receptores postsinipticos
enfrente del sitio de liberacion (Larkman ¢t al,, 1991). Por lo que, a diferencia del sistema nervioso
periférico, de manera general podemos decir que en el sistema nervioso central el cuanto ya no esta dado
por la vesicula sinaptica, sino por la cantidad de receptores en la region postsinaptica (Redman, 1990,
Sakmann, 1992; Sakmann ¢f al., 1989, Edwards ¢f al., 1990).

Aunado a lo anterior se sabe que la estructura de los botones sinapticos varia en Jos diferentes
tipos de sinapsis. Por ejemplo, la estructura de "caliz" (complejo olivar superior; Forsyte, 1994), o el
boton grande (en las células de Mauthner; Korn y Faber, 1990), podrian contener varios sitios activos
de liberacion. Sin embargo, los botones sinapticos tipicos (sinapsis la- motoneurona, sinapsis
corticoestriatales, etc.), probablemente solo contengan un sitio activo de liberacion. En la motoneurona,
se ha visto que la distribucion discreta de amplitudes corresponde al nimero de botones presinipticos
de la aferente estimulada (Redman, 1990). Esta distribucion de amplitudes es similar en el hipocampo
(Edwards et al., 1990), por lo que se ha llegado a proponer que en muchas sinapsis centrales, un cuanto
de liberacién es provocado por un boton sinaptico (un cuanto= un boton) (Redman, 1990; Sakmann,
1992; Sakmann et al., 1989, Edwards ¢/ al., 1990),

Si cada aferente corticoestriatal forma de 1 a 2 botones, maximo 4 (Wilson, 1994), y la amplitud
del cuanto es de + 20 pA (Mori e al., 1994), concluimos que es muy probable que en el NE se cumpla
lo anterior, por lo que la amplitud unitaria en fijacién de corriente debe ser alrededor de 1 mV (I ' R =
V; 20 pA + 50 MQ ~ImV) y menor de | mV si tomamos en cuenta el decaimiento electrotonico (L =
1.6). Esto significa que el disparo de una sola aferente dara como resultado la aparicion de potenciales
con amplitudes multiplos de esta cifra y que dificilmente sobrepasaran los 4 mV.
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1LV TECNICAS PARA INCREMENTAR
EXPERIMENTALMENTE LA TRANSMISION SINAPTICA

Existen varios métodos mediante los cuales se puede incrementar la probabilidad de aparicion de
potenciales o corrientes sindpticas espontancas, esto es, no producidas por la estimulacion de las fibras
aferentes. Los mas conocidos son: incremento en la temperatura {Carlson ef al., 1982), despolarizacion
con potasio, utilizacion de soluciones hiperosmoticas (i.c., manitol, McBain y Dingledine, 1992),
alcoho! (Brosius ef al, 1992), tetraaminoacridina, a-latrotoxina (toxina de la arafia viuda negra)
(Petrenko ¢f al., 1991, 1993), polarizacion eléctrica y substancias como las aminoquinolinas (Molgo,
1982a, 1982b; TheslefY, 1983) o las aminopiridinas (Thesleff, 1980, 1983, Heuser ¢f al., 1979).

Las aminopiridinas, como la 4-aminopiridina (4-AP) y la 3,4-diaminopiridina facilitan el influjo de
calcio a concentraciones en la que se ha observado un incremento de la liberacion de neurotransmisores,
sin llegar a las concentraciones necesarias para bloquear el canal de potasio tipo A (1) (Lundh y
Thesleff, 1977, Lundh, 1978; Theslett, 1980, Rogawsky y Barker, 1983; Kita ¢f al, 1985a; Hong vy
Chang, 1990). En 1982, Tapia y Sitges proponian una posible participacion de la 4-aminopiridina en la
liberacion espontanea de neurotransmisores a través de una interaccion directa con conductancias de
calcio. Asimismo, en experimentos in vifro (sinaptosomas) Tapia y colaboradores encontraron que la
4-aminopiridina facilita la union del calcio asociado a la neurotransmision con la membrana de los
sinaptosomas (Tapia es al, 1985), pues se demostré que la 4-AP facilita la entrada de Ca™ en
sinaptosomas (Arzate ef al., 1986; Agoston, 1983). Tapia y Sitges (1982) encontraron que la 4-AP
induce un incremento dependiente de Ca” en la liberacion espontanea de neurotransmisores en
sinaptosomas, que posteriormente explicaron por un posible efecto facilitador de la 4-AP en la
membrana sinaptosomal sobre el acoplamiento funcional de la entrada de Ca® con la secrecion (Tapia e
al., 1985), En experimentos in vivo en lo cuales se ha administrado 4-AP (5 mg/kg, ip.)enlaratay el
raton, se ha encontrado que esta droga produce crisis convulsivas tonico-clonicas generalizadas. Dichas
convulsiones pueden explicarse por un aumento de la transmision sindptica excitadora (Fragoso-Veloz y
Tapia, 1992). Estos resultados son apoyados por los datos presentados por Morales-Villagran y Tapia,
(1995} en los que encuentran que la 4-AP incrementa preferencialmente la liberacion de glutamato.
Estos resultados también apoyan la propuesta de que la 4-AP produce un aumento de la actividad
espontanea (glutamatérgica) en sistema nervioso central que lo hace susceptible de convertirse en un
foco epileptogénico (Pasantes-Morales er al., 1987).

Ahora de sabe que la 4-AP bloquea canales de potasio con diferentes dependencias de voltaje y
tiempo (Rudy, 1988).

Las acciones de la 4-AP sobre canales de potaiso pueden ser divididas en tres categorias (Yao y
Tseng, 1994),

1.- Bloqueo en ¢l estado de cerrado. Corriente saliente transitoria (1,) en miocitos ventriculares y

melanotropos, y a concentraciones milimolares el rectificador retardado en el axon gigante de
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calamar. Para esos canales la 4-AP bloquea a voltajes de membrana negativos al voltaje de
activacion. La 4-AP se disocia de estos canales por despolarizacion de la membrana, cuando
son abiertos (Campbell et al., 1993).

2.- Bloqueo en el estado abierto. Corriente I, en células GH, , el rectificador retardado I, en
linfocitos B y en el nervio cidtico, y la corriente de potasio regulada por ATP (., en el
miisculo esquelético.

Ademas, la 4-AP también bloquea la ID o 1A lenta a concentraciones micromolares (K, ~ 30 yM

en hipocampo, Storm, 1988,y K, ~ 120 uM en el NE; Surmeier ¢ al., 1993).

3.- Bloqueo dependiente de un estado mezclado. Corriente I, en neuronas centrales de molusco y
en miocardio. Para estos canales el bloqueo por la 4-AP ocurre tanto a potenciales de
membrana negativos ¢ inicialmente después de la apertura del canal, y la disociacion ocurre
durante despolarizacion prolongada.

Por otro lado se ha reportado que la 4-AP estimula la fosforilacion de la proteina presinaptica
B-50 (GAP43) (Heemskerk et al., 1990) via cambios en ¢l contenido de calcio libre intracelular por un
mecanismo dependiente de sodio extracelular (Heemskerk ¢t al., 1991).

Con la anmterior introduccion a los efectos  de la 4-AP presento una  revision de los
mecanismos de accion de la 4-AP basados en informacion actualizada.

REVISION DE LOS MECANISMOS DE ACCION DE LA 4-AMINOPIRIDINA A LA LUZ
DE UN TIPO DE CONDUCTANCIAS DE POTASIO DESCUBIERTO RECIENTEMENTE. (Flores
et al., 1993)

Ademas, publicaciones recientes demuestran la acion de la 4-AP sobre conductancias de potasio a
dosis micromolares, en las terminales nerviosas, como el trabajo de Forsyte (1994) que realiza un
analisis electrofisiologico en las terminales presinapticas del nucleo medial del cuerpo trapezoidal,
conocidas como calix de Held (Forsythe, 1994), o en las terminales del ganglio ciliar (Yawo y
Momiyama, 1993). Por lo estas nuevas evidencias dejan claro que la accion de la 4-AP sobre la
liberacion de neurotransmisores depende del bloqueo de corrientes de potasio en las terminales.
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Revision de los mecanismos de
accion de la 4-Amino-Piridina a
la luz de un tipo de conductan-
cias de potasio descubierto
recientemente.
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RESUMEN.

Se revisa el mecanismo de accion de las
aminopindinas. farmacos que a pesar de haber sido
caracterizados quimicamente hace mas de dos
décadas. todavia no hacen su entrada en firme a ia
terapéutica médica Esto se debe a sus acciones
colaterales convulsivantes v a la falta de
conocimientos basicos sobre su mecanismo de
accion Recientemente se hadescubiertouna familia
de conductancias a potasio en neuronas cerebrales
de mamifero que es bloqueada por la 4-amino-
piridina a concentractones micromolares. L.aaccion
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sabre canales dependientes del voltaje a estas dosts.
impide disociar los efectos de la droga sobre la
conduccion nerviosa, de aquellos efectos sobre la
transmision sinaptica. Sin embargo, a las dosis
usadas in vitro, pueden obtenerse efectos
perceptibles sobre el potencialde accion sin grandes
efectos colaterales de tipo convulsive. Estoinvitaa
realizar nuevos ensayos clinicos
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SUMMARY,

A REVIEW OF THE MECHANISMS OF
ACTION OF 4-AMINO-PYRIDINE AT THE
LIGHT OF SOME RECENTLY DISCOVERED
POTASSIUM CONDUCTANCES  The
mechanismofaction of aminopyridinesis reviewed
In spite of being chemically characterized more
than two decades ago, these drugs have not firmly
entered medical therapeutics This is due to therr
convulsant colateral actions and the lack of basic
knowledge about their mechanism of action A
recently discovered family ofpotassium conductance
channels in mammalian brain neurons is blocked by
4-amino-piridine at raicromolar concentrations.
Action upon voltage-dependent channels at these
concentrationsimpedes the dissociation ofthe action
of these drugs between those accuring on nerve
conduction and those occuring on synaptic
transmission. Nevertheless, at doses used i vitro,
perceptible effects upon action potentials can be
obtained without important convulsant colateral
actions. This invites to devise new clinical trials

key words: Aminopyridine, potassium, synaptic
transmission.

INTRODUCCION.

Las aminopindinas (APs) constituyen una
familia de compuestos conla habilidad de aumentar
la transmision sinaptica y la conduccion nerviosa.
Los analogos son mono- o di-amino-piriridinas.
Las mono-amino-piridinas activas sonlas 2., 3-y 4-
AP. Lasdi-amino-piridinasactivassonlas 2,3-, 2.6-
.¥3,6-DAP. Detodas eilas, las de mayor actividad
biologica son la 4-AP v la 3,4-DAP (1} Analogos
recientes incluyen a la tetrahidroaminoacridina
(THAXY2). En esta revision nos referiremos
principalmente a la 4-AP, que es la mas estudiada.
pero sus acciones son comunes a todas las APs

Los efectos de las APs tienen importancia
clinica y terapcutica pues experimentos enanimales
demuestran que mejoran la conduccion en nervios
desmielinizados y no mielinizados (3-9}y potencian
la transmision sinaptica (10-18) Lo que ha Hevado
aensayosclinicos enhumanoscon esclerosis muitiple
(19-22) o animales con patologia desmielinizante
degenerativa (23) También se ha ensayado en
patologias degenerativas como la enfermedad de
Alzheimer (24), v patologias neuromusculares
incluida la intoxicacton botulinica (1,25-31).

Las APs tambien despiertan interés desde el
punto de vista fisiopatologico pues son drogas
convulsivantes (17.32-36). Ya sea in vitro o in
vivo, la administracion de 4-AP es seguida por
aumento de la liberacion de transmisores (Figura 1)
(15.17,37-46) con el consiguiente aumento de la
transmision sinaptica (10,11,14,15,17,18,27)
(Figura 2.1C). A esto siguen descargas
epileptiformes de grupos neuronales en diversos
nucleos (17,18,33,34,47) Por lo que las APs se
utilizan en modelos quimicos experimentales de
epilepsia (17,18,32,36,47-52). Estos modelos
resultan de interés pues las drogas que previenen la
descarga epileptiforme son los derivados de las
fenitoinas y no los antagonistas al receptor
glutamatérgico o los agonistas del acido -
aminobutirico (52).

Estaclaroentonces quelas APsticnenefectos
terapéuticos deseables, pero sus efectos colaterales.
i.e., convulsiones, son altamenteindeseables. Hasta
hoy no se sabe que tanto pueden disociarse los
efectos sobre la conduccion nerviosa, que resultan
terapéuticos en las patologias de conduccion y
desmielinizantes (5,19-23), de los efectos sobre la
transimision sinaptica. A estos ultimos seles atribuye
los efectosconvulsivantes(},11,17,36). Losensayos
clinicos se contradicen entre si (21,22,24), por lo
que se necesitan ;nas estudios de tipo basico v
experimentacion animal asi como ensayos en
pacientes Por otro lado, los efectos sobre la
transmiston sinaptica también serian terapéuticos
enenfermedades de tipo neuromuscular tales como
la miastenia gravis (1.25-31) Pero  puede
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aumentarse la transmision sinaptica sin causar
convulsiones? (22,31)

El que se logre desarrollar analogos de las
APs contasacciones benéficas, comala conduccion
ennervios condiversos grados de desmielinizacion,
y que al mismo tiempo tuvieran minimos efectos
colaterales de tipo convulsivante (31,53), depende
de si ambas acciones son sobre substratos distintos
o de si las mejoras apreciables en conduccion o
transmision requieran de menordosts que la necesaria
para producir convulsiones.

Actuaimente se tiene una idea mas o menos
clara de como actuan las APs para aumentar la
conduccion nerviosa, pero todavia no esta claro el
mecanismo mediante el cual aumentanla transmision
sinaptica. En este articulo revisaremos las hipotesis
mas importantes.

MECANISMOS DE ACCION DE LAS APs.

Las APs son bloqueadores selectivos de
canales de potasio dependientesde voltaje (refs. en:
54-56). Sinembargo, las concentraciones requeridas
varian de preparacion a preparacion. La razon es
que existe una gran familia de canales de potasio
sensibles al voltaje y que participan en la
repolarizacion del potencial de accion y en los
mecanismos de disparo y conduccion (refs. en:
54,55,57). No todos estos tipos de canal se
encuentran en todas las membranas axonicas y
neuronales. Por ejemplo, enlosnervias mielinizados
del mamifero la conduccion se debe principalmente
alamembrana de los nodos de Ranvier {58,59). En
esta se encuentran canales de sodio y canales de
fuga encargados de despolarizar y repolarizar
respectivamente la membrana durante la conduccion
saltatoria. En el nodo no hay canales de potasio
dependientes del voltaje. Estos solo se encuentran
en la region internodal escondidos bajo la gruesa
capa de mielina (59). En las enfermedades
desmielinizantes, parte de estos canales quedan al
descubierto alterando la conduccion propia de esas
fibras. loque produce un corto circuito del potencial
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de accion{PA) (3.4,6,9,58) Estoexplicaelretardo
o el bloqueo en la conduccion y el déficit motor
(3,4,58). Si estos canales de potasio se bloquean
farmacologicamente (e g., con 4-AP), se impide el
corto circuito del PA, se retarda la repolarizacion
del mismo y se aumenta su duracion, no solo en
axones sino también enlas neuronas mismas (Figura
22) (3,4,55,60,61) Ambos efectos, mejoran la
conduccion nerviosa y explican los efectos
terapeuticos de las APs en las enfermedades
desmielinizantes (21,58)

Sinembargo, siia duracion det PA permanece
aumentada al llegar a las terminales nerviosas (62-
6+4), se debe de producir un aumento de la entrada
de calcio en dicha membrana: El bloqueo de la
corriente saliente produceunaumento delacormente
entrante (45,62,65,66). Esto a su vez aumenta la
liberacion de neurotransmisor, y por lo tanto, de la
transmision sinaptica (27,39,64,66,67). En otras
palabras, una hipotesis postula que el aumentode la
transmision se debe a las mismas causas que
producen aumento de la conduccion, i ¢, bloqueo
de corrientes de potasio (2.63,04). Segun esta
hipotesis es dificil separar ambos efectos pues el
mismo substrato sirve para que la droga produzca
sus efectos tanto en la conducccion como en la
transmision. Pero al aumento en la transmision
sinaptica se deben, en gran parte, las acciones
colaterales epileptogénicas (1,11,17,68).

Multiples reportes en la literatura describen
elaumento enla liberacion de transmisores despues
de administrar 4-AP (e.g., 15,17,37-46,69)
Tambien se describen aumentos de los potenciales
sinapticos, tanto inhibitorios como excitatorios
(1,11,13-17,70,71), potenciales sinapticos gigantes
o despolarizaciones prolongadas (Figura 2.1C,D)
(13.15,17,18,33,34,71,72), descargas epilep-
tiformes(10,33,34,36,67) yaumentoenla frecuencia
de potenciales sinapticos espontaneos (Figura 1)
(2.15-17,33,34,71). Gran pante de estos efectos, en
particularla produccion de descargas epileptiformes,
acontecenaconcentraciones micromolares (menos
de 100 uM) de 4-AP o sus andlogos (13,16,17,34)

Ahora bien, hasta hace paco se sabia que se
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necesitan concentraciones milimolares de 4-AP
para bloquear las conductancias de potasio que
alargan el PA y mejoran la conduccion {Figura
2.2C.D) (54,55). Mientras que solo se necesitan
concentraciones micromolares para producir
aumento de laliberacion de transmisor (glutamato,
y-aminobutirato y acetil-colina) (15,17,37-46,69)
Asi, menosde 100 uM de 4-APbastanpara aumemar
la transmision sinaptica en rebanadas. sinaptosomas
cerebrales o la union neuromuscular (16.37-
39,70,73-75). Estoes, se hapensadoque se necesita
menos concentracion para afectar la transmision
que para mejorar la conduccion Por lo 1anto,
primero se obtendrian los efectos colateraies
(convulsiones) y luego la mejora en la conduccion
Desde este punto de vista, usar la 4-AP ¢n
enfermedades de la conduccion no se justitica

Para explicar esta disociacion de efectos a
concentraciones micromolares, aparecieron
hipotesis alternativas que atribuyen los efectos
sobre la transmision sinaptica a acciones directas
sobrelaentradadecalcio alasterminales(27.76,77)
0 a acciones sobre el mecanismo de acople
excitacion-liberacion (43,44) Ciertas evidencias
preliminares parecen apoyar estas hipotesis que
disocian los efectos sobre la transmision de los
efectos sobre la conduccion. Por ejemplo, la
disociacion entre la magnitud de fa despolarizacion
ylaentradadecalcio(75.77). losefectos diferenciales
sobre la modulacion presinaptica (40,69,74), las
diferentes acciones del calcio en la liberacion
exocitocica o enla citoplasmatica (37,42), el hecho
de que diferentes analogos como la 3,4-AP o la
tetrahidroaminocridina (THA) sean mas efectivos
para aumentar la transmision o la conduccion, con
menores efectos colaterales de tipo convulsivo
(2.31), el haltazgo de que la 4-AP no solo actua
sobre canales dependientes de voltaje sino tambien
sobre canales dependientes del metabolismo (78,79),
y ciertas acciones sinérgicasentre 4-AP y agonistas
glutamatérgicos para producir corriente entrante
espontanea (e.g., 14).

Sin embargo, ninguna de estas evidencias
aporta datos concluyentes Los diferentes

experimentos y enfoques no permiten llegar a una
conclusion definitiva. Por mencionar un ejemplo,
los experimentos sobre la corriente de calcio (77)
no se han hecho con 4-AP a concentraciones
micromolares, y faltan relaciones dosis-respuesta
comparativas en la mayoria de los estudios citados.

Porelotrolado, ya sesabe quela4-AP adosis
micromolares si afecta corrientes de potasio
dependientes del voltaje, como se vera a
continuacion. Esto apoya la hipotesis de la no
separacion de efectos.

EFECTOS SOBRE CANALES DE POTASIO.

Hasta hace poco. las corrienies transitorias
de potasio de la familia I, se consideraban las mas
sensibles a la 4-AP. La accion se ejerce a
concentraciones milimolares (IC s~ 2-3 mM)(refs.
en: 55,57.61). Estas corrientes de potasio participan
en la repolarizacion de los PAs y su bloqueo alarga
las espigas en muchos tipos de neurona cerebral
(55,57,61). Ademas, la corriente I, determina en
gran medida la frecuencia de disparo, de forma que
si sele bloqueaaumentala frecuencia produciendose
mas liberacionde transmisorpara el mismo estimulo
(refs. en: 57,60,61).

Sinembargo. en el mamifero en general, la 4-
AP no es efectiva para bloquear las corrientes
persistentes de potasio, las cuales son
preferencialmente bloqueadas con tetraetilamonio,
caribdotoxina, noxiustoxina y otros compuestos
similares (refs. en: 80,54). Las APs tampoco son
efectivas para bloquear las corrientes de potasio
dependientes del calcio intracetular (54,55). Por lo
que parece claro que a dosis milimolares las APs
bloguean cierto tipo de conductancias a potasio y
no otras.

La preguntaes si hay conductancias de potasio
que seanbloqueadas por la 4-AP a concentraciones
micromolaresiguales alas requeridas para aumentar
la transmision sinadptica (15,17,37-46,69). La
respuesta es que este tipo de conductancia ha sido
recientemente descubierto v caracterizado (81-84).
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Setratadeconductancias que seactivanrapidamente
en la region umbral del potencial de membrana, se
inactivan lentamente. v pueden ser bloqueadas con
concentractones micromolares de 4-AP tIC, =30
M) (82,83} Aestas comentesseles ha denominado
,(82) ol lentas (81) Masimuresante resulta que
esta famihia de conductancias se asemeja a las
encontradas en axones nuehnizados de vertebrados
no mamiferos (88) v en axones no michimzados
(86.87) Por lo que podrna iratarse de canales
similares si es que hay ciertaconsenvacion lilogerica
Expenmentos rectentes ennuestro laboratoria
muestran que las concentraciones necesanas para
producir aumento en la frecuenca de potenciales
sinapticos espontancos enreviones cerebrales como
el nucleo caudado son menores a S0 uNteg 10
uMde 4-APen la Figura 1) A concentraciones de
50 pM aparecen simultaneamente un retardo
perceptible en ia ultima parte de la repolanzacion
del PA (Figura 2 1D) v una ligera potenciacion de
los potenciales sinapticos (Figura 2 2D)
Probablemente ambos son efecto de bloquear la

A
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corriente I, (83) Actualmente hacemos
experimentos para comprobarlo

Por lo anterior, hay que concluir que este
nuevo tipe de conductancias a K no nos permite
separar los efectos sobre la transmision sinaptica de
los efectos sobre la conduccion Aungue si se
obtiene un aumento en la transmision (Figura 1) sin
que hava gran potenciacion de la respuesta
ortodramica (Figura 2.1) Esto podria explicar por
que hay mejona clinica en pacientes con esclerosis
multiple. a dosis relativamente pequeRas, y sin
efectos colaterales graves (21.22) Sinembargo. es
justo decir que las concentraciones micromolares
de+-AP ennucleos comoel hipocampo, ya producen
descarva epileptiformes in vitro (e g, 17.36).

CONCLUSION.

l.a evidencia hasta el momento, apunta a que
es imposible separar los efectos de las APs sobre
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Figura 2, Efectos de 1a 4-AP sobre 1a estimulacién ortodrémica y el potencial de accién en una neurona del nicleo
caudado. 1. Estimulacion ortodromica. 2. Potencial de accion. 1A: Potenciales sindpticos provocados con estimulacion
ortodromica de diferentes intensidades hasta Hegar al umbral de disparo de un potencial de accion. 1B: fgual que en A,
después de perfundir con 50 mM de 4-AP. 1C: lgual que en A y B, después de perfundir con | mM de 4-AP. Obsenve da
potenciacion de los potenciales sindpticos. 1D: Sopreposicion de las tres respuestas umbral de A a C, Observe que ¢l efecto
de 50 mM de 4-AP sobre la transmision sindptica provocada es minimo. 2A-C: Potenciales de accion en la misma neurona
a las mismas concentraciones de 4-AP. 2D: Sobreposicion de los potenciales de accidn, Observe que se registran cambios
minimos en 1a repolarizacidn del PA con 50 mM de 4-AP. | mM ya produce efectos obvios. Registro intracelular. Nucleo

caudado de rata in vitro.

canales de potasio, el potencial de accion y la
conduccion nerviosa, de los efectos sobre la
transmision sinaptica y las descargas de tipo
epileptiforme. La pieza de evidencia fundamental
descansa en el hallazgo reciente de conductancias a
potasio bloqueadas por 4-AP a concentraciones
micromolares. Sin embargo, estos cambiosse logran
a concentraciones de 4-AP que no modifican
sustancialmentela estimulacionsinaptica provocada
(ortodrémica), y las descargas epileptiformes son
restringidas a algunos nicleos como el hipocampo.
Esto sugiere que se deben de realizar mas ensayos
clinicos con dosis menores de 4-AP, siempre y
cuando estemos alerta de los efectos colaterales en
sujetos susceptibles.

RECONOCIMIENTOS.

Este trabajo fue financiado por DGAPA-
UNAM.

REFERENCIAS.

1.- Thesleff S. Aminopyridines and synpatic
transmission. Neuroscience 1980: 5: 1413-1419.

2.~ Griffith W H, Sim J A. Comparison of 4-
aminopyridine and tetrahydroaminoacridine on basal
forebrain neurons. J Pharmacol Exp Ther 1990,
255: 986-993.



147

3. -Bostock H, Sears T A, Sherratt RM . The etfects
of 4-aminopynidine and tetraethylammonium ions
on normal and demyelinated mammalian nerve
fibres. J Physiol 1981; 313 310-315

4.-Bostock H, Sherratt R M, Sears T A. Overcoming’

conduction failure in demyelinated nerve tibers by
prolonging action potentials Nature 1978, 274
385-387

5.- Ehasson SG, Monafo WW Effects of 4-
aminopyndine on protein phosphorilation in heat-
blocked penipheral nerve. J Neurol Sci 1991, 10§
175-182.

6 - Kocsis I D, Ruiz J A, Waxman S G Maturation
of mammalian myelinated fibers. changes in action
potential characteristics following 4-aminopyridine
application. J Neurophysiol 1983, 50 449-463

7.- Scholfield CN Properties of K-currents in
unmyekinated presynaptic axons of brain revealed
by extraceilular polarization Brain Res 1990, 507
121-128.

8 - Sherratt R M, Boslock H, Sears T A. Effects of
4-aminopyridine on normal and demvelinated
mammalian nerve fibers. Nature 1980, 283 570-
572.

9.- Targ E. Kocsis JD 4-aminopyridine leads to
restorationof conductionin demyielinated rat sciatic
nerve. Brain Res 1985; 328" 358-361

10.- Aram | A, Michelson H B, Wong R K
Synchronized GABAergic 1PSPs recorded in the
neocortex atter blockade of synaptic transmission
mediated by excitatory aminoacids. J Neurophysiol
1991, 65: 1034-1041

Il -BucklePJ,Hass HL. Enhancement of synaptic
transmission by 4-aminopyridine in hippocampal
slices of the rat. J Physiol 1982 326 109-122

Mecanismaos de la 4-Aminao-piriding

12 - Gage P W, McArdle S J, Saint D A Eftects of
hutenadione monoxime on neuromuscular
transmission BrJ Pharmacol 1990, 530 251-256

13 - Hess G. Gustafsson B Changes in teld
excitatory postsynaptic potential shape induced by
tetanization in the CA! region of the guinea-pig
hippocampal slice Neuroscience 1990, 37 61-69.

14 - JankowskaE, Lundberg A. RudominP, Sykova
E Eftects of 4-aminopyridine on transmission in
excitatory and inhibitory synapses in the spinal
cord Brain Res 1977, 387-392

15+ Kina T, Kita H, Kitai ST Effects of 4.
aminopyr:dine (4-AP) onrat neostriatal neurons in
an in vitro slice preparation Brain Res 1985, 36]
10-18

16.- Otis T S, Mody |. Differential activation of
GABA, and GABA_ receptors by spontancousty
released transmitter. J Neurophysiol 1992,67 227.
238

17 - Perreault P, AvoliM. 4-aminopyvridine-induced
eptleptiform activity and a GABA-mediated long-
lasting depolarization in rat hippocampus J
Neuroscience 1992, 12 104-113

I8 - Rutecki P A, Lebeda F J, Johnston D. 4-
aminopyridine produces epileptiform activity in
hippocampus and enhances synaptic excitation and
inhibttion. J Neurophysiol 1987, 57 1911-1924

19 - Bever C T, Leslie J, Camenga D L. Panitch H
S. Johnson K P Preliminary trial of 3, 4-
diaminopyridine in patients with multiple sclerosis
Ann Neurol 1990, 27 421.427

20 - Jones R E, Heron J R, Foster D H, Snolgar R
S.MasonRJ Effectsof4-aminopyridineinpatients
with Multiple Sclerosis. J Neurological Sci 1983,
60 353-362

L L TS Y

h

Vi

v Y

s

pl

{q



148

Rev Biomed, Vol 4, No 3, Pags. 141-151: Julio-Septiembre 1993,

21.- Stefoski D, Davies F A, Faut M, Schauf C L.
4-aminopyridine improves clinical signs in multiple
sclerosis. Ann Neurol 1987,

21 71-77

22.. Stefoski D, Davies FA. Fitzsimmons WE,
Luskin S S,RushJ, Parkhurst G W 4-aminopyndine
in multiple sclerosis: prolonged administration
Neurology 1991, 41 1344-]1348

23 -Blight AR, Toombs J P, Bauer M S, Widmer
W R. The effects of 4-aminopyridine on neurological
deficits in chronic cases of traumatic spinal chord
injury indogs: a phase clinical trial J Neurotrauma
1991;8: 103-119

24 - WisemanEJ, Jarvik L F Pofassium channel
blockers: could they work in Alzheimer disease?
Alzheimer Dis Assoc Disord 1991, 5§ 25-30

25.- Agoston S, Van Weerden P, Broekert A
Effects of 4-aminopyridine in Eaton-Lambert
syndrome BrJ Anaesth 1978, 50 382-385.

26 -DePaiva A, DollyJ O. Light chainofbotulinum
neurotoxin is active in mammalian motor nerve

terminals when delivered via liposomes FEBS Lett
1990, 277: 171-174.

27 - Lundh H. Effects of 4-aminopyridine on
neuromuscular transmission. BrainRes 1978; 153
307-318.

28 - LundhH, NilssonQ, Rossen!. 3-aminopyridine
- a new drug tested in the treatment of Eaton-
Lambert syndrome. J Neurol Neurosurg Psychiatry
1977,40: 1109-1112.

29.- Lundh H, Nilsson O, Rossen | Effects of 4.
aminopyridine in myasthenia gravis J Neurol
Neurosurg Psychiatry 1979, 42 17]-175.

30.- Murray N M F, Newsom-Davies ] Treatment
with oral d4-aminopyridine in disorders of

neuromuscular transmission. J Neurol 1981; 31
265.27]

31.-PerrvJ A, Chang M Sensitive trace-first liquid
chromatographic determinationof 4-aminoipyridine
in 3.4-diaminopyridine. ] Pharm Sci 1990, 79: 437-
439

32.-Chesnut T J, Swann) W Epileptiform activity
induced by J4-aminopyridine in immature
hippocampus. Epilepsy Res 1988, 2. 187-195.

33 . Gean P W. The epileptiform activity induced
by 4-aminopyridine in rat amygdala slices:
antagonism by non-methyl-D-aspartate receptor
antagonists. Brain Res 1990, 530: 251-256.

34 - Multer W Misgeld U. Inhibitory role ot dentate
hilus neurons in guinea-pig hippocampal slice. J
Neurophysiol 1990, 64: 46-56.

35.-Schafer EW, Brunton R B, CunnighamDJ. A
summary of the acute toxicity of 4-aminopyridines
to birds and mammals. Toxicol Appl Phamacol
1973,26: 532.538.

36.- Voskuyl RA, Albus HA. Spontaneous
epileptiform discharges in hippocampal slices
induced by 4-aminopyridine. Brain Res 1985; 342:
54-66

37.-Bernath§, Zigmond MJ. Calciumindependent
GABA release from striatal slices: the role of
calcium channels. Neuroscience 1990; 36: 677-
682.

38 - BuyukuysalR L, Wurtman R J. 4-aminopyridine
increases acetylcholine release without diminishing
membarne phosphatidylcholine. J Neurochem 1990,
54.1302-1309

39 .- Giniatullin R A, Khazipov R N. End plate
currents with a physiological level of quantal
secretion and after potentiation of the mediator



149

release by 4-aminopyridine. Neirofiziologiia 1991,
23: 48-56 (En ruso, resumen en inglés)

40.-Herrero I, Miras-Portugal MT. Sanchez-Prieto
J. Inhibition of glutamalte release by arachidonic

acid in rat cerebrocortical synaptosomes J.

Neurochem 1991, 57 719-721

4}.- McMahon HT, Nicholls DG Transmitter
glutamate release from isolated nerve terminals
evidence for biphasic release and triggening by
localized Ca** } Neurochem 1991, 56 86-94

42.- Santos MS. Rodriguez R, Carvalho AP Eftects
of depolanzing agents on the Ca2*+-independent
and Ca2-dependent release of [3JH]JGABA from
sheep brain synaptosomes Biochem-Phamacol
1992, 44° 301-308.

43 .- Tapia R, Sitges M. Effect of 4-aminopyridine
on transmitter release in synaptosomes Brain Res
1982, 250- 291-299

44 - Tapia R, Sitges M, Morales E. Mechanism of
calcium-dependent stimulation of transmitter release
by 4-aminopyridine in synaptosomes Brain Res
1985; 361" 373-382

45 - Vickrov T W. Schneider C J. Characterization
of divalent cation-induced {3H ]Jacetylcholine release
fromEGTA -treated rat hippocanpal synaptosomes
Neurochem Res 1991, 16: [ 175-1185.

46.- Vi E S, van Dijk J, Foldes FF The effect of
4-aminopyridine onacethylcholinerelease J Neural
Transmission 1977, 41 265-274

47 - Szente M, Branyi A Mechanism of
aminopyridine-induced ictal seizure activity in cat
neocortex. Brain Res 1987, 413 368-373

48 -Fueta Y, AvoliM Pattern- and age-dependency
of the antiepileptic effects induced by valproic acid
in the rat hippocampus. Can J Physiol Pharmacol

Mecanismos de la d-Amino-piriding
1991. 69 1301-1304.

49 - Ives AE, Jefferys JG. Synchronization of
epileptiform bursts induced by 4-aminopyridine in
thein vitro hippocampal slice preparation. Neurosc
Lett 1990, 112 239-245

S0 - Kosobud A E, Crabbe J C. Gentic correlations
among inbred strain sensitivities to convulsions
induced by 9 convulsant drugs. Brain Res 1990,
526" 8-16.

S1 -NoebelsJ L, RuteckiP A. Altered hippocampal
neiwork excitability in the hypernoradrenergic
mutant mouse tottering. Brain Res 1990, 524 2235-
230

52 - Yamaguchi S, Rogawsky MA. Effects of
anticonvulsant drugs on 4-aminopyridine-induced
seizures in mice. Epilepsy Res 1992; 11: 9-16.

53.-ChakiS. Muramatsu M, Otomo S Blockade of
voltage-dependent 42K efflux from rat brain
svnaptosomes by minaprine and
tetrahydroaminoacridine. Life Sci 1991, 48: 2883-
2890

54 - Kolb HA. Potassium channels in excitable and
non-excitable cells. Rev Physiol Biochem Pharmacol
1990, 115 51-91. '

55 - Rudy B. Diversity and ubiquity of K channels
Neuroscience 1988; 25: 729-749.

56.- Yeh JZ, Oxford GS, Wu CH, Narahashi T.
Dynamics of aminopyridine block of potassium

channels in squid axon membrane J Gen Physiol
1976, 68: 519-535.

57 -BargasJ, Galarraga E, Surmeier D J. Neuronal
networks ofthe mammalian brain have functionally
different classes of neurons: suggestions for a
taxonomy of membrane ionic conductances. En

Rudomin P. ArbibM A, Cervantes-Pérez F, Romo



150

Rev Biomed, Vol 4, No 3, Pags. 141-151: Julio-Septiembre 1993.

R. Eds., Springer Verlag, Bertin. 1993, pp  3-32

58.- Kocsis JD. Functional characteristics of
potassium channels of normal an pathological
mammalian axons. En' Ritchie JM, Keynes RD,
Bolis L. ed., lon Channels In Neuroa! Membranes
AR Liss ed. NY 1986, 122-144

§9.. Ritchie ]M. The distribution of sodium and
potassium channels in mammatian myelinated nerve.
En: En; Ritchie /M, Keynes R D, Bolis L. ed , {on
Channels In Neuroal Membranes AR Lissed NY
1986; 122-144.

60.- Bargas J, Galarraga E, Aceves J. An early
outward conductance modulates the firing latency
and frequency of neostriatal neurons of the rat
brain. Exp Brain Res 1989; 75 146-156.

61.-RogawskyM A. The A-current: how ubiquitous
a feature of excitable cellsis it? TINS 1985,8:214-
219,

62.- Barrie AP, Nicholls DG, Sanchez-Prieto J,
Sihra T S. An ion channel locus for the protein
kinase C potentiation of transmitter glutamate
release from guinea-pig cerebrocortical
synaptosomes. J Neurochem 1991, 57: 1398-1404

63.- Cheung DW. Synaptic transmission in the
guinea-pig vas deferens: the role of nerve action
potentials. Neuroscience 1990, 37: 127-134.

64.- Stjarme L, Stjarne E, Msghina M, Bao | X, K*
and Ca* channel blockers may enhance or depress
sympathetix transmitter release viaa Ca*"-dependent
mechanism ‘‘upstream’’ of the release site.
Neuroscience 1991, 44: 673-692.

65.- Katz B, Miledi R. Tetrodotoxin-resistant

electrical activity in presynaptic terminals J Physiol
1969, 203: 459.487.

66.- Llinas R, Walton K, Bohr V Synaptic

transmission in squid giant synapse after potassium
conductance blockage with external 3- and 4-
aminopyridine Biophys ] 1976, 16° 83-86

67.- Malgo L, Lemeignan M, Lechat P Effects of
4-aminopyridine at the frog neuromuscular junction
J Paharmacol exp Ther 1977, 203 653-663.

68 - Holsheimer J, Lopes da SilvaFH Propagation
velocity of epileptiform activity inthe hippocampus.
Exp Brain Res 1989, 77 69-68

69 - Torocsik A, Via ES. 4-aminopyridine interrupts
the madulation of acethylcholine release mediated
by muscarinic and opiate receptors. J Neurosci Res
1990, 27 228-232

70.- Kiapstein G J, Colmers W F. 4-aminopyridine
and low Ca2+ differentiate presynaptic inhibition
mediated by neuropeptide Y, baclofen and 2-
chloroadenosine in rat hippocampal CAl in vitro.
Br J Pharmacol 1992; 105: 470-474

71.- Segal M Repetitive inhibitory post-synaptic
potential evoked by 4-aminopyridinein hippocampal
neurons /n vitro Brain Res 1987, 285.293.

72 -Michelson H B, Wong R K. Excitatory synaptic
responses mediated by GABA, receptors in the
hippocampus. Science 1991, 253: 1420-1423

73.- Dolezal V, Wecker L Modulation of
acetylcholine release from rat striatal slices:
interaction between 4-aminopyridine and atropine.
J Pharmacol Exp Ther 1991, 258 762.-766.

74.- Fredholmm BB. Differential sensitivity to
blockade by 4-aminopyridine of presynaptic
receptorsregulating [3H]acetylcholine release form
rat hippocampus. J Neurochem 1990, 34: |386-
1390.

75.- Heemskerk F M, Schrama L H, Ghijsen W E.
De Graan P N, Lopes da Silva F H, Gispen W H



151

Presynaptic mechanism ot action of 4-
aminopyridine: changes in intraceltular free Ca2+
concentration and its relationship to B-50 (GAP-
43)phosphorylation. J Neurochem 1991,56 1827-
1835,

76 - Lundh H, ThesleffS. The mode of action ot 3-
aminopyridine and guanidine on transmitter release
from motor nerve terminals. Eur J Pharmac 1977,
42: 411412

77 - Rogawsky MA, Barker L Effects of 4-
aminopyridine on calcium action patentials and
calcium current under voltage-clamp in spinal
neurons. Brain Res 1983, 280 180-185

78 - Honoré E, Lazdunski M Two different types
of channels are targets for potassium channel openers
in Xenopus oocytes. FEBS Lett 199, 287 75-79

79 - Inoue I. Ngase H. Kishi K. Higuti T ATP-
sensitive K+ channel in the mitochondrial inner
membrane. Nature 1991, 352 244-247

80 - Dreyer F. Peptide toxins and potassium
channels Rev Physiol Biochem Pharmacol 1990.
115: 93-136

81.- McCormick DA Functional properties of a
slowly inactivating potassium current in guinea pig
dorsal lateral geniculate relay neurons J
Neurophysiol 1991; 66 11761189

82.- Storm J F Temporal integration by a slowiv
inactivating K- current in hippocampal neurons
Nature 1988; 336: 379-381

83.- Surmeier D J. Stefani A. Foehring RC. Kitai
ST Developmental regulation of a slowly
inactivating potassiumconductance inrat neostriatal
neurons. Neurosci Lett 1989 103 331-337

84 - WuR L, Barish M E Two pharmacologically
and Kineticallv distinct transient potassium currents

Mecanismoy de la 4-Amino-piridinag

in cuhtured embryonic mouse hippocampal neurons
J Neurosci 1992, 12 2235-2246

85 - Cherubim E, Ben-Arni Y.lto S, Krnjevic K
Persistent pulsative release of glutamate induced by

~ N-methyl-D-aspartate in neonatal r2t hippocampal

neurones J Physiol 1991; 436 331-547

86 - Jirounek P, Chardonnens E. Brunet P C

Afterpotentials in non-myelinated nerve fibers. J °

Neurophystol 1991, 65: 860-873

87 - Kirchoft' C. Leah JD, Jung S. Reeh PW.
Excitation of cutaneous sensory nerve endings in
the rat by 4-aminopyridine and tetraethylammonium.
J Neurophysiol 1992, 67, 125-131

88 - Dubois JM. Potassium currents in the frog
node of Ranvier Prog Biophys Mol Biol 1983, 42:
|-20



39

V MODULACION DE LA TRANSMISION SINAPTICA

Entendemos por modulacion el proceso por el cual se modifican las propiedades cléctricas de la
membrana celular cambiando la capacidad de respuesta a los neurotransmisores rapidos que utilizan
receptor-canal. Las sefiales bioquimicas producidas por varios receptores de membrana producen
cambios en conductancias de potasio, de sodio o de calcio. Estas sedales involucran segundos
mensajeros citoplasmicos, cofactores, proteinas acopladas y enzimas que puede fosforilar canales ionicos
cambiando, de este modo, las propiedades de la respuesta. El efecto modulador puede durar desde
segundos hasta minutos. Si ademds tomamos en cuenta acciones en la expresion genética, los efectos
moduladores pueden durar mas tiempo.

La modulacion puede ser producida tanto en la presinapsis como en la postsinapsis, y los métodos
para determinarla son diferentes.

IV.l.- MODULACION PRESINAPTICA.

Esta forma de modulacion implica ¢l cambio en la excitabilidad de la terminal nerviosa cambiando
la calidad del proceso de liberacion de transmisores. La modulacion presiniptica puede ser producida
por hiperpolarizacion o despolarizacion de la terminal nerviosa via activacion rapida o lenta de
conductancias ionicas, por modificacion de las conductancias de calcio necesarias para el proceso
secretorio, por modificacion en el nivel de fosforilacion de proteinas del citoesqueleto en la terminal, las
cuales facilitan el transporte de las vesiculas sinapticas, y por la modificacion de conductancias a potasio,
cambiando la repolarizacion y/o la frecuencia de disparo y regulando asi, cuanto calcio entra durante ese
disparo.

La modulacion puede ser mediada por autoreceptores al mismo neurotransmisor liberado en la
presinapsis. En la mayoria de los casos, los autoreceptores inhiben la liberacion del transmisor. También
hay receptores a neurotransmisores liberados por células vecinas (homo o heteroreceptores). De maneral
general los receptores en la presinapsis inhiben la liberacion, aunque también la pueden facilitar. Un
ejemplo de facilitacion presinaptica es la producida por los autoreceptores muscarinicos M, localizados
en el sistema periférico, hipocampo y NE ( Vizi ¢t al., 1989).

1V.11.- MODULACION POSTSINAPTICA.

La modulacion produce cambios en la excitabilidad de la membrana postsinaptica. Un ejemplo es
la inhibicion postsinaptica que es la llevada a cabo en las espinas dendriticas de las neuronas espinosas
medianas. En este ejemplo, las varicosidades catecolaminérgicas forman contactos sinapticos con los
cuellos de las espinas que reciben sinapsis glutamatérgicas. En este caso la dopamina inhibe los efectos
producidos por las entradas corticales o talamicas. La modulacién postsinaptica puede ocurrir sin
cambios en el potencial de membrana de la célula postsinaptica, y sus efectos solo detectarse al haber
cambios en el patron temporal del disparo. Estos cambios se deben a que una o mas conductancias
dependiendo del voltaje son afectadas por las cadenas de segundos mensajeros (Cepeda ef al., 1992¢).

(Cémo definir si un efecto sinaptico es modulado pre- o post-sindpticamente?
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La respuesta depende del tipo de estudio realizado Cuando este es clectrofistologico. mediante
registro intracelular, se pueden registrar potenciales sinapticos de tipo espontanco o provocado
También se pueden observar las variaciones en el potencial de membrana y/o la resistencia de entrada
de la neurona postsinaptica Si el agente modulador modifica la resistencia de entrada postsinaptica
podemos supaner un efecto postsinaptico O por otro lado, st no existen cambios en las propiedades de
la neurona postsinaptica y solo observamos cambios en la frecuencia de aparicion en el registro de los
potenciales sindpticos espontaneos, podemos suponer un efecto presinaptico  Cuando realizamos un
histograma de amplitud de los eventos sindplicos espontaneos encontramos que presentan al menos un
pico, el tamafo de éste depende de la resistencia de la membrana postsinaptica Si existe algun cambio
postsinaptico que modifique a resistencia se producirda un cambio en la amplitud media de los
potenciales sindpticos espontaneos. Este método nos permite observar si existe 0 no un efecto ¢n la
postsinapsis y determinar si existe o no modulacion presinaptica

IV.1L- LA MODULACION SINAPTICA POR DOPAMINA

En un estudio realizado por Galarraga e af., (1987), se mostro que la denervacton dopaminéreica
producida por la inyeccion intranigral de 6-hidroxi-dopamina produce un incremento en la actividad
sinaptica espontanea registrada en ¢l NE. Esta observacion mostro que la dopamina mantiene una
inhibicion tanica sobre fa actividad sinaptica estriatal. Este hecho nos llevd a proponer que la actividad
sinaptica provocada por la 4-AP podia ser modulada presinapticamente por la dopanina

Se ha encontrado evidencia anatomica de la interaccion sinaptica y no sinaptica de terminales
~ dopaminérgicas sobre dendritas (axo-dendriticas) y sobre terminales corticoestriatales (axo-axonicas).
respectivamente (Bouyer ¢ al., 1984),

Hasta hace pocos anos se penso que las acciones de la dopamina eran mediadas por solo dos tipos
de receptor: D, y D.. El efecto de la dopamina mediante estos dos receptores ocurre principalmente a
través del segundo mensajero adenosin-monofosfato ciclico {(AMPc). Mientras la activacion de los
receptores D, estimula la formacion del AMPe, la activacion de los receptores D. la inhibe (Kebabian v
Calne, 1979). Actualmente. con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, sabemos que la
dopamina puede actuar a traves de al menos 5§ tipos de receptor acoplados a proteinas G, y denominados

D, D. D, D, yD.,ydelos cuales tos D.. D, v D, presentan dos variantes de empalme alternativo
(splicing). Pero de acuerdo a su sensibilidad fanmacologica, los receptores a dopamina siguen siendo
clasificados en dos familias (Anderson et al,, 1990; Civelly et «l., 1991, Sibley v Monsma, 1992,
Schwanz eral, 1992}

1- LafamiliaD, (D ,yD.oD,,yD)y

2- lafamilia D, (D, (D2), Dy, (D), Dy, (D). Dy (D), y D)

Cada uno de estos receptores es encontrado en el NE (Sibley y Monsma. 1992; Jarvie v Caron.
1993, Surmeier er a/., 1993)

Estudios sobre la localizacion de los receptores dopaminérgicos han mostrado que la mayona de
los receptores D, se localizan en las neuronas neoestriatales de proyeccion, y en los axones que
proyectan de éstas, al nicleo entopeduncular y la parte reticulada de la substancia negwra (Altar v

M ( largo
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Hauser, 1987). Ademas, existe una proteina (DARP-32), acoplada a un sistema de proteina G, con una
distribucion restringida a las neuronas espinosas medianas estriatales, que ha sido relacionada con el
receptor D, (Hemmings ¢/ al., 1987, Schiftmann e/ al., 1990). La mayoria de los receptores D, estan
asociados con células estriatales y sus axones en el palido. Los receptores [, estan también asociados
con las terminales corticoestriatales (Snyder y Goodman, 1980, Ariano ¢/ al., 1989). Finalmente,
pricticamente todos los receptores D, en la substancia negra estan asociados a las ncuronas
dopaminérgicas como autorreceptores (Altar y Hauser, 1987, Beckstead, 1988a, 1988b).

Pese a que se conoce bien la importancia de la dopamina en los ganglios basales, sus efectos
fisiologicos en el NE siguen siendo controversiales.

De manera general se ha mostrado, tanto en estudios in vitra como in vivo, que la activacion de
los receptores D, inhibe la frecuencia de disparo de las neuronas estriatales. Un ¢jemplo es la accion del
agonista al receptor D, que inhibe la actividad espontanea, asi como la descarga neuronal producida por
la estimulaciond local o por giutamato aplicado microiontoforéticamente (Akaike, ¢f af., 1987, Calabresi
1987a, 1988a, 1988b; Huy Wang, 1988; White, 1987, White y Wang, 1986, Cepeda, 1992¢).

Existen resultados que han sugerido que la mayor parte de los efectos electrofisolégicos de la
dopamina en el NE son inhibitorios (Bernardi ¢f al,, 1984). Sin embargo, otros autores han reportado
actividad de tipo excitatorio (Akaike et al., 1987, Cepeda, 1992¢). Ademas, se¢ ha postulado un papel
modulador de la dopamina sobre otros transmisores. Asi la aplicacion iontoforética de dopamina facilita
la excitacién inducida por glutamato y la inhibicion producida por GABA, mientras que la frecuencia
espontanea de disparo no se modifica (Chiodo y Berger, 1986). En estudios realizados con rebanadas
de nicleo caudado humano, cuando se aplico dopamina antes de N-metil-D-aspartato (NMDA), la
amplitud de las despolarizaciones y el nimero de potenciales de accion producidos por este tltimo fue
incrementado. En contraste, la dopamina disminuyo la amplitud de las despolarizaciones y el nimero de
potenciales de accion inducidos por glutamato y quiscualato (Cepeda ¢f al., 1992¢). Ademas de los
efectos sobre la modulacion del sistema glutamatérgico, se han sido descrito efectos sobre la regulacion
de la liberacion de acetilcolina (Consolo, e al., 1993). Finalmente, hay datos de un efecto excitador de
la dopamina sobre la liberacion de GABA en la que puede estar involucrada una liberacion dependiente
de calcio (Bernath y Zigmond, 1989, Sandoval y Palermo-Neto, 1989; Floran ¢t al., 1990).

Por otro lado, se ha encontrado que Iz activacion del receptor D, incrementa la frecuencia de los
potenciales de accion espontaneos de neuronas estriatales (Akaike, 1987, Ohno ef «/l., 1985, 1986 y
1987). Estos efectos no fueron observados en los estudios realizados por Calabresi y cols. (Calabresi er
al., 1987a, 1988b). Ademas, Hu y Wang (1988) demostraron un débil efecto inhibitorio por quinpirole
sobre la actividad de las neuronas estriatales. Ahora sabemos que las dos vias de salida del NE, (i. e. la
estriato-palidal y la estriato-nigral) son diferencialmente moduladas por los receptores D, y D,
respectivamente (Gerfen, 1992b).

Estudios realizados con ratas previamente tratadas con haloperidol mostraron el desarrollo de una
supersensitividad a agonistas del receptor D,. La activacion en esta condicion indujo  una  potente
inhibicion de potenciales sinapticos excitadores mediados por glutamato. El trataniiento con haloperidol
no modificé las propiedades intrinsecas de las neuronas estudiadas (Calabresi ¢f al., 1992) En este
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contexto, estudios realizados con sinaptosomas estriatales muestran que la liberacion de glutamato es
regulada por activacion de receptores D), (Maura ¢f /., 1988)

Existen trabajos en los que se muestra que los agonistas D, y D, producen efectos bifasicos
dependientes de la dosis administrada (Shen e o/, 1992)

Estudios realizados sobre la excitabilidad del campo terminal cortico-estriatal en el NE han
mostrado que la aplicacion de anfetamina o apomorfina incrementa la carriente necesaria para producir
una respuesta antidromica en las neuronas piramidales de la corteza. Dicho efecto puede ser revertido
por la aplicacion de haloperidol o por el antagonista D, selectivo, sulpiride Esto significa que la
excitabilidad del campo terminal de la neurona cortico-estriatal disminuye en presencia de dopamina
(Garcia-Mufioz, 1991, 1994)

Sin embargo, la aphcacion a bajas dosis de! agonista D, especifico, el quinpirole, no afecto la
excitabilidad del campo terminal cortico-estriatal (Garcia-Muioz, 1991, 1994). A este respecto,
Calabresi ¢f al., (1988a), mostraron efecto de agonistas D, cuando las ratas de las cuales obtuvieron
sus rebanadas fueron previamente tratadas con reserping

En estudios realizados bajo la técnica de "whole cell clamp," en neuronas estriatales, se ha
mostrado que la activacion de los receptores D, v D. modulan corrientes de sodio, de potasio y de calcio
en las neuronas neoestriatales (Surmeier y Kitai, 1993; Kitai y Surmeier, 1993; Surmeier ¢ af., 1995).

En virtud de que en esta tesis se pudo hacer una diseccion farmacologica de los potenciales
post-sinapticos de tipo glutamatérgico en las neuronas espinosas medianas, se hace factible el estudio del
efecto de los agonistas dopaminérgicos, tipo D, y D,, sobre dichos potenciales sindpticos espontaneos
inducidos por la 4-aminopiridina.
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OBJETIVOS

El objetivo central de esta tesis es caracterizar los tipos de potencizles sinapticos inducidos por la
4-AP, mediante el uso de bloqueadores selectivos a los neurotransmisores en las neuronas
espinosas medianas del cuerpo estriado o neoestriado de la rata.

Caracterizar de manera general la anatomia y las propiedades electrofisiologicas de las neuronas
espinosas medianas, comparando con los resultados ya descritos por otros autores y con la
finalidad de identificar a las neuronas estudiadas en este tranajo.

Estudiar los sistemas GABAérgico (receptor tipo A), glutamatérgico (receptores ionotrépicos
tipo NMDA y No NMDA), y colinérgico (receptor nicotinico).

En virtud de que tanto las aferentes corticales como las talamicas al neoestriado son
glutamatérgicas y la actividad intraestnatal es principalmente GABAérgica proponemos
separar farmacologicamente la actividad glutamatérgica de la GABAérgica y /o colinérgica.

El dltimo objetivo es estudiar el efecto de la dopamina como modulador sobre el sistema
glutamatérgico. En virtud de que la dopamina juega un papel modulador en el NE y
suponiendo que se pueda separar la actividad glutamatérgica, proponemos estudiar el efecto de
la activacion del sistema dopaminérgico como modulador presinaptico de la liberacion de
glutamato e investigar a través de qué tipo o tipos de receptores lleva a cabo esta accion. En
este punto es necesario demostrar que la dopamina actue presindpticamente, esto es que no

modifique la propiedades postsinapticas.
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METODOLOGIA

En experimentos de esta tesis fueron realizados en ratas Wistar adulta (mayor de 2 meses, de 120
- 130 g de peso). Las ratas se anestesiaron con éter y decapitadas Se extrajo el cerebro y se obtivieron
rebanadas sagitales (400 pm), conteniendo el NE, mediante un vibratomo (Vibratome Pelco 101). El
NE se diseco completamente de la corteza y otros niicleos.

El registro fue realizado con el método de rebanada sumergida mantenida entre 32 y 34°C. La
camara de registro empleada fue disefada y construida previamente en el laboratorio.

La solucion salina de perfusion fue (en mM): 125 NaCl, 3.0 KCl, 1.0 Mg Cl,, 2.0 CaCl,, 25
NaHCO, y |1 glucosa (300 mOsn/l, pH 7.4, 30-34°C). La solucion fue burbujeada con 95% O.- 5%
Co, .

Los registros intracelulares se realizaron con micropipetas llenas, en fa mayoria de los casos con
biocitina (Sigma 1%) en 2 M de KCI, o solo con 3 M de KCI. La resistencia de los electrodos oscilo
entre los 80 y 120 MQ. La sefal se amplifico con un amplificador "NeuroDATA" de una alta
impedancia de entrada; con un circuito de puente activo para compensar la resistencia y la capacitancia
del electrodo. La sefial fue grabada previa digitalizacion ("Neurocorder") en cinta de video formato
VHS.

Para asegurar que la neurona estudiada es una neurona espinosa mediana se realizo un protocolo
de inyeccion de corriente y el registro del respectivo cambio del voltaje. Del analisis de la curva de
voltaje vs corriente inyectada se obtuvo el valor de la resistencia de entrada (R.) y del potencial de
reposo. Se compararon estos datos junto con el analisis de la curva de carga y la curva de frecuencia vs
corriente con los valores previamente publicados (siendo estos valores de alrededor de -80 mV y 50 MQ
(a los <70 mV), para el potencial de reposo y R, respectivamente (Bargas er «/., 1988 y Galarraga et
al., 1994).

Todos los estudios realizados en esta tesis fueron con un potencial de membrana mantenido
mediante inyeccion de corriente constante en el valor de -80 mV.

Posteriormente, a la comprobacion que la neurona estudiada fue una identificada
electrofisiologicamente como una neurona espinosa mediana, se realizé un registro control de 10 a 15
min. Este registro fue tomado como control. Posteriormente se agrego a la perfusion la 4-AP y las
diferentes drogas. El recambio de solucion fué completado en 2 min. En varias células dosis
micromolares de 4-AP indujeron una pequefia despolarizacion (de 2 a 5 mV). Esta despolarizacion fue
corregida mediante la inyeccion de corriente continua. De este modo, la frecuencia, la amplitud de los
potenciales sinaplicos y la resistencia de entrada fueron monitoreados a un mismo potencial de
membrana.

En condiciones control los potenciales sindpticos aparecieron espontanemente con una frecuencia
de alrededor de | evento cada segundo. La 4-AP indujo el incremento en la frecuencia de estos
potenciales espontancos. En la mayoria de los experimentos la resistencia de entrada fue monitoreada
mediante un protocolo de corriente contra voltaje de 10 a 15 min después de la aplicacion de una nueva
droga con ayuda del programa para PC LAB-VIEW (National Instruments), o por la aplicacion de un
pulso de corriente de corta duracion cada 10 segundos durante todo el experimento. Los registros
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fueron digitalizados, almacenados en cinta VHS y analizados fuera del experimento con un osciloscopio
digital y una computadora PC. Los registros tueron graficados durante ¢! experimento usando un
graficador de papel a baja velocidad de barrido (- 1 cm/ min) {Gould modelo Easy Grat' TA-240)

La frecuencia de los potenciales sinapticos espontaneos fue analizada con dos métodos el
primero consistio en el muestreo visual de 12 segundos cada minuto o, en ¢l segundo caso, por la
utilizacion de un discriminador de espigas que fue disefiado en ¢l laboratorio. Este dispositivo utiliza la
derivada del voltaje para detectar la fase de ascenso de un potencial sinaptico, y mediante una ventana
de discriminacion cada evento es discriminado produciendo un pulso cuadrado tipo TTL que fue
registrado con el programa INFING (Univ. de Puebla). INFING cuema los eventos durante un
predeterminado periodo de tiempo y los almacena en una archivo que es posteriormente analizado y
graficado.

Ademas de la frecuencia se analizo la amplitud de los potenciales sinapticos y se realizaron
histogramas de frecuencia de amplitudes los cuales fueron analizados con ayuda del programa
estadistico SYSTAT.

Para poder demostrar que la modulacion de la actividad sinaptica por la activacion de receplores
D, es por mecanismos presinapticos es necesario comprobar que [a activacion de los receptores D, por
accion del quinpirole no causa efectos a nivel postsinaptico. En esta tesis utilicé dos métodos para
probarlo.

M¢étodo |. Medir la resistencia de entrada en el soma de las ncuronas espinosas analizadas en
presencia de 4-AP y bicuculina, considerado como fase control, y la medicion de esta en presencia de
quinpirole (10 pM).

Método 2. Si la resistencia de entrada a nivel dendritico tuera modificada por accion del quinpirole
debera haber un desplazamiento de la distribucion de amplitudes de los potenciales sinapticos hacia
valores menores en ¢l caso de una baja en la resistencia, lo cual causa una disminucion en la
cuantificacion de los sinapticos debido a que estos no pueden ser disernibles detl ruido de fondo, o
quedar por debajo del umbral para deteccion del discrimunador de ventana. Por lo 1anto la medicion de
la amplitud de un nimero significativo de potenciales sinapticos y su distribucion debera mostrar dicho
cambio.

Después de cada experimento algunas neuronas fueron llenadas iontoforéticamente con biocitina
utilizando el método descrito por Horikawa y Armstrong (1988). Las rebanadas conteniendo neuronas
inyectadas fueron fijadas durante una noche en paraformaldehido 4%, acido picrico al 1% en
amortiguador de fosfatos a pH 7.4. Las rebanadas fueron posteriormente infiltradas con sacarosa a! 30
% y cortadas con un vibratomo a un grosor de 60 ym Las rebanadas fueron incubadas de 2 a 4 horas
en una solucion PBS conteniendo 0.2 % de triton-X-100, avidina y peroxidasa de rabano biotinilada
(ABC-HRP, ¢l equipo ABC de Vector) por 2 horas. Posteriormente reactivadas con diaminobenzidina y
peroxido de hidrogeno para visualizar la HRP unida. Esto posibilita la reconstruccion anatomica de las
neuronas analizadas clectrofisiologica e intracelularmente marcadas a través de microscopia optica.
Algunas neuronas fueron parcialmente reconstruidas utilizando el tubo para dibujo o camara licida
(instrumento adaptado a) miscroscopio optico).
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Sustancias utilizadas:

4-aminopiridina (4-AP, SIGMA)

Tetrodotoxina (TTX, SIGMA)

Cloruro de Cadmio (CdCI2, SIGMA)

Bicuculina (BIC, RBI)

6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, RBI)

Acido D(-)-2-amino-fosfonovalérico (APV, RBI)

Quinpirole (QUIN, RBI)

Sulpiride (SULP, RBI)

Mecamilamina (MEC, RBI)

ABC-KIT (Vector)

Las drogas utilizadas fueron disueltas desde una solucion madre en la solucion salina de
superfusion, a excepcion del quinpirole y del sulpiride, que previamente se disolvieron en una solucién
0.1 Nde HCL
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RESULTADOS

Los resultados son presentados en cuatro secciones:

Las primeras dos secciones son presentadas con el proposito de identificar electrofisiologicamente
que las neuronas estudiadas como neuronas espinosas medianas, de acucrdo con datos previamente
publicados.

la, seccion. Reconstruccion representativa de las ncuronas analizadas y visualizadas mediante la
técnica de inyeccion iontoforética de biocitina durante el experimento.

2a. seccion. Incluye la caracterizacion electrofisiologica de las neuronas espinosas medianas.
1.- Cuadro de resumen de las propiedades pasivas de las neuronas estudiadas.

Parametros CO, C1, Tau0, Taul,Lyp.

2.- Registro y andlisis de voltaje versus corriente.

3.- Registro y anlisis de frecuencia versus corriente.

4.- Anilisis de la curva de carga resultante de un pulso hiperpolarizante de baja intensidad.
5.- Efecto de la 4-AP sobre la resistencia de entrada de las neuronas espinosas medianas.

3a. seccion. Incluye la caracterizacion de los potenciales sinipticos inducidos por la
4-aminopiridina, Estos resultados son presentados en el articulo publicado en la revista Journal of
Neurophysiology de Noviembre de 1994, Vol. 72., No. 4., pags. 2246-2256.

4a. seccién. Incluye el material de un articulo enviado a publicacion. En este trabajo se presenta
el efecto modulatorio de !a dopamina a través de los receptores D,
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la.- SECCION

~ Anatomia de las neuronas espinosas medianas,

De las 108 neuronas estudiadas 56 fueron lenadas con biocitina, reveladas mediante la técnica de
diaminobezidina y posteriormente reconstruidas.

Las neuronas espinosas medianas se caracterizaron por presentar un soma pequeiio de 18.5 £ 3.5
um de diametro mayor y 10.8 £ 1.9 de diametro menor. Presenta de 3 a 15 troncos dendriticos. El axon
se ramifica profusamente dentro del drea dendritica y dirigiéndo una fibra finalmente hacia el globo
palido. Las dendritas presentan espinas dendriticas a partir de las ramas secundarias.

La figura 1 muestra la imagen reconstruida de 2 neuronas,

'i

50 ym

Figura 1. Muestra dos neuronas reconstruidas y analizadas electrofisiologicamente. Durante el
experimento fueron llenadas con biocitina (1%) dentro del electrodo de registro y fueron reveladas
con el método de diaminobencidina, en la neurona de la izquierda se muestran las colaterales axonicas.
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2A.- SECCION

2.- Propiedades pasivas de la neurona espinosa mediana.

Cuando se inyecta un pulso hiperpolarizante de baja intensidad se produce un cambio transitorio
del voltaje de membrana. Este muestra las propiedades capacitivas o pasivas de la neurona estudiada y
se conoce como curva de carga, la cual en el caso de las neuronas espinosas medianas estudiadas se
ajusta a dos exponenciales. Tomando en consideracion los parametros obtenidos de la funcion de carga
se calcularon los parametros electrofisiologicos p y L, que son la relacion de conductancia
dendritica/somatica y la longitud electrotonica dada en constantes de espacio (A), respectivamente. La
tabla 1 presenta una muestra representativa de las propicdades pasivas de las neuronas analizadas.

Tabla 1. Propiedades pasivas representativas de las neuronas espinosas medianas. (media +
desviacion estindar, n=16). Pmr: Potencial de membrana en reposo. Ry Reststencia de entrada. CO y
Cl1, y Tau 0 y Taul son parametros y constantes de tiempo de ia doble exponencial ajustados al
transitorio de voltaje en la curva de carga. L. Longitud electroténica (en constantes de espacio). p:
relacion de conductancia dendro-somatica.

PMr R, Co Ci Tau 0 Tau | L p
(mV) (M) (mV) (mY) (my) (ms)
836 + LOJ418% 140 1.5+06 [0.7+¢04  [16429.1 [46£32 |1.3+04 1.3 06
l(n=24)

| b

La figura 2 mwestra un andlisis de la curva de carga de una neurona espinosa mediana.
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Figura 2. Extraccién o "pelado" de exponenciales de la curva de carga en condicion control.
La figura principal muestra la graficacion en logaritmo natural del voltaje versus el tiempo mostrando
dos exppnenciales y sus parametros respectivos. En el inserto se muestra la curva de carga en voltaje
conlra tiempo.
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3.- Funci6n voltaje vs corriente,

Las neuronas espinosas medianas se caracterizan por presentar una rectificacion entrante a tado lo
largo de la funcion corriente-voltaje. Esta rectificacion es denominada "anomala”. En esta la resistencia
incrementa con la despolarizacion de la membrana, mostrando una resistencia menor a potenciales
hiperpolarizados y mayor a potenciales despolarizados. La resistencia puede medirse como la pendiente
de la funcion corriente-voltaje (Jack et al, 1975) Contribuyendo a la rectificacion anomala en los
ultimos 10 mV en la direccion despolarizante aparece una despolarizacion lenta sensible al voltaje que
se observa como una rampa despolarizante en los registros de voltaje vs tiempo. En valores de
hiperpolarizacion la rectificacion andmala se opone a la hiperpolarizacion. La figura 3 muestra una
curva de voltaje contra corriente representativa de las neuronas espinosas medianas.

1 1 $103 Vme29.29150 43291331+ 0.62861-88.5
To -
- N | l | S
-50
60
20 R =30.62 MQ E 70
b _w ! » /’
0 E 90 7".,/'"
4100
-20 ! A10 Lo ol
z 06-0.30.0 0.3 06
] I Corriente (nA)
g -m !
80
4
8-100 -
0 100 200 300 400

Tienpo (ms)
Figura 3. Funcidn voltaje vs corriente caracteristica de una neurona espinosa mediana. La
grifica superior muestra los pulsos rectangulares de corriente. La grafica inferior mucstra los
transitorios de voltaje producidos por los pulsos de corriente. La grafica de la derecha muestra la

funcion voltaje contra corriente. Los valores de voltaje fueron tomados a los 300 ms y ajustados con
un polinomio de tercer orden.
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4.- Funcion Frecuencia vs. Corriente

Cuando se dan pulsos de corriente supraumbrales se producen disparos repetitivos con una
frecuencia de potenciales de accidon mayor al inicio de la aplicacion de la corriente y que gradualmente
disminuye (Fig. 4A). La figura 4B muestra la relacion de intensidad de corriente contra frecuencia de
disparo de potenciales de accion. Un promedio de los primeros 3 periddos muestra que la frecuencia
incrententa casi linealmente con el aumento en la intensidad de corriente. Sin embargo, cuando se toma
un promedio de los Gltimos 3 periddos estos muestran adaptacion.
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Figura 4. Relacion frecuencia contra intensidad de corriente, A, Muestra los registros a
diferentes intensidades de corriente aplicada. B. La relacion frecuencia contra intensidad de corriente.

En circulos se muestra el promedio de la frecuencia de los primeros tres intervalos; en cuadros se
muestra la frecuencia de los Oltimos 3 intervalos.



5.- Efecto de 1a 4-AP sobre 1a resistencia de entrada de las neuronas espinosas

medianas.

A dosis micromolares la 4-AP (50-100 uM) produce una disminucion no significativa en la
resistencia de entrada (figura §).

Tomando en cuenta que la 4-AP bloquea conductancias de potasio y dado que en el reposo
existen conductancias de potasio activas, ¢s de esperar que la 4-AP incremente la resistencia de entrada
en las neuronas estudiadas. Sin embargo, en lugar de esto la 4-AP produce una caida en la resistencia
de entcada (ver la tabla 2 y 1a figura §). Este efecto en la resistencia de entrada se explica por la
apertura de receptores canal activados una mayor liberacion de neurotransmisores. Cuando se agrega
bicuculina a la solucion perfusion la resistencia de entrada tiende a incrementar por ¢l bloqueo de las
conductancias a cloro activadas por GABA. Cuando se agregaron los antagonistas glutamatérgicos
CNQX y 2-APV se esperaba un incremento adicional en la resistencia de entrada, sin embargo, esto no
se observd en las neuronas analizadas para este caso. Esto puede ser debido una baja frecuencia de
actividad sinaptica glutamatérgica.

Existen conductancias sensibles a dosis nilimolares de la 4-AP que predominan a los £ 10 mV
cerca del umbral de disparo del potencial de accion,  Este efecto es a dosis superiores que las utilizadas

este trabajo y actitan a potenciales mas despolarizados. Ver figura 5 A-H que se localiza en el articulo
de Galarraga ct al, 1994 anexo al final de esta tesis.

Tomando en cuenta que para probar un efecto modulador presinaptico es necesario demostrar que
no hay una disminucion en la resistencia de entrada que pudiera disminuir la amplitud de los potenciales
sindpticos, medimos la resistencia de entrada en presencia de 4-AP y bicuculina (BIC), en la presencia y
ausencia del agonista dopaminérgico quinpirole (QUIN). En este caso se observd un incremento no
significativo de la resistencia de entrada. Este efecto en lugar de producir una disminucidén en la
amplitud de los potenciales produjo un incremento no significativo.

Tabla 2. Efecto de la 4-AP a dosis micromolares sobre 1a resistencia de entrada de las
neuronas espinosas medianas estudiadas.
CONTROL| 4-AP 4-AP +BIC | 4-AP +BIC + 4-AP
CNQX+2-APV | +BIC+QUIN
Media 42.0 325 419 33.7 43.1
Desv. Est. 13.7 72 11.6 14.2 138
n 34 8 6 2 4

Los resultados presentados en las primeras secciones muestran tanto anatdomica como
electrofisiologicamente que las neuronas estudiadas en esta tesis son espinosas medianas. Ademas, que
la 4-AP a dosis micromolares, en incluso milimolares, no produce cambios significativos en la resistencia
de entrada de las neuronas estudiadas dentro de los valores de potencial de membrana en los cuales se
mantuvo.
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Figura S, Efecto de la 4-AP sobre 1a resistencia de entrada. Registros de voltaje a diferentes
corrientes de estimulacion en condicion control (A) y en presencia de 4-AP (50 uM) (B). C Funcién
voltaje contra corriente,la resistencia de entrada fue tomada en el potencial de reposo mediante un
ajuste polinomial (de 3er orden).
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3A. SECCION

"Patterns of excitatory and inhibitory synaptic transmission
in the rat neostriatum s revealed by 4-AP"

Jorge Flores-Hernandez, Elvira Galarraga, Juan C. Pincda and José Bargas.
Journal of Neurophysiology
Vol. 72 No. 5 November 1994
2246-2256
En este trabajo presentamos;
1.- La relacion entre la concentracion utilizada de 4-AP y el efecto en el incremento de actividad

sinaptica.

2.- La dependencia de sodio (potenciales de accion) y de calcio en el incremento de |a transmision

sinaptica producido por la 4-AP.

3 - La caracterizacion farmacologica de los potenciales sinapticos Glutamatérgicos y GAB Aérgicos

inducidos por la 4-aminopiridina en las neuronas neoestriatales de la rata.

4.-La actividad sinaptica producida por una interneurona GABAérgica (marcada para
parvalbumina), cuya actividad de potenciales de accién en rifagas se correlaciona con las
rafagas de potenciales sinapticos registrados en una poblacion de neuronas espinosas medians

registradas en presencia del bloqueo de la actividad glutamatérgica.
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Patterns of Excitatory and Inhibitory Synaptic Transmission in the Rat

Neostriatum as Revealed by 4-AP
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

{. Synaplic potentials induced by d-aminopynidine (4-AP)
were recorded intracellularly from rat neostnatal neuronsinanin
vitro slice preparation. ECyq for this 4-AP action was ~ 120 uM,
The threshold for activation of synapiic potenlials wits 3 uM.

2. 4-AP-nduced svnaptic potentials appesred stochastically,
Most were blocked by 1 uM tetrodotoxin or 400 ¢M Cd?* . There-
fore they reflect a release of neyrotransmitters dependent on both
Ca®* entry 10 the terminals and action potential finng.

J. Bicuculline (BIC) (=10 aM), a yaminobuturic acid-A
{GABA,} antagonist, blocked ubout hall of the 4-AP-induced
synaptic potentials. This suggests that intrinsic inhibitory connec-
tions within the neosiriatum are activated by 4-AP administra-
tion.

4. 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX; =10 uM)
plus D-2-amino-5-phosphonovalene acid (D-APV: =100 uM)
blocked most of the BIC-resistant 4-AP-induced svnaptic poten.
tials. This suggests 1hal 4-AP induced release of glutamate (GLU)
from extrinsic glutamuiergic afferents, As most giutamatergic al-
ferents are extrinsic, these afferents then would be able to fire
spikes and release transmitier for several haurs after they are cut
lrom their somata,

5. If CNQX plus p-APV were administered before BIC, neo-
striatal neurons responded in different ways. In one hall of the
neurons, all induced synaptic potentials were blocked. This sug-
gests that most GABAergic intrinsic connections between neo-
stniatal neurons are activated indirectly by 4-AP. 4-AP would first
activate extrinsic glutamatergic aiferents and these in turn would
activate GABAergic intrinsic neurons and connections.

6. In the remaining half of the recorded neurons, administra-
tion of CNQX plus D-APV blocked most, but not at! of 1he 4-AP-
induced synaptic potentials. The synaptic potentials that re-
mained had a charactenistic pattern: they were high amplitude,
rhythmie, bursts of synaptic potentials. They were blocked by BIC
(5 uM) but not by mecamylamine (> 10 uM). This suggests that
these bursts of synapti¢ potentials were GABAergic and generated
by intrinsic neurons. Therefore these neurons would not innervate
all neostriatal neurons equally but just a subset of them.

7. Records from an identified aspiny neostriatal inlerneuron,
obtained from the same preparation, are shown. This interneuron
fired in bursts and is morphologically and physiologically similar
to the recently descnibed, fast spiking, parvalbumin immunoreac-
tive, GABAergic, aspiny interneuron of the neostriatum, I then is
concluded that this interneuron is functional in the slice preparas
tion. F_unhcr, the hypothesis that it is the source of the synaptic
polential trains is supported. In this case, 3-AP would be able 10
.;l_cuvale this interneuron, independently of extrinsic excitatory af-

erents,

8. In conclusion, 4-AP actions disclosed important uspects of

the inl;insic circuitry of the mammalian nevstriatum: first, not all
peosmatat neurons might be innervated by intrinsic GABAergic
tnterneurons. Second, GABA connections between most ncostna-
tal neurons need exinnsic excitatory inputs to be active,
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INTRODUCTION

Excitatory glutamatergic synaptic transmission within
the neostriatum mainly comes rrom the cerebral cortex and
thalamus. Although there is some evidence of intrinsic glu-
tamatergic interneurons. they would generate a minonty of
the glutamatergic inputs on spiny celis (Mon et al. 1994).
On the other hand. important extrinsic GABAergic inputs
are absent in the neostriatum i see Albin etal. 1990; Gerfen
1992; Wilson 1990 for recent reviews ). Projection neurons
within the neostriatum constitute ~95% of all the ncurons
in the nucleus (Chang et al. 1982 Wilson 1990}, These
neurons are “spiny” and GABAcrgic. They send their
axons to the substantia nigra and pallidum (Gerfen 1992;
Graybiel 1990; Kawaguchi et al. 1990). At the same time,
they form inhibitory reciprocal synapses with each other
(Groves 1983; Wilson 1990) through local axon collaterals,
Therefore projection neurons are the main source of intrin-
sic GABAcrgic connections within the neostriatum, Addi-
tionally, one of the “aspimy™ types of interneuron ( 1 -3 of
the population ) has been demonstrated to be GABAergic
and parvalbumin immunoreactive. This neuron innervates
the nucleus irregularly ( Kita et al. 1990). Therefore in the
necostriatum, GABAergic synapses are mainly intrinsic,
whereas glutamatergic synapses are mainly extrinsic,

Intracellular recordings in vivo have demonstrated that
spiny projection neurons fire infrequently and have arather
negative resting potential (Hull et al. 1970; Wilson 1992:
Wilson and Groves 1981). Periods of membrane hyperpo-
larization and electrical silence are interrupted briefly by
periods of sustained depolanzation driven by cortical in-
puts( Wilson 1992). Apparently, neostriatal projection neu-
rons do not fire untit a cortex command arrives ( Fulton
1949). When they fire, theirinhibitory intrinsic and recipro-
cal network controls the propagation of excitation ( Groves
1983). One prediction from this arrangement is that recip-
rocal inhibition would not be active unless an extrinsic ex-
citatory input activates some spiny neurons, This predic-
tion is supported by the present experiments.

In nuclei with reciprocal connections between glutama-
tergic principal neurons. as the hippocampus and cortex,
spontanecus svaaptic events can be recorded in the slice
preparation during physiological saline ([K~], = 3 mM,
[Ca’*], = 2.5 mM:; 30-35°C) (e.p., Aram et al. 1991
MecBain and Dingledine 1992: Ropert et al, 1990). In con-
trast, spontaneous synaptic potentials are scarce in the neo-
striatum under the same conditions (Cepeda et al. 1989:
Galarraga et al, 1987, Nisenbaum et al. 1994). However.
J-aminopyridine {4-AP) induces an increase in the fre-
quency of synaptic potentials in several cerebral regions in-
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NEQSTRIATAL CIRCUTIRY

cluding the neostriatum ( Kita etal. 1983a: Mullerand Mis-
geld 1990; Perreault and Avoli 1989 Segal 1987). Stochas-
tic synaptic potentials induced by 4- AP in the neostanalum
have not been characterized as those in other nuclei. In
particular. 4-AP appears to activate specific interneurons in
other nuclei tAram etal. 1991 Miiller and Misgeld 1991
Quis and Mody 1992: Segal [987). In 1us work, an initial
characterization of synaptic potential induction by 4-AP tn
the neostriatum is reported. The interpretation of the re-
sults indicate that 4-AP acls on cut extrinsic excitatory al-
terents or neurons to produce plutamite release. This is
followed by activation of reciprocal inhibition, Addition-
ally. 4-AP activates a particular class of neastriatal inter-
neuron, These observations help 1o understand the role of
some compeonents of the neostriatal circuitry, Some of
these results have been communicated in abstract form
{ Flores-Herndndez et al, 1993).

METIIODS

Qur protocol follows The Amenican Physiologicad Society pol-
icy regarding the use and care of animals and has been described in
previous work (e.g.. Bargas et al. 1988}, Adalt (>3 mo) male or
female albino Wistar rats were anesthenzed and decapitated. Sagit-
tal neostriatal slices (400 gm), completely separated from cortex
and other nucled, were recorded totally submerged ar 12-34°C,
Bathing solution wastin mM): 125 NaCl, 3.0KCl. 1.0 MgCl,, 2.0
CaCl,. 25 NaHCO,, and 11 glucose. The solution was saturated
with 95% 0,-3% CO, { 300 mOsmy/ L, pH 7.4. 30-34°C). Intracel-
lular recordings were carried out with micropipeties filled with
either biocytin( Sigma, 1~2%}in 2 M K-acetate or just with K-ace-
tate IM. Electrodes DC resistances ranged from 80 10 120 MS.
Intracetlular recordings were made with a high-input impedance
electrometer with an active bridge circuit using standard tech-
niques. After recording the resting membrane potential and input
resistance (approximately less than ~75 mV and 30 M. respec-
tively) (Bargas et al. 1988; Galarraga et al, 1989). =10 min of
continuous recording without any manipulation were done as a
control. Afterward 4-AP and different drugs were administered
with the superfusion. Exchange within the recording chamber was
complete in ~2 min. Both frequency of synaptic potentials and
input ressstance were monitored. In some cells, micromalar 4-AP
induced a small (2-53 mV} depolanization (Nisenbaum et al.
1994). hwas corrected with DC current so that resting membrane
po!gnlial ( RMP) was maintained dusing the duration of the ex-
periment. Thus synaptic potentials’ frequency and amplitude as
well as cell input resistance all were recorded at the same mem-
brane potential. Sampled cells are those in whicll no changes in
resting input resistance were detected during experiments using
nicromolar concentrations of 4+AP. As no stimulus was deliv.
ered. synaptic potentials appeared stochastically boih before and
during 4-AP. In this sense. synaptic potentials were “spontane-
ous” {spontaneous synaptic potentials or SSPs). 4-AP induction
of SSffs could be seen as a greal increase in the probability of
recording these events. Records were digitized, stored on tape. and
analyzed off-line with a digital oscilloscope and a PC-computer.
Records were plotted using a digital printer. Frequency of §8Ps
{SSPs/s) wus counted in 4-5 hins. Three bins were picked by
cllmncc at each minute of recording to make frequency versus time
plots. .

Alter recording, some neurons were injected with biocstin using
the method described by Horikawa and Armstrong t 1988). Slices
containing injected neurons were fixed overnight in 4% parafor-
maldehide. 1% picric acid in 0.1 M phosphate buffer (ptl 7.4).
The slices then were infiltrated with 30% sucrose and cut on a
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uvbratome mta 60-ugm sections. Fhe sechions were incuhated tor
2.4 hvina phosphate butker (PBS) soiution contampe 0.2 Toton-
X100, avidin. and bivtinstated horseradish perovdase (ARC.
HRP Vectors ABC kity for 2 hoand then reacted with diamino-
henzidine and hyvdrogen peroade ¢ HO0 1o visualize the bound
FERD. This enabled resotution of the intracellulaedy Labeted pro-
cesses through rransilluminauon microscopy (hig, 3).

In the case of the trecorded mterncuron € swee RESULTS), a combi-
mauon of imracellutar labehing and somaostan (SOM Limmuno-
eviochemistry was used. The slice contaening the impecied neuron
was incubated. infiltrited. and cut as supulated above. However,
during incybaton in Trton-X-100. avidin comyugted 1o Texas
Red was used ¢ 12,5 ggymi. Vector). Alter washing, the sections
were treated For 30 min i normal gest antserun (1:301 hclhrp
beuny tncubated 10 the priman antibody for 24 b 4°C {anti-
serum sennst SOM ae 1600 dilution in PRY contamng 17 nor-
mal goat serum. Enmunocleary. For luarescence immunocyto-
chemistry. the sections were treated with goat-antirabbit immutio-
globulin-Gi coupicd to Duoresceirn pothiocyanate £ FITC aniibody
incorporated. 1530 9or 2 h). Esen though the recorded intemeuron
was negative (ot donble-labeled). SOM-immunoreactive neu-
rons coukl be detected in the same sections {not shown). To en-
able the visualization of the somatostatin negitive neuron with
ransifllumination micrascopy. the tissue was treated with the
ABC-HRP kit ( Vector) as sine] above (Fig, 11,

Tetrodotoxin (TEX ). 4-AP, CdClL ¢ att from Sigma) bicucutline
(BIC). 6-cvano-7-nitroquinoraline- 2. 3-dione t CNQX )L and p-2-
anmtino-3-phosphonovileric acid (D-APV. all irom RBEY were dis-
solved from stock solutions into the superfusion saline.

RESULTS

S-AP-induced synapiic potentials are TTX and Cd**
sensitive

Eighty-seven neostriatal neuroans from caudate-putamen
slices of 74 ditferent adult rats were recorded for these ex-
periments. As shown in the sample records of Fig. | A4 (Con-
trol). very few SSPs were seen at resting potential { less than
~75 mV)(Cepeda et al. 1989: Galarraga et al. 1987: Nisen-
baum et al. 1994). RMP was —§3.6 = 1.0 mV (mean = SE.
n = 24) in our recording conditions, However. frequency of
SSPs increased during superfusion with 100 uM 4-AP (Fig.
A% 15 and 60 min) (Kita ¢t al. 1985a; Niscabaun et al.
1994). The graph ia Fig. | # illusirates the time course of
4-AP action. Maximum SSP frequency for this concentra-
ton of 4-AP was attained in ~ 10 min. Sample records dur-
ing 4-AP show that SSP frequency is very variable from
trace to trace exhibiting an stochastic nature. However, the
mean frequency is clearly augmented by 4-AP as shown in
the graph. The 4-AP effects at micromolar concentrations
can be maintained for =1 h (n = 341, However. note that
mean frequency declined with time (Fig. 1 8).

Induction of SSPs by 4-AP wasconcentration dependent.
A conceatration-response plot for 4-AP action is shown in
Fig. 2. Several stices were used for this piot. One cell was
recorded in each slice. The concentration for S0% maximal
effect was ~ 120 uM. Accordingly. concentrations between
50and 100 M were used tn most experiments ( Figs. | and
4-8). Concentrations around | mM 4-AP increased the
frequency of SSPs by ~ 150 times with respect to control
(Fig. 2). This was about the saturating concentration.
Higher concentrations were characterized by shorter times
of 4-AP action and regular oscillations of SSP frequency
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FI1G, 1. d-aminopyndine (AP} induces an increase in the frequency
of sponlaneois synapiic polennials (S8Ps ) recorded in neostratal nearons.
b sample records of membrane polential vs. ime betore (Coptrol) and
during 100 M 4-AP (15 and 60 mun). Note inereise sn SSPs during 4-AP.
B: SSPs frequency vs. time plotillustraring the time course nf 4. AP action.
Note thar 8SPs frequency remained increased for »1 h. Meuan resting
membrane potential (RMP) during this experiment was - 80 mv. Same
figure design and same 4-AP concentration was used in expeniments illus-
trated in Figs. 4-7.

(not analyzed here). They also had other eftects in the re-
corded neurons such as changes in input resistance { Bargas
et al. 1989; Kita ct al. 1985a: Nisenbaum et al. 1994 ) and
induction of spontaneous firing ( Kita et al. 1985a). This
work, however, is limited 1o deseribe 4-AP action at submil-
limolar concentrations, i.c.. increases in SSP frequency
with no noticeable changes in resting input resistance on
the postsynaptic neuron. However. changes in orthodromic
and direct responses also could be present at these concen-
trations of 4-AP. They are not analvzed in this work. And as
long as the recorded neuron is held at its original RMP. and
ts not stimulated. the recorded synaptic events are not al-
fected by these other changes. In a sample (21 = 4) of cells
recorded in the presence of 100 g M 4-A and not held at
the original RMP, the 4-AP-induced depolarization plus
the synaptic-induced depolarization were not enough to
reach firing threshold. However. two of the recorded neu-

rons (# = 87) had spontancous firing in the presence of

4-AP (50 and 100 uM). The Bnng of these neurons was
irregular, Also, identified spiny neurons with RMPs more
positive than =75 mV might fire in the presence of 4-AP.
but these were not included in our sample of recorded neu-
rons.

FLORES-HLRNANDEZ. GALARRAGA, PENEDAL AND BARGAS

Except for the reported aspiny neuron fawee helow), all
recorded and bincytin-hlled neurons of this sample were
typical mediuam spiny projection neurons (Fig. ,.H. These
neurons are normalls silent unless they are stimulated.
During fong rectangular pulses they ire tomcally and do
not lire in bursts (¢ g.. Galarraga et al, 1989; Nisenbaum et
al. 1994 Pineda ¢t al. 19923 The 4-AP-induced SSPs re-
corded on these peurons were almost abolished by | uM
TTX (Fig. 4. 0 =4). Mcan S8Ps frequencies were 0.16
0.05 Hz for the control and 3.8 = L1 Hz dunng 4-AP.
During TEX = 4-AP, mean frequency was 0.08 = 0,04 I"{z_.
RMP was held near 1o the original resting potential during
the experiments. Mean RMP was 79,3 = 3 mV for these
experiments. SSPs remaiing after TTNX may represent
quantal release of transmutter. as these esents are between
0.5 and 2 mV in amphtude ¢ Redman 1993,

The 4-AP-induced SSPs on projection neurons also were
abolished by 400 ¢M CJd°° (Fig. 300 = 2). Mean SSPs
Irequencics were .24 = 0.06 Hz for the control. 3.1 = .9
Hz duning $-AP. and 0.49 = 0.04 H2 during 4.AP - Cd-.
RMP was hetd near to the mean RMP. which was -78 =
2.1 mV for these experiments. A conclusion from these ob-
servations is that most $SPs recorded in these conditions
reflect a release of nevrotransmitter that is Ca-” dependent
and TTX sensitive, e.g. generuted by the firing of acuon
putentials in either the terminals and/or the releasing neu-
rons or afterents, This s in agreement with studies of 4-AP
in other brain arcas ( Dolezal and Weeker 1991 Heemskerk
et ab. 1991 Miiller and Misgeld 1990; Perreault and Avali
1989; Segal 1987: Vizietal, 1977).

Log(Concentration)-Frequency increase
180 -
160 -

140 -

120 - EC5°=120uM
100 -
80 -
60 -

40 -

Change in SSPs frequency

20 -

10-7 10-6 10-5 104

(4-AP} (M)

FiG. 2. Concentration-response function tor 4-AP acuon. Conlinuous
line s fitbor: C = ¢ Cygyx + [V TEC, =[] where: Cis the number of
times the $SPs frequency inereased with respect 10 control as a tunction of
AP concentranon: Cy,y s the maximuim change in $SPs frequency. {4}
is the drug concentration and EC,,; 15 the concentration tfor 207 maximal
ctlect. Nwnber of shices and cells used for cach concentration were: n = 50
for control s = 3ior $uMon = dior 10 uMn = 14 ior 30 uMin = 13 Jor
TR M = 1 for 200 uMn = 2dor ) mM and n = | for 2mM. Bars are
mean = 5D,

10-3 10-2
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Fa. 3. Morphology and physiology of a spiny projection neuron of the neostriatum, Left: partial reconstruction shows o
medium.sized soma. spiny skeondary, and tertiary dendntes, and an axon that goes away from the soma and is own
dendritic arbor. possessing abundant ason collaterals, Right: finng of the projection acuron as the strength of stimulus 1s
increased from .4 10 C. Note that frequency is maintained durning the duration of the stinulus. resting membrane potential
(RMP) = ~86 mV. Current on top and voltage op bonem of each frame. Action potentials wruncated by the digitizing

procedure.

4-AP-induced synaptic porentials are mediaed by -
aminobutyrate and ghuamate

To know the chemical nature of the 4-AP-induced SSPs,
known antagonists for fast ligand-gated excitatory and in-
hibitory synaptic receptors were added to the superfusion.
First, Fig. 6 shows one experiment illustrating the blocking
action of 4 uM BIC (see; METHODS), a y-aminobutyric acid
(GABA) antagonist of the type “A” family of receptors
(GABA, antagonist ). Inaseries of such experiments, mean
SSPs frequency induced by 50 uM 4-AP decreased by: 47 +
5.1% (n = 6; range: 28-56%), and mean SSPs frequency
induced by 100 uM 4-AP decreased by: 9.3+ 17.6% (n =
3; range: 24-74%). Mean RMP was ~83.7 + |1 mV during
these experiments. This frequency reduction of the 4-AP-
induced SSPs by BIC, was interpreted asif about one half of
the SSPs were mediated by GABA,

GABA-mediated synapses within the neostriatum are in-
trinsic either from a tvpe of interneuron (Kita et al. 1990)
or from connections between projection spiny neurons
themselves (Groves 1983: Wilson 1990). As previously re-’
ported ( Kita etal. 1985a; Nisenbaum et al, 1994), the BiC-
sensitive synaptic potentials were depolarizing ( Figs. 1 and
4-8). The reason lor this is that the reversal potential for
the GABAergic synaptic potentials is more positive than
the RMP in these cells (e.g., Jiang and North 1991 Kita et

al. 1985b; Misgeld and Dietzel 1989: Seabrook et al, 1991).
4-AP-induced GABAergic SSPs are also positive in other
brain neurons{e.g., Aram et al. 1991).

On the other hand. experiments as shown in Fig. 6 also
established that most of the BIC-resistant SSPs could be
blocked by a combination of a-amino-3-hvdroxy-3-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA ) and V-methyi-
p-aspartate (NMDA) antagonists. i.e., the known gluta-
mate (GLU ) antagonists, In fact, CNQX ( 5-10 uM) plus
D-APY {30-100 uM. (see METHODS) blocked a remaining
55 + 2.1% of the 4-AP-induced SSPs in five quantified ex-
periments. Another conclusion is thatanother main compo-
nent of the synaptic activity induced by 4-AP is GLU-me-
diated (Cherubini et al. 1988). Thus the transmitters
GABA and GLU each contribute 1o about half of the totat
sviaptic activity in these conditions (cf. in Scabrook et al.
1991). Most GLU-mediated synapuic transmission within
the neostriatum is extrinsic and most comes from the cere-
bral cortex (Gerfen 1992: Moni et al. 1994 Wilson 1990).
These experiments then show that some GLU extrinsic af-
ferents, cut from their somata. are able to release transmit-
ter dependent on Na* and Ca®* entry (Figs. 4 and 5). In
fact, they were able to do so in all cases, tor =21 h during
micromolar concentrations of 4-AP (n = 87). Some evi-
dence for the presence of a glutamatergic interncuron have
been recently reported (Mori et al. 19941, As we have not
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analyzed glutamatergic spontancous events separately. we
do not know how much of the recorded glutamanergic activ-
ity comes from the putative interneurons. In some cases,
remaining SSPs after bosh GLU and GABA blockers were
fewer than those in the control conditions, .o, betore 4-AP,
In some other cases, however, SSPs frequency remained
above the control frequency dunng both blockers, Tn 16
experiments using saturating concentrations ol blockers in
the presence of -AP (10 g M CNQX, 100 uM D-APVY, and
5 uM BIC). SSPs frequency remained it 6 + 3.37 above the
conirol fregquency. i.c.. above the value before $-AP was
introduced. Thus other fast ligand-gated synaptic responses
cannot be discarded. However. they are negligible in most
cascs.

Figure 7 shows one experiment that itlustrates what hap-
pened when the order of antagonisis was reversed. That is,
when CNQN and D-APV were given before BIC, Most of
the 4-AP-induced S8Ps were blocked in all cells tested (1 =
24). In about one half of the recorded neurons(11/24). no
synapiic actuvity remained, Thus antagonism of extrinsic
excitatory inputs blocked both GLU- and GABA-mediated
synaptic transmission in all neurons. This ts interpreted as
reflecting the hnown fact that activation of excitatory in-
puts is necessary 10 activate the projection neurons { Wilson
1992). Most of the 4-AP-induced GABA-mediated trans-
mission would depend upon reciprocl connections be-

A

CONTROL 4-AP 4-AP + TTX

NPt oy At gy
T TR T
b Pttt
P e ———
W—#.J”m

O e
et vttty M WIEMV
e

200 ms

- A-AP (100uM) TTX (0.5 uM)
z 105 ?
» }@
z @ ®
z | D
o .
S s S b 5
2 D d ;. ‘
a ; Y Lo
w ; 9 & \ ’
@ f e
. e 0N
S 0 RAMARAGRGEEL. _
v Q 10 20 30
TIME (min)

AG. 4. Tetrodotoxin (TTX ) blocked most $SPs induced by 4-AP. .1
sample records of membrane potential before ( Control ). dunng HX) M
4-AP (4-AP), and dunog 4-AP plus | uM TTX (AP and TTX), B ume
course of 4-AP action showing the biockade of 4-AP-induced SSPs by
TTX. RMP = -80 mV. '
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F1G. 5. Most 55Ps induced by 4-AP vamish duning Cd?* administra-
lion. .1: sample records of membrane portential before {Conltrol ). duning
AP (4-AP), and dunng 400 kM Cd?* plus4-AP (4-AP + Cadmium), 8:
time course of 4-AP action and Cd** blockade of 4-AP-induced $SPs,
RMP = - 72 mV.

tween projection neurons. In fact, they compose the great
majority of neurons within the nucleus { ~95%), and all
recordings of 4-AP-induced S8Ps in this work were ob-
tatned from these neurons (Fig. 3). The mean RMP for
these series of experiments was —84.6 = 1.0 mV,

Nevertheless, Fig. 8 shows that in about one hatf of the
neurons {13/24), some synaptic activity remained afier
CNQX plus APV. This synaptic activity was apparent alter
most other synaptic activity was blocked. It was distin-
guished by charactenistic trains of synaptic potentials..
These trains suddenly arised after several milliseconds of
clectrical silence (Fig. 8.4). They could be seen as peaks
arising from an almost 0 baseline. as in Fig. 88, during
GLU-antagonists superfusion. Manv of these synaptic po-
tentials trains were of high amphitude as shown in Fig. 9, mt
different sweep speeds. In Fig. 9.1, at a slow sweep speed,
the events are seen as regularly spaced peaks. In Fig. 958, a
faster sweep speed shows a more detailed account of the
cvents. Note that ane to three peaks were present in each
event, In some experiments, trains of up to five to six synap-
tic potentials were seen.

Continuous chart record on Fig. 10 shows the blockade
of these events by BIC (§ uM). Note a gradual decay in
amplitude without an apparent decay in frequency, imply-
ing a postsynaptic effect {(# = 4). A nicotinic antagonist,
mecamyvlamine ( =20 4 M), did not block these events (1 =
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2). Thercfore itis fikely that the neuron that generates such
events is a GABAergic ueuron,

As no GABAergic atferents are described as imponant o
the neostriatum ( Albin et al. 1990; Gerfen 1992 Wilson
1990}, the source of these SSPs trains would be an intrinsic
neuron { see DISCUSSION),

An aspiny GABAergic interncuron that is panvalbumin
immunoreactive has been descnbed in the neostriatum
(Kitaetal. 1990). We may have recorded from one of these
neurons as shown in Fig. 11 Panial reconstruction afier
recording shows a medium sized aspiny cell with profuse

locally arborizing axon collaterals (Fig, ! L. feft; cf. Fig. 3},

Its response during rectangular current pulses was in bursts
(Fig. 11, right: cf. Fig. 3). Burst frequency depended on the
degree of depolarization and not appeared to be caused by
low-threshold spikes, as it is the case with another type of
striatal interneuron ( Kawaguchi 1993), Passive parameters
for the putative interncuron were input resistance, 78 M;
membranc time constant, 9.8 ms: electrotonic length (L),
.1 and RMP. -79 mV. Using the whole cell technique in
younger animals. Kawaguchi (1993) has recorded from
some interneurons morphologically and physiologically
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FI0. 6. Action of y-aminobutytic (GABA ) and glutamate antagonists.
A: sample records of membrane posential before { Control}, during 4-AP
14-AP), during 4 uM bicuculline plus 4-AP (4. AP + BIC), and during 10
sM &-cyano-T-nitroquinoxaline.2,3-dione {CNQX), 100 uM p-2.apuno-
$-phosphonovaleric acid (D-APY) plus 4. AP and BIC (4-AP + CNQX ~
D-APY + BIC). Same drug concentrations are used in other Hustrated
experiments. B: lime course of blocking actions, Addition of the GABA,
antagenist, BIC, blocks about one half of the 4-A P-induced SSPs. Posterior
addition of glutamate antagonisis blocks 1he remaining S5Ps. Note thal, in
this case, almos) no synaptic potentials are left after saturaling concentra-
tions of antagonists. RMP = —-80 mV.
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AG. 7. Addinon of ghitamate antagonists betore the GABA antago.
mists strtually blocks all $8Ps. .1 sample records of membrane potenhial
before { Contrul ). during 4-AP, and during CNQX plus APY plus 4-AP.
Posteriar addition of hicuculline had no etlect. 8: 1me course of blocking
actions. RMP = -8} mV.

SSsP

similar to this one, They were GABAergic and parvalbumin
immunoreactive. In our case, immunoreaction against so-
matostatin was negative {see METHODS). Thus we think
that this interneuron is a good candidate for generating the
bursts of GABAergic SSPs depicted in Figs. 8-10 (see pis-
cussioN). The present records show that these interneus-
ons are viable in the adult slice preparation, However, the
probability to record one of these neurons using sharp elec-
trodes and blind recordings is too low. They constitute ~1-
3% of the neuronal population ( Kita et al. 1990},

If the projection neurons were not likely to be the origin
of the GABAergic synaptic bursts, it would be reasonable to
hypothesize that 4-AP may activate the GABAergic burst-
ing interneuron directly.

DISCUSSION

4-AP induces an increase in the frequency of nonstimu-
lated synaptic events { i.e., spontaneous) in several cerebral
nuclei including the neostriatum ( Kita et al. 1985a; Miiller
and Misgeld 1990, 1991; Nisenbaum et al. 1994; Perreault
and Avoli 1989, 1992; Segal 1987). In this work, we present
a concentration-response plot of this phenomenon, This
work also confirmed that $.-AP-induced neurotransmitter
release is a TTX-sensitive and Ca*"-dependent process
(Dolezal and Wecker 1991; Heemskerk et al. 1991: Miiller
and Misgeld 1990: Perrcault and Avoli 1989: Segal 1987
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F1G. 8. Addition of glutamate antagonists before the GABA antagu.
nisis discloses repeittive trains of S57s i about one half'of the neurons. .i:
S5Ps betore { Control). dunng 4-AP. duning CNQX plus APY plus 3-AP.
and duning addition of BIC in the continuous presence of the other drugs.
8: time course of blocking actions. In contrast to cell in Fig. 5. some
synaptic activity remained dunng glutamate antagonists: high-amplaude.
high-frequency trains of §SPs were recorded in some traces, RAMDP = —83
mV.

Vizi et al. 1977). With the help ol specific antagonists, the
transmitter retease was shown 1o be mediated by glutama-
tergic and GABAergic terminals, Reports of either intrinsic
glutamatergic nearons or extrinsic GABAergic inputs are
scarce {e.g.. Mori etal. 1994). In any case, the output of a
glutamatergic interneuron. for example, would not explain
most of the glutamatergic activity present during 4-AP ¢sce
Mori etal. 1994). Different components of the glutamater-
gic activity were not evident by just looking at the records.
and most glutamatergic activity was discrete and of low
amplitude. Therefore the most parsimonious interpretation
of the present observations is that most glmamatergw syn-
aptic activity was originated from terminals of extrinsic al-
ferents and most GABAergic activity was originated from
terminals of the intrinsic circuitry, It has been demon-
strated that 4-AP directly activates special classes of GA-
BAergic interneurons in the hippocampal formation
(Miiller and Misgeld 1991: Perreautt and Avoli 1992: Segal
1987). The present observations also give evidence that
support that this also may be the case in the neostriatum.
The involved interneuron might selectively innervaie
some. but not all. spiny projection neurons (Kita et al,
1990). Last, the present experiments correlate with pre-
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vious in vivowork in that most actnany of GaABAereic pro-
jection neurons needs an extrinsie esctaton dove o be
functional reg., Wilson 1992

A AP acuon

It has heen argued that $-AP faciitates transnitter re-
lease by blucking potassium conductances at or near the
nerve terminals, This would increase action potential dura-
tion and calcium entry (see Thesletf 1980 for o review ),

Nonetheless, very few potassium conductances are blocked
lnl.zil\ by micromolar 4-AP. One of them s a slowly inacti-
vaung potassium conductance. which has been found in
both pyramidal and neostriatal neurans ( Nisenbaum et al.
1994; Storm 1988: Surmerer et al. 1991y, Theretore as our
dam shows that svaaptte potentrls induced by d-AP were
Ca** dependent, TTX sensitive t Fags. 4 and 3}, and witha
dose-response relationship m the micromolar range (I,
2y, there is no reason to suppose other retease mechansm
than the one stated by Theslet s 19801, Perhaps, the sfowly
inactivating potassium  current 1§ the conductance in-
volved.

Synaptic potentialy on necostriqral neurons

Most fast excitaton and mbhibitory heand-gated sy napses
in the mammatian brain are GABA- and GLU -mediated
(Zimmermann 1993). In onucleus Tike the hippucampus
and cortex, both GABA- and GLU-mediated synapses may
come from intnnsic connections within the nucleus 1 Shep-
herd 1990). However. in the caudate-putamen, most GA-
BAcrgic synapses are intrinsic, whereas glutamatergie syn-
apses are mosth extrinsic { Wilson 1990}, In making ap
isolated neostriatal slice. excitutory atferents are cut dunng
the process. A question arises about the viabitity of the tran-
secled afferents, Field stimulation mldics have reported
GLU-mediated orthodromic responses (e.g.. Lovingeretal,
1993) with GABA-muediated responses mlermmgled with
them ¢ Jiang and North 1991: Kiw et al, 1983b: Seabrook et
al, 1991). However. in previous studies, the contnbution
from cut cortical afferems is not clear because the cortico-
stnatal pathway was maintained purposefully. In the pres-
ent expertments, the corticostriatal pathway was purpose-
fully cut. The results show that, in spite of cutting all striatal
relations with other nuclei tsee MeTHODS), GLU-mediated
activity compose about half of the 4-AP-mduced SSPs (Fig.
&), Most of this activity, as most GABAergic activity, was
of low amplitude and stachastic. Thus a number of trun-
sected excitatory afferents appear to remain viable for
hours. Evuh_mlv they are able to have sodium mediated
currents and release glutamate in an stochastic and Ca*"-
dependent manner under the action of 4-AP tFigs. 4 and
53, Another finding was that. in our recording conditions.
the main transmitter released directly by 4-AP was gluta-
mate,

Note that the ECy reported for 4-AP action ( 120 uM:
Fig. 2} is an overesimation. This is 50 because 4-AP action
was quantificd globallv: without separating the components
of the synaptic activitv, Also, distinet tyvpes of 4-AP-sensi-
tive channels. in ditferent classes of neuron. may be present
( Bargas et al. 1989: Nisenbaum et ab. 1994: Surmeier ¢t al.
1991). Different sensitivity for 4-AP action among the
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F1G. 9. Sampile records of S5Ps trains, 4; charl record of synaptic trains. Note large amplitude and rhyihmie f\n;n_g. B:
same SSPs trains at higher sweep speed. Note, 1-3 synaptic potentials per event. Records in the presence of 4-AP, CNQX,

and APY.RMP = -85 mV.

same type of neurons hecause of different RMP or different
proportion of sensitive channels cannot be discarded (Sur-
meier et al. 1991), Thus experiments to quantify EC,g for
4-AP actions in the separate components of the release are
needed (see RESULTS). In order to have TTX-sensitive GA-
BAergic inputsin the recorded neuron, some spiny neurons
have to fire { se¢ below) because of the combined action of
both 4-AP and released glutamate. It is hard to calculate
how many spiny neurons make synapse on a neighboring
cell. Some of them should depolanize enough after micro-
molar 4-AP to produce synaptic potentials in the recorded
neuron. However, there might not be many at micromolar
4-AP. On the one hand, because it was not frequent to have
spontaneous firing in the recorded neurons (see RESULTS).
On the other hand, because synaptic potentials appeared

CONTROL .MMMMMLU-UJLL
I MIN M\JLLLWLLL-L.—
IMIN bl shahebeedurchons

OMIN bbb bbbkt |5-v

fa. 10, Sequential blockade of SSPs trains by BIC, Note that number
and rhythmicity of srains is not altered afier BIC introduction, however,
the amplitude decreases as a function of time. Records done in the pres-
ence of 4-AP, CNQX. and APY. BIC was intcaduced between iiest and
second traces, RMP = -83 mV.

separate, easy 1o count, and both their frequency and am-
plitude were not very high. According to voltage measures
of quantal events ( Redman 1990), they may come from a
few number of boutons. Nevertheless, statistical analysis of
these events, under different conditions and 4-AP concen-
trations, is needed to find out the actual mechanism of 4.
AP-induced release.

Components of 4-AP-induced release

The present experiments show that most 4-AP-induced
synaptic activity, GABA and GLU mediated. was blocked
by GLU antagonists (CNQX and D-APV) in all tested neu-
rons (Fig. 7). Thus most of the 4-AP-induced GABAergic
synaptic activilty needed a glutamatergic activation to be
present. This is interpreted as an in vitro correlation of
some in vivo experiments. Recordings in vivo have demon-
strated that most ncurons in the neostriatum, i.e., spiny
projection neurons, are usually stlent and have arather neg-
ative resting potential. They synapse with each other due to
recipracal connections. They do not fire until a cortex com-
mand arvives { Fulton 1949; Wilson 1992). Suppressing the
excitatory drive would suppress the activity from these GA.
BAergic projection neurons, which correspond to ~95% of
all the intrinsic neurons. Hence, the most parsimontous
interpretation for the blockade of most GABAergic synap-
tic activity in the present conditions is that it comes from
the spiny projection neurons.

Nevertheless, in one half of the recorded neurons a GA-
BAergic input remained active duning CNQX and p-APV
{Figs. 8~10). It had panticular characteristics. It consisted
of high-amplitude bursts of synaptic potentials (Fig. 9).
Bursts of up to five to six synaptic potentials could be seen
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AG. 11 Morphology and physiology of an aspiny bursting interneuron. Left: partial seconstruction of the sspiny mter-
neuron. Nate that axon collaterals spread fovally. Right: firing of the interneuron as the strength of sumulus s increased from
A 1o €. Current on top. voltage on bottom m each frame. Action potentials truncated by the digitizing procedure, RMP =

~79 mV,

in some cases. They arised rhythmically, interspersed with
periods of almost null synaptic activity. Thus a query about
the source of these synaptic bursts anises. There are two
reported intrinsic GABAergic neurons in the neostriatum:
the spiny projection neuron and the aspiny interncuron
(Kita et al. 1990: Wilson 1990). The most abundant GA-
BAergic neuron in the neostriatum is the spiny projection
neuron. However, projection neurons do not fire unless
stimulated and excitatory inputs were being blocked in the
present conditions: spontaneous firing was never recorded
in spiny projection neurons when using micromolar 4-AP
concentrations and CNQX and p-APV. In fact, 4-AP-in-
duced depolarization was ~3 mV in spiny cells (Nisen-
baum et al. 1994); most GABAergic synaptic potentials
(~50% of all the synaptic activity) were blocked after
CNQX and D-APV and this correlates with the fact that
projection neurons are the most abundant ( see above); and
the present results are similar to those in the hippocampal
formation and the neocortex in which GLU-antagonists
block most 4-AP-induced excitatory and inhibitory syn-
apses but spare synaptic potentials coming from some
classes of GABAergic interneurons (Aram et al, 1991:
Mitller and Misgeld 1991 Otis and Mody 1992: Perreault
and Avoli 1992). Taken together, these observations make
unlikely that the source of the synaptic bursts were the
spiny projection neurons. On the other hand. a question
arises about the possibility of interneurons being the source
of the synaptic bursts,

Figure 11 shows the morphology and firing pattern of
one aspiny interneuron. These records show that interneu-

rons are viable in the adult slice preparation. it is for proba-
bility reasons { they are 1-3% ol the population) { Kita et al,
1990) that more records of them are not available (e.g.,
Mori etal, 1994). ltis hard to record from them using sharp
electrodes and blind approximations into the slice (P <
0.05}). However, several arguments make interneurons
good candidates to be the source of the synaptic bursts re-
corded after CNQNX and APV, 7} Recordings very similar
to the ones shown in Fig. 11 have been shown by Kawagu-
chi (1993) using the “thin stice” techniqtie in young ani-
mals. His “fast-spiking™ interneurons correspond closely to
the one it is reported here. Those cells were parvalbumin
and glutamie acid decarboxilase (GAD) immunoreactive.
That is, they were GABAergic interneurons. Important to
emphasize here is that these interneurons may fire in rhyvth-
mic bursts separated by silent periods. Thus they can be the
source of the synaptic bursts presenied here, 2) Morphologi-
cally, the interncuron depicted in Fig. 11 had aspiny den-
drites and abundant locally distributed axon collaterals like
those immunoreactive for GAD (see Kawaguchi 1993 Kita
et al. 1990). In the present case. a test for somatostatin
immunoreactivity ( the other type of medium sized aspiny
interncuron in the neostriatum) was negative (see METH-
oDs). 3) These interneurons ( 1-3% of the populationt do
not innervate all spiny neurons (93% ol the population)
equalty (Kita et al. 1990). This correlates with the fact that
only half of the recorded spiny neurons exhibited synaptic
bursts. 4) Boutons from interneurons tend to be seen on the
soma and proximal denrdrites of some spiny projection neu-
rons (Kita et al. 1990}, That is. electrotonically near the
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recording site. This correlates with the high amplitudes of
synaptic potentials within the synaptic bursts.

Therefore by taking these observations together, it is rea-
sonably to hypothesize that the bursts ot GABAergic svnap-
tic potentials recorded on spiny neurons come from this
type of aspiny bursting interneuron. However. a test of the
direct action of 4-AP on aspiny GABAergic interneurons.
in the presence of CNQX and D-APV, was not possible in
the present experiments. Interestingly, however. the puta-
tive glutamatergic interneuron of the neostriatum. ic., the
somatostatin-immunoreactive neuron according to Mori et
al. (1994), also would fire in bursts ( Kawaguchi 1993), and
s input on spiny cells also would be of high amplitude and
made of multiple synaptic events,

An alternative explanation for the present daia is that

several interneurons fire almost synchrogously on the same
spiny neuron (e.g., Aram et al. 1991). Thisisunlikely given
the difference in the nuinber of neurons helonging to each
neuronal population (see 2hove). Still another explanation
would be that some spiny neurons fire svnchronously on
the recorded spiny neuron, The reason for not favoring this
hypothesis is that spontaneous firing with low micromolar
concentrations of 4-AP and saturating concentrations of
CNQX and D-APYV, was never seen on our sample of spiny
neurons (1 = 24) even when the holding current was sup-
pressed (see METHODS), However. it may be that under dif-
ferent conditions ( higher [K * ], ) this could be possible. An-
other explanation is that some spiny neurons fire in bursts
under the action of micromolar 4-AP. We never recorded
from such hypothetical spiny neurons. However. if this
were the case. a stereotyped synaptic activity would not be
expected (i.¢.. high-amplitude rhythmic bursts separated by
periods of silence). All other GABAergic activity blocked
in_the present experiments {most probably coming from
spiny neurons activated by glutamatergic svnapses. see
above) did nor conform to this stereotype. However, firing
activity from the aspiny GABAergic interncuron does
match what is expected to produce the synaptic bursts. Fi-
nally, 4-AP activates GABAergic interneurons in other
brain structures (e.g., Segal 1987). It is not known if. in
these other nuclei (Aram et al. 1991; Maller and Misgeld
1991; Otis and Mody 1992: Perreault and Avoli 1992), in-
terneurons activated by 4-AP are paravalbumin immunore-
active and functionally similar to the one presented here, If
that were the case. it would appear that a similar 1vpe of
feed-forward (Kita et al. 1990) interncuron might be a re-
quirement for the functioning of several brain microcircuits
or nets. This appears 10 be the case with recurrent inter-
neurons { Shepherd 1990).

Note that the present results show that micromolar 4-AP
ralply depolarized the recorded spiny cells positive enough
to mduc_e spontaneous firing (Nisenbaum ct al. 1994), The
depolarization was even less if CNQX and p-APV were
applied. However, the interpretation of the results based on
previous antecedents strongly suggests that most GABAer-
gic inputs into these neurons come from other spiny cells
(see gbovc}. Thercfore to have TTX-sensitive GABAcrgic
activity, we have to postulate that 4-AP depolarization plus
the depolarization induced by the glutamatergic synaptic
activity were necessary to reach firing threshold in some
cells. Neither stimulus alone was able 1o reach threshold.

Alternatively, J-AP may be acting on axon collaterals or
wermitials of the spiny acurons and these would have gluta-
ML receplors.

Relavion wath previons findingy

To explain pathological findings in humans. as well as
motor and behavioral findings i lesioned animals. func-
tonal models of the basal ganeha hase come o require
diferent subsets of spiy projection neurons {e.g., Albin et
al. 1990). Ditterences in peptide content (e.g.. [2zo et al
1987 Reiner and Anderson 1990). 10 axonal arborizations
and projections (e.g.. Gerfen 1992: Kawaguchietal. 1990),
in receptors content and proportion of jion conductances
(Gerten 1992 Surmeier etal. 1993). and in temporal pat.
terns of orthodrenic stimulation have been found { Nisen-
baum and Berger 1992). In this respect. this work gives the
first physiological evidenee about a differential innervation
by GABAergic interncurons. [t correlates with previousana-
tomic evidence (Kita et al. 1990). More experimental work
is needed 1o correlate this with the other findings.

By the temiporal pattern of orthodromic activation dur-
ing paired-pulse stimulation, neostriatal neurons have been
divided in two types ( Nisenbaum et al. 1992). Only one ot
them would exhibii short-term inhibition by a second stim-
ulus. The possibility that the GABAergic interneuron is a
feed-forward interneuron (Kita ¢t al. 1990) may explain
this electrophysiolegical behavior: only those neurons in-
nervated by the GABAergic interncuron would presem
short term inhibition after cortical stimulation,

On the other hand. long-term synaptic depression only
can be achieved in some cases (e.g.. Lovinger et al. 1993),
Perhaps innervation from GABAergic interneurons confers
the ability to develop this form of plasticity, GLU-mediated
synapses have different capabilities to develop long-term
polentiation ( Zalutsky and Nicoll 1990), Thus it may be
that GABA-mediated synapses also are equipped differen-
tially to develop long-term depression.
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"Dopamine selects glutamatergic inputs to
neostriatal neurons"
Jorge Flores-Hernandez, Elvira Galarraga and José Bargas
Enviado en manuscrito para publicacion en la revista J. Neurophysiology
Agosto, 1994

En este trabajo mostramos:
1.- El analisis de las amplitudes de los potenciales sinapticos inducidos por la 4-AP en presencia de

bicuculina (bloqueo de la actividad GABAérgica) y de Quinpirole ( un agonista a los

receptores de dopaminna tipo D2).

2.- El efecto de la activacion de receptores a dopamina tipo D2 sobre la frecuencia de aparicion de

potenciales sinapticos inducidos por la 4-AP.

3.- La demostracion que el efecto de quinpirole (agonista dopaminérgico tipo D2) no modifica las

propiedades pasivas dendriticas y somaticas de las neuronas estudiadas.

4.- El efecto modulador de quinpirole (dopamina D2) ocurre en un 30 % de las neuronas

estudiadas,

5.- Mostramos que la actividad sindptica inducida por 4-AP y modulada por dopamina es de tipo

cuantico.

6.- Finalmente, mostramos que la modulacion presinaptica dopaminérgica tiene un efecto selectivo

de las entradas glutamatérgicas a las neuronas estudiadas.



The American Physiological Society

8650 ROCKVILLE PIKE BETHESDA “ARYLASD 20814 3691
30 330-786 cr 7189 FAX 301 57" 184

August 24, 1995

DR. JOSE BARGAS

DEPTO. DE NEUROCIENCIAS

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR :
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
04510 MEXICO DF.

MEXICO

Decar Dr. Bargas:

The Office of the Executive Editor acknowledges the receipt of your manuscript.  The manuscript has been forwarded
io the Editci/Associate Edites (sce name and addruss below ). who wili assign 1010 reivree editers.  The paper will be
reviewed as promptly as possible and you will be nonfied by the Editor/Associate Editor of the action taken.

Please note that a charge of $100 will be levied if the manusenpt 1s accepted and a disk 1s not provided for the final
revised, accepted version of the paper.  The $100 charge will be used to offset the extra typesetting costs associated
with the publication of paper manuscripts.  The receipt of a disk also enables the Society to include the abstract of
the article (with author permission) 1n advance of print publication in APStracts. a copyrighted electronic joumal
available on the Society's Gopher information server and World Wide Web.

Please address any correspondence regarding the manusenipt to the Editor/Associate Editor listed below and refer to
the identification number that appears above the title.

Sincerely,

Barenda AB. Rauwnecr

Brenda B. Rauner
Publications Manager and Executive Editor

14 Number: J0557.5 Received: 08/23/1995
Journal: JOURNAL OF NEUROPHYSIOLOGY

Title:  "DOPAMINE SELECTS GLUTAMATERGIC INPUTS TO NEOSTRIATAL NEURONS

Editor DR. WAYNE E. CRILL
SCHOOL OF MEDICINE
DEPT OF PHYSIOLOGY AND BIOPHYSICS, SJ-40
UNIY OF WASHINGTON
SEATTLE, WA 98195
206-343-0954 FAX: 206-685-0619

AVES ZAL LOURNE, D Eme S0, 05 ChuPee 8 IL20 e AMESCAN LD URNAL TP Em B0 BNDOIRNO, DIy AN VETADI, 54 e SWES Tor Lo shi s

PUYS-CL TN SABTACMTEST AL AND L EF Fer30.000 8 AMESCSN L IUENAL P FerGILI0Y ~EART AND RS 4TS Pua§ .o
JOURNALS | (Ou8%a 20 JuegS,0in L0 Tho, a8 443 WIEILLAR $m0§ 0003 ¢ BWERDEN UOURNAL 36 PMAE 2.01. SEIL_A%TS. Mol

SOMPIAATLE Bue? QUETY 0 2T LAN 0,804, IF PmeE DU AENAL SL. D SND EEITROITE AneGOLOGT ¢ 23, ANCES Y Fee§00T

¢ AMEAITAY (QURNA, JF PevE DUI30 I0NEZ, ZATED 4L D.TAAL 3F &FD, ED Sm e300 8 L DLRNAL DE NELEISmeT 210

! . : TEMeRILIIe b e s LU0 TaL S EAS
CENS L PNUSOIOG AL SIELIEE wm BE w Ymf Sleb D S3IST

BOOKS l SANIESDY I Fer Qi 0 T ta el DT S1483 e 38814 T B it ons



DOPAMINE SELECTS GLUTAMATERGIC INPUTS TO
NEOSTRIATAL NEURONS

Jorge Flores-Hernandez, Elvira Galarraga and José Bargas

Depto. de Neurociencias. Instituto de Fisiologia Celular, POBox: 70-253, Universidad
Nacional Auténoma de México, 04510 México DF, México.

Key words: 4-aminopyridine, dopamine, neostriatum, presynaptic modulation,
quinpirole, synaptic transmission,

Running title: Afferent selection

Correspondence: Dr. José Bargas. Depto. de Neurociencias, Instituto de Fisiologia
Celular, Universidad Nacional Auténoma de México, 04510 México DF. México.
POBox: 70-253. Phone: (525)622-5670. FAX: (525)622-5607. e-mail:
jbargas@:fcsuni.fisiol.unam mx



SUMMARY AND CONCLUSIONS

1. Synaptic potentials induced by micromoiar concentraticns of 4-amincpyr:dine
(4-AP) were recarded intracellularly from rat necstriatal neurons in an in vitro shee
preparation. Synaptic potentials induced by 4-AP were completely blocked by a
combinaticn of 10 uM bicucuitine (BIC; and 10 uM €-cyane-7 -nitrcquincxaline-
2.3-dione (CNQX) clus 160 uM D-2-amino-5-ohosphonovaleric acid (2-APV). If BIC
was added alone to the superfusicrn  oniy abcut half of the synarctic petentials are
plocked The remaining synactic potentials are then giutamaterg:c.

2 Synagtic potentials induced by 4-AP agpear randomly Amglitude
histegrams of these potentials are skewed to the right with mean amplitudes arourd 1
mV. both in the presence or absence of bicuculline. Since input resistance of the
recorded neurons is around 42 MQ). mean amplitude of these synaptic potentials 1s in
agreement to quantal size measurements in mammalian central neurcns. This suggests
that 4-AP induces single afferent fibers !¢ fire in a randem and asynchronic manner

3. 10 uM quinpirole. a dopaminergic D, recepter agonist, recuced the
frequency of glutamatergic synaptic potentials induced by 4-AP. This dopaminergic
effect was seen in 35% of cases and was blockad by the D, recepter antagonist
sulpiride (10 uM). The effect occurred with no change in the input resistance. the
membrane potential, or the threshold for action potential in the recorded pestsynaptic
neurons. The mean amplitude of the synaptic potentials also remained the same.

These results suggest a presyraptic site of acticn for quinpirole in some but net al!

v - o
S.utaraterg.c affersrs.



4. In a few cells, synaptic potentials could be sorted by amplitude. In these
cases, 4-AP may affect only the frequency of synagtic potentials of a given amplitude.
This result supports that. in a single cell, dopamine may affect some afferents and not
others. Alternatively, it may indicate that dopamine may inhibit some but not all the
beutons of a single afferent.

5. The present experiments show that glutamatergic synaptic transmission in
the necstriatum can be presynaptically modulated by dopamine in a minority of cases.
This suggests that, in physiological conditions. dopaminergic presynaptic modulation is
selective towards a class of afferents. This may control the quality and quantity of

afferent flow upon neostriatal neurons.



INTRODUCTION

In spite of several lines of electrophysialogical (Garcia-Mudcz et al., 1991,
Calabresi et al., 1993} and neurochemical evidence (Mitchell and Dogget, 1980,
Rowlands and Raberts, 1980) supparting the existence of dopaminergic D, presynaptic
modulaticn of glutamatergic afferents to the necstnatum, scme ultrastructural and
immunchistochemical studies (e.g., Fisher et al.. 1994) have shown that only a small
fraction of the dopaminergic D, receptors in the neostriatum are located cn presynaptic
-~ asymmetric boutons. With the aim of obtaining an estimation of the extent of
dopaminergic D, presynaptic modulation in this nucleus, quinpirole was tested on
glutamatergic afferents excited by 4-aminopyridine (4-AP).

In the neostriatum (Kita et al., 1985), as in many systems (e g., Thesleff 1980:
Segal, 1987; Perreault and Avoli, 1983), 4-AP increases the probability of recording
spontaneous synaptic potentials (SSPs)(see Methods). Since. at micromotar
concentrations, the induced synaptic activity can be shownto be discrete. random, of
low frequency, and tetrodotoxin (TTX) and cadmium (Cd*") sensitive (Flores-Hérnandez
et al., 1984), it can be argued that 4-AP increases transmutter release by causing the
random and asynchronic firing or depolarization of a few afferent fibers or boutons
(Tibbs et al., 1989),

In the neostriatum, the presence of bicuculiine isolates the glutamatergic SSPs
induced by 4-AP (Flores-Hernandez et al.. 1994). Glutamatergic synaptic potentials in
this nucleus are the output of cortical and thalamic afferents (see Wilson et al., 1650

Graybial et al.. 1280; Albin st 21, 1256* . forraviews). They certrolta with abeut 5774 of

o -



all synaptic boutons in a spiny projection neuron (Kemp and Powell, 197 1a) These
boutons are mainly located on dendritic spine heads (Kemp and Paowell. 1971b,
Somogyi et al., 1981; Xu et al., 1989). it has been calculated that most glutamatergic
afferents give one to four boutons to each pqstSynaptic spiny projection neuron
(Wilson, 1994). Though in some occasions. large synaptic events may be recerded.
These avents may be produced by either a putative glutamatergic interneuren (Mori et
al., 1994), a complex and more ramified afferent fiber (Wilson. 1984), or both. If an
interneuron turns out to be present, it would constitute about 1% of the neuronal
population (Wilson, 1990} and its synaptic contacts would not be present in all neurcns
(Mori et al., 1994). However, 4-AP as used in this work, affected all recorded neurons.
In the slice preparation used for the present report, all external afferents were
cut from their somas of origin. Since most. if not all glutamatergic transmission, would
come from these cut afferents (Wilson, 1990; 1994; Flores-Hernandez et al., 1994), any
modulatory effect upon glutamatergic transmissicn that occurs with no change in
postsynaptic excitability might be imputable to a presynaptic action on them. Under
these conditions, the D, receptor agonist quinpirole. was able to decrease the
frequency of SSPs in some, but not all, experiments. This suggests a selective
presynaptic site of action for quinpirole. A prelimmary report of these findings has been

presented at the Society for Neuroscience (Flores-Hernandez et al., 1994),

L]

METHODS

Our protocol fc :ows The American Frysicicg:cal Society colicy regard.rg the use and zare cf
animals (NIH publication No. 86-23, revised 1985) and has been described in previous work (e.g.. Bargas
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el al. 1988). Briefly, adult (> 2 nio) male or female altno Wistar rats were anesthelized and
decapitated. Sagittal neostriatal slices (400 pm). campletely separated from corlex and other nuclei,
were recarded totally submerged al 32-34 °C.  Bathing solution was (in mM): 125 NaCl, 3.0 KCI, 1.0
MgCl., 2.0 CaCl,, 25 NaHCO, and 11 glucose. The solution was saturated with 95% O, and 5% CO; (300
mOsm/L, pH 7.4). Intraceliutar recordings were carried out with micro-pipettes fitted with either biocytin
(Sigma. 1-29%) in 2 M K-acetate or just 3M K-acetaté. Electrode d.c. resistances ranged from 80 to 120
M. Intracellular recordings were made with a high inpul impedance electrometer with an active bridge
circuil using standard techniques. Afler recording the resting membrane potential and input resistance
(approximately: < -75 mV and 40 M¢ respeclively; Galarraga et al. 1994), 10 or maore min of conlinuous
recording without any manipulation were done as a control. Afterwards, 4-AP and different drugs were
administered with the superfusian. Exchange within the recording chamber was complete in about 2 min.
Both frequency of synaptic potentials and input resistance were monitored. in some cells, micromotar
4-AP induced a small (2 - 5§ mV) depolarization which was correcled with d.c. current, so that original
resting membrane potential (RMP) was maintained during the duration of the experiment, Quinpirole
never changed this potential. Thus, frequency and amplitude of synaptic potentials, as well as cell inpu!
resistance, were all recorded at the same membrane potential. Since no stimulus was delivered,
synaptic potentials appeared stochastically. In this sense, synaplic potentiais were "spontaneous”
{spontaneous synaptic potentials or SSPs). 4-AP induction of SSPs could ke seen as a great increase in
the probability of recording these evenls. Records were digitized. stored on VHS tapes, and analyzed
off-line with a digital oscilloscope and a PC-compuler. SSPs were counted with the help of a
home-made window discriminator which first differentiated the SSPs to detecl the fast rate of rise, then
produced a TTL pulse for each SSP detected. Thereafter, puises were counted continugusly by means of

a program kindly provided by Dr. E. Soto (v. 3.86. UAP) or by a program made in the laboratory inside
the LabView ™ environment. Events about 0.4 mV were amang the smallest recorded. The standard

deviation of the noise was: 153 % 18 WV (n = 16 experiments; see aiso: Cotman et al., 1986; Dumas and
Foster. 1863). "Frequency vs time plots" were dene Dy abtaining the freguency as events per second

(s"), and then, taking the average of this measurement every minute. The methods were checked to

g



agres, in a sample of experiments, with counts obtained directly from the oscilloscope screen. Amplitude
histograrms were dane by measuring SSPs diractly from the screen of a digital oscilloscape. The
measured events were chosen by chance: taped records were replayed in one heam of the oscilloscope
while the window discriminator signaled the SSPs with TTL puises that appeared on the second beam
(see above). The tape was stopped at variable times and the SSPs signaled by TTL pulses were
measured with cursors, The procedure was repeated several limes unlil an arbitrary number of events
(100 to 500) was collected. This melhod seemed enough far the purpases of this work.

After recording, some neurans were injected with biocytin using the method descnbed by
Horikawa and Armstrong (1988). Slices containing injected neurons were fixed gvernight in 4%
paraformaldehide, 1% picric acid in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). The slices were then infiitrated with
30% sucrose and cut an a vibratome into 60 pm seclions. The sections were incubated for 2 to 4 hours in
a phosphate buffer solution containing 0.2 Triton-X-100, avidin, and biotinylated horseradish peroxidase
(ABC-HRP, Vector's ABC kit) for two hours and then reacted with diaminobenzidine and hydrogen
peroxide (H,0,) to visualize the bound HRP. This enabled resolution of the intracellularty labeled
processes through trans-itlumination microscopy.

4-aminopyridine (4-AP) and bicuculline (BIC) (Sigma), 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
(CNQX), D(-)-2-amino-5-phosphonovaleric acid (2-APV), quinpirole (QUIN) and sulpiride (SULP) (RBI),

were dissolved from stock solutions into the superfusion saline.

RESULTS

Intraceilular recordings reveal a low frequency of spontaneous synaptic
potentials (SSPs; see Methods) in neostriatal neurons {mean + s.e.m., in this an other
numerals). 0.16 + 0.31 s (range: 0.02 - 0.33; n = 8) (Galarraga et al., 1987, Cepeda et
al., 1989, Fiores-Hernandez et al., 1994). Mean amplitude of these synaptic potentials
is: 0.9 £ 0.03 mV (median: 0.8 mV; n = 7). The smallest SSP measured in control

conditions was around 0.5 mV (but see Dumas and Foster, 1995), and the largest
7



around S5mV. In the_o presence of 100 uM 4-AP, S_SPs frequency increased to: 4.3 £ 0.3
s (range: 1 - 14; n = 8). The increase in the probability of recording SSPs after 4-AP
“did not change their mean amplitude, which remained around 0.9 + 0.04 mV (median:
0.81 mV, n = 8} (Fig. 1). The smallest and largest SSPs recorded in these conditions
were 0.45 mV and 13 mV, respectively. However, it was rare to see events larger than
5 mV in any single experiment (e.g., Fig. 1). As shown in Figure 1A, typical amplitude
histograms were skewed to the right, so that larger events were infrequent and most
events had amplitudes than 2 mV. The range of the histograms was extended, in most
cases, from around 0.5 to around 2.0to 5.0 mV {v.g., Figs. 1 A, B, C and 4 A, B).
Records in Figs. 1D-F show samples of SSPs taken from those used to build the
histograms at left. It is worth noticing that since the input resistance in the same sample
of neurons was: 42 t 2.4 MQ (n = 34; at a resting potential around -80 mV where the
SSPs were recorded), then, the mean amplitude of synaptic potentials induced by 4-AP
agrees with unitary amplitude measurements in central neurons (e.g., Redman, 1990;
Finch et al., 1990; Edwards et al., 1990; McBain and Dingledine, 1992; i.e., =~ 1mV/
40 MQ2 =25 pA). Although recordings necessarily involve more or less electrotonic
decay which is a source of variance (Bargas et al., 1988; and discussed in Redman,
1990; Finch et al., 1990), the narrow range of amplitudes (roughly: 1 to 5 mV) with
respect to the mean or main mode (Fig. 1 A-C) suggests that they are produced by a
few number of active sites. This is supported by previous calculations that expect each
spiny cell to receive only a few number of boutons from each afferent fiber (Wilson et

al., 1884). The present measurements also agree with the view that 4-AP most



probably induces the asynchronous firing of individual afferent fibers (e.g., Tibbs et al.,
1986 Flores-Hernandez et al., 1994).

In spite of being a potassium conductance blocker, 100 uM 4-AP induces a
decay in the input resistance of neostriatal neurons; from 42 MQ (see above) to: 33
2.5 MQ (n=8) (p = 0.012; Student's t test. input resistance is a normally distributed
variable in these cells; Galarraga et al.. 1994). This effect was hypothesized by
Nisenbaum et al. (1994) to be caused by an enhancement of ligand gated
conductances caused by the increase in transmitter release. This effect would occur
without a great blackade of postsynaptic potassium conductances (Galarraga et al,,
1994). The present experiments proved this hypothesis, as the sole addition of
bicucuiline (10 uM) to biock the GABAergic SSPs (Flores-Hernandez et al., 1994),
increased back the input resistance to: 42 £ 4.9 MQ (n =6). Thus, the 4-AP
concentration chosen allows glutamatergic SSPs to be compared at similar membrane
potential and input resistance in control and test recordings (cf., Figs. 1 A, 1 Band 1C).

Figure 2 illustrates the increase in SSPs frequency induced by 100 uM 4-AP.
10 uM bicucuiline blocks part of the SSPs induced by 4-AP. 10 uM CNQX plus 1C0
1M 2-APV block what is left by bicuculline (Fig. 2B). This suggests that in the presence
of bicuculline, most SSPs induced by 4-AP are glutamatergic. Mean amplitude of SSPs
in these conditions was: 1.1 £ 0.03 mV (median: 1.1 mV: n= 8), and the SSPs
frequency was: 2.6 £ 0.03 s™' (range: 0.3 - 7, n = 8). Thus, in spite of the small change
in input resistance (see above), SSPs amplitudes are very similar with or without

cicuculline (cf., Figures 1 A ard 1 8). Sinca similar resuits as wncss dlustrated n



Figures 1 and 2 were fand in all cells tested, the experiments suggest that 4-AP

randomly stimulates a few individual g|utamatergic afferent fibers; which have been cut

from their somata (see Methods and Tibbs et al.,, 1989, Flores-Hernandez et al., 1994). f‘{;
Figure 3 shows that 10 pM quinpirole may reduce the frequency of )

glutamatergic SSPs induced by 4-AP. This reduction was reversed by sulpiride (10

uM). This suggests that dopaminergic D, receptor agonists can reduce glutamate

release form external afferents innervating the neostriatum. In average, this reduction

was: 38 £ 13 % (n =7, range: 11 to 100 %) of the maximum frequency attained with

4-AP plus bicuculline. As shown in Figure 4, the abatement in frequency occurred with

no significant change or reduction in SSPs mean amplitude. in fact, this case shows a

small non-significant increase in mean amplitude. The effect of quinpirole also occurred

without changes in mean input resistance, or changes in the membrane potential of the

postsynaptic cell (Figure 5) (see also: Pacheco-Cano et al., 1995). Also, the threshold

for the firing of action potentiails does not seefn to change after quinpirole at these

concentrations (Fig. 5). In the present sample of neurons, mean input resistance during

the addition of quinpirole {10 uM) was not significantly different than that obtained in

the presence of 4-AP plus bicuculline: 43 + 7 MQ (n = 4; as tested with the slope of the

current-voltage relationships at resting potential; see above). Figures 3, 4, and 5 are

from the same experiment and neuron. "{"5 g
Since transmission was potently affected without any appreciably change in

postsynaptic excitability, or SSPs mean amplitude, in the same sample of neurons (n=

6), the present results confirm a presynaptic site of acticn for dopamine agenists
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(Calabresi et al., 1993). ‘Ho.wever, when tested at suprathreshold voitage levels, during
repetitive firing, quiﬁpirole did reducs firing frequéncy (not shown but see:
Pacheco-Cano et al., 1995). Nonetheless, this effect occurs at a voltage level very
different than that at which SSPs were recorded to monitor glutamate release. That
effect may be due to the action of D, receptdr agonists upon voltage-dependent ion
conductances that participate in shaping the firing pattern {Pacheco-Cano et al., 1995,

Surmeier and Kitai, 1993). It does not interfere with the inlerpretation of the present

ST
Ly

results.

Dopaminergic D, receptor moduiation of synaptic potentials induced by 4-AP
was not present in all neurons recorded. An example of a negative result is shown in
Figure 6. Modulation was present in 7 out of 20 (36%) cells tested with the present
protocol. Thus, most recorded SSPs, in the same neuronal population, did not respond
to quinpirole. Nevertheless, in all cases quinpirole was without effect on input
resistance (as tested in most cases with smali hyperpolarizing puises), membrane
potential, or action potential threshold. Since the results presented above suggest that
4-AP randomly stimulates single afferent fibers (Tibbs et al., 1889, Flores-Hernandez et
al., 1994), the present experiments suggest that not all afferents excited by 4-AP have_
dopaminergic presynaptic receptors. : - s

In two cases the presence of bicuculline (10 uM) made possible to record a
neuron in which SSPs congregate around different mean amplitudes (Fig. 7). That is,
the amplitude histogram exhibited two separated peaks with no intermediate

amplitudes, One case is illustrated in Figure 7 C in which the main mcde has a mean of
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0.78 mV (vertical arrow). The other peak is around 4 mV (Fig 7 C. tited arrow) Aligned
samples of SSPs taken from each peak are smown in Figures 7 A and 7B. In one case.
SSPs seemed to come in discrete amplitudes from 0.451t0 1.3 mV (Fig. 7 A). In the
other case amplitudes of 2 and 4 mV were common (Fig. 7 B). Larger SSPs had a
much lower frequency of occurrence as compared to smalier SSPs. These two cases
departed from the most common amplitude histograms, depicted in Figures 1 B and 4
A. which normally exhibited counts scattered all over the amplitude range.

In view of the peculiar amplitude distribution shown on Figure 7 C, it was
decided to see. in this neuron, if quinpirole was able to affect the SSPs of a given
amplitude This was done by adjusting the window discriminator (see Methods) to count
either the large SSPs only (Figs. 8 A top), or all events altogether (Fig. 8 A bottom;
arrow signals the beginning of superfusion with 4-AP and BIC). It can be seen that, in
this case, quinpirole reduced the frequency of large events without changing the
frequency of smail events (cf, Figures 8A and B). The action was reversed by sulpiride
(10 uM) (Fig. 8 A top). Sample records in Figures 8 B-D show examples of large
events. except during quinpirole, when they were infrequent. A selective reduction of
large events was seen in two other cases (see Figure 1 C as compared to 1B), even if
a clear separation between different amplitudes was not present. Also note that, after
quinpirole, events of different amplitudes scatter over all amplitude range (Figures 7 D
and E). Nonetheless, SSPs’ mean amplitude in the main modz did not change

significantly.



DISCUSSION

The main cﬁnclusion of this work is that only part of the glutamatergic input to
the neostriatum is presynaptically modulated by dopamine (cf., Figs 3 and 6). This
allows to hypothesize that one function of dopamine is that of selecting the afferent
inputs to neostriatal cells. |

Presynaptic dopaminergic madulation was only present in a subset of
experiments (35%). Further work is necessary to discern what is the origin of the
madulated afferents. it may be cortical, thalamic, ar both. It may concern a single type
of afferent (see Wilson, 1994 for a discussion on the possibility of several types of
corticostriatal afferents), and so on. At this moment, however, there is not enough
anatomical knowledge about the arborizations of single striatal afferents (Xu et al.,
1989; Wilson, 1994), according to their origin.

4-AF as a releasing agent.

Depending on the location of recording and stimulating electrodes, different
proportions of the field potential, or the population postsynaptic patential or current,
may be blocked by various agonists or antagonists (e.g., see Jiang and North, 1991).
in the case of presynaptic modulators, it is hard to evaluate the amount of afferents
being modulated. In this work 4-AP was used as a means of randomly stimulate a few
afferent fibers impinging upen single neastriatal projection neurons in order to see how
common was to find modulated fibers. This stimulation is TTX and calcium sensitive
(Tibbs et al., 1989, Flores-Hernandez et al.. 1894), and all neurons recorded were of

‘me sginy prejection tyce (net shewn but sea Ficres-Hernandsz st 3
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Consequently, according to the presant expernments we can te sure that only some
afferent fibers or boutons making synaptic ccntac.ts upen projecnoh neaqsltriatal neurons
are modulated by D,agonists. However. the exact numbter of fibers being excited in
any one trial is not known so that, first. quantal analysis 1s precluded. and second, we
do not know, of all the afferents imginging on a single neuron, which is the exact
percentage moedulated. Nonetheless. the experiments do give a guantitative sense of
the importance of presynaptic mcdulation. In one out cf seven cases that presented
modulation the reduction of frequency reached control levels (Fig 3). In other cases a
partial reduction in frequency was obtained: 38 %. This suggests that very few fibers
are being excited by the chosen concentration of 4-AP in each casa so that
modulation in one of them may be visualized in case it is present. Also the method
allows to monitor changes in SSPs mean amplitude (Figs. 4 and 7), in order to discard
changes in input conductance at dendritic sites distant from the soma. A change in
input resistance of a far away dendritic site cannot be discarded with pogulation
synaptic events, even if compared with responses to locally applied agonists (possible
nearer extrasynaptic receptars may be preferred to synaptic ones by the method of
local application). in this respect, it is notewcrthy that although mean amphtude of
synaptic events changed from cell to cell {(most probably due to different input
resistances of postsynaptic neurons and different electrotonic lengths of the SSPs), it
did not change in the same experiment. Supporting the view that the few afferents

which are excited by 100 uM 4-AP are the cnes that are present during the whole
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experiment. The frequency ‘of recorded SSPs depends on 4-AP concentration
(Flores-Hernandez et al., 1994). |

One problem with the present method s that the propartion of fibers modulated
may not reflect the physiological situation if 4-AP selects. somehow, the afferent fibers
excited. A selection bias, however, has not been demonstrated for 4-AP or any other
releasing agent such as ionomicyn or potassium. Nonetheless it is a possibility. so that
gxperiments comparing the resuits cbtained with different releasing agents and
techniques are necessary. Also, if a modulated fiber fires at low frequency it may pass
undetected. However, this is simple a problem of sampling, unless low frequency firing
fibers were already being modulated by tissue dcpamine. This last possibility was
discarded because sulpiride alone never induced an increase in SSPs frequency (n =
12). In conclusion, 4-AP permits the cbservation of neurotransmitter release
electrophysiologically. With the chosen 4-AP concentration, the increase in release
could be observed with no significant changes in postsynaptic somatodendritic input
resistance and with controlable changes in membrane potential (in the presence of
bicuculline). This is a significant advantage over the use of potassium as a releasing
agent. The method also allows a quantitative evaluation of the importance of
presynaptic modulation by randomly stimulated afferents, It is a complement to otherl
methods and techniques because in contra'st to many other releasing agents (e.q.,
ionomycin, latrotoxin), 4-AP induces the random TTX-sensitive firing of afferent fibers

(Tibbs et al,, 1989; Flores-Hernandez et al., 1994).
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Presynaptic moduiét:‘on
it was shown that quinpirole, a dopaminérgic D, receptor agonist, reduced the

frequency of synaptic potentials which are the result of 4-AP stimulation in some but
not all experiments {c.{.. Figs. 3 and 6). This dopaminergic effect was blocked by the D,
receptor antagonist sulpiride and occurred with no change in input resistance,
membrane potential, or action potential threshold in the recorded postsynaptic neuron
(Fig. 5) (see Pacheco-Cano et al.. 1885). Furthermore. quinpirole did not produce a
significant change in the mean amplitude of the induced synaptic potentials (Fig. 4).
Meoreover, most glutamatergic synapses made on projection neostriatal neurons come
from afferents external to the nucleus (Kemp and Powell, 1971b; Somogyi et al., 1981
Wilscn, 1994), and all afferents in the preparation were cut from their somas of origin.
The mast parsimonious interpretation for these data taken together is that quinpirole
acted on presynaptic afferent fibers or boutons {Calabresi et al., 1993).

Besides, the amplitude of most events agrees with unitary amplitude
measurements in central neurons (Figs. 1, 4. and 7) (Redman, 1990; Finch et al.,
1990; Edwards et al., 1990; McBain and Dingledine, 1892). The range of amplitudes in
the histograms was 1 to 5 times the main amplitude, supporting the view that recorded
SSPs have their origin on individual afferents firing asynchronously, each of them
giving rise to only a few boutons on any single spiny projection neuron (Wilson, 19945;
Note then that, also in this case, a comparison of frequency and amplitude using other

techniques (e.g., whole cell) will experimentally evaluate electrotonic decay, influence

cf derdrtic spires. znd sc o
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Another possibility to the interpretation given above is that 4-AP selectively
stimulates the firing'of a putative glutamatergic m‘terneuron (Mori et al., 1994). The
abjections to this aiternative hypothesis are: 1) There is no immunocytochemical or
anatomical evidence for a glutamatergic interneuron in the neostriatum (Kawaguchi,
1993: Kubota et al, 1993: Kita. 1393). 2) An interneuron would selectively innervate
some. but not all, projection cells (Mori et al.. 1994), but SSPs induced by 4-AP were
found in all recorded neurons, 3) It would be strange that. in the case of recording
synaptic potentials from a class of interneurcn. some of them were modulated and
some were not, and 4) No signs of interneuron involvement such as burst of SSPs
(Flores-Hernandez et al., 1994), rhythmic. or multipeaked synaptic potentials (Segal,
1987 Perreault and Avoli, 1988; Mori et al.. 1984) were seen under the present
conditions.

Still it could be argued that since 4-AP would randomly stimulate a smail
number of afferent fibers, the process would include an interneuron in same cases and
not in others. And in fact, some large events. i.e., > 10 mV, could be reccrded in some
experiments (see Results-). However, It could hardly be argued that the cases with
positive modulation would be those involving the interneuron, as the amplitude range of .
the modulated cases did not differ with most cases.

To conclude, although presynaptic modulation is a well decumented
phenomenon, in many cases it is not clear if it is @ massive phenomenon involving all

afferent fibers of a given type, or if it is a way to select some inputs over athers. The

b
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like the neostriatum. The experiments of this work show that dopaminergic presynaptic
modulation of glutamatergic inputs to the neostriatum may be a way to select among
afferent inputs. Combined anatomical experiments are needed to find out which are the

selected inputs.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Amplitude histograms of synaptic potentials induced by 4-AP. )
From A to C: Histograms built in the presence of 100 uM 4-AP (n = 201) (A), the same
concentration of 4-AP plus 10 uM bicuculline (n = 200)(B), and the same
concentrations of 4-AP and BIC plus the addition of 10 uM quinpirole (n = 201) (C)
D-F: Samples of the records from which the histograms in A-C were built. All
histograms and records are from the same cell. Calibration: 10 mV. 100 ms. Note that
histograms are skewed to the right representing non-unimedal distributions. Range of
amplitudes is from around 1 to around 5 mV. Membrane potentiat = -84 mV.

Figure 2. 4-AP increases the frequency of spontaneous synaptic
potentials (SSPs). A. From left to right samples of records after consecutive addition
of. 100 uM 4-AP (4-AP), 10 uM BIC (+BIC) in the continuous presence of 4-AP, and 10
uM CNQX plus 100 uM 2-APV in the continuous presence of 4-AP and BIC
(+CNQX+2-APV). B. Frequency of SSPs vstime plot before and after sequential
addition of 4-AP, BIC and CNQX plus 2-APV. See Methods for abtreviations and plot
construction. Calibration: 5 mV, 100 ms. Membrane potential = -82 mV.

Figure 3. Quinpirole reduces the frequency of SSPs. A. Samples of records
under consecutive addition of (see abbreviations in Methods): 100 uM 4-AP pius 10 uM
BIC (4-AP+BIC); 10 uM quinpirole (+QUIN) in the same 4-AP and BIC concentrations;
and 10 pM sulpiride (SULP) in the continuous presence of thé previous drugs. Since
SSPs were induced by 4-AP in the presence of BIC. the glutamatergic component is
isolated (see text and Figure 2). B. Frequency vs time glot diustrating the reduction in
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SSPs frequency induced‘ by' quinpirole and the blocking of this effect after introducing
sulpiride. Calibration: 5 mV, 100 ms. Membrane éotemial = -84 mV Data from this
same experiment is illustrated in Figures 4 and 5.

Figure 4. Quinpirole does not change SS§Ps mean amplitude. A. In the
control, the amplitude histogram was constrdcted in the presence of 4-AP and BIC.
Mean amplitude was (mean £ s.e.m): 0.91 £ 0.02 mV (n= 102) B, Mean amplitude was
measured in the same conditions after addition of quinpirole. 1.09 £ 0.05 mV (n= 100).
Given the non~-normal distributions, difference is not significant. The small mean's shift
in B, was due to the counting of-some large events not counted in A. Dashed vertical
line signals the approximate median for the main mode in both histograms. Data from
the same experiment illustrated in Figures 3 and 5.

Figure 5. Quinpirole does not change input resistance in postsynaptic
neurons. A. Membrane potential responses, on bottom, to intracellularly injected
current steps depicted on top. Records were obtained at resting potential in the
presence of 4-AP and BIC. Note that 4-AP does not block inward rectification in these
neurons. B, Same experiment as in A, after introducing 10 uM quinpirole to the
superfusion. C, Current-voltage relationships from the records in A and B. Note that
quinpirole, at the concentrations used, does not change input resistance appreciably at
the range of potentials were the synaptic responses were measured. Data from the
same experiment as that in Figures 3 and 4

Figure 6. Dopaminergic D, receptor agonists not always reduce glutamate

release, A, Sample records taken at different ccnditions (darug concentrations as in
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previous Figures). B. Frequency vs time plot shows an absence of D, receptor
modulation in this ekperiment. Calibration: 5 mV, 100 ms. Membrane potential = -81
mV. This experiment reprasents the most common finding.

Figure 7. SSPs of different amplitudes may be discerned, A. in this cell,
most frequent SSPs had discrete amplitudes between 0.45 and 1.3 mV. B. SSPs
between 2 and 4 mV could also be recorded in the same cell. C, D and E. Amplitude
histograms obtained under different conditions. Mean amplitude reflects the population
of most frequently found SSPs (SSPs samples in A). A second and smaller peak can
be seen at the right of the histogram in C (arrow). This peak collects counts around 4
mV. Note that there are no counts of events with intermediate amplitudes, i.e., between
the two main peaks in C (n= 461). After addition of quinpirole, the peak around 4 mV is
lost and intermediate events, between 2 and 4 mV, appear (D) (n= 287). After addition
of sulpiride some large events reappear and the scattering of event amplitudes along
the histogram range persists {n= 286). 4 and 2 mV events in B were taken from C and
E, respectively. Figure 8 illustrates data from the same experiment,

Figure 8. Modulation may be present for SSPs of one amplitude only. A,
Top: The window discriminator was adjusted to count only the larger events (> 1.8 mV).
Note that quinpirole does reduce the frequency of these events, and that sulpiride
blocks quinpirole's effect. Bottom: The window discriminator was adjusted to record all
events (> 0.4 mV). Note that D, receptor modulation cannot be seen under these
conditions. Arrow signals the time when 4-AP (100 uM) and BIC (10 uM) were added to

‘he tathing scluticn. Note differart fraguercies n ordinaias cf .arje and smail events,
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8, C, and D. Sample records taken under different conditions. Note that larger events
are absent in C. Callibration: 5mV, 200 ms. Membrane potential = -82 mV Figures 7

and 8 depict data from the same experiment.
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DISCUSION

Caracterizacion electrofisiolégica de las neuronas espinosas neoestriatales,

Las caracteristicas tanto anatomicas como electrofisiologicas de las neuronas neuronas espinosas
estudiadas son semejantes a las previamente reportadas (Kita ¢t al, 19894, Kita et al, 1985a
Kawaguchi et al., 1989, 1993; Bargas et al., 1988).

Actividad sindptica en las neuronas espinosas medianas.

La actividad sindptica espontdnea en las neuronas espinosas medianas es de baja frecuencia
(alrededor de 1 evento por segundo) (Ver la figura 1 de la 3a. seccion). Cuando sc agregd 4-AP a dosis
micromolares (10-100 M) se produjo un incremento de alrededor del 150 % en la frecuencia de
aparicion de potenciales sinapticos. El estudio de Ia relacion dosis-respuesta mostro que la DE,, para
la 4-AP en la induccion de potenciales sinapticos es de 120 pM (Ver figura 2 de la 3a. seccion). Estos
resultados concuerdan con los presentados por Kita et al,, (1985a), Miller y Misgeld (1990, 1991),
Perreault y Avoli (1989) y Segal (1987).

El efecto producido por la 4-AP ¢s sensible a TTX y a cadmio, mostrando la dependencia de
conductancias de sodio y calcio respectivamente (Ver figura 4 y 5 de la 3a. seccién). Estos datos son
apoyados por los trab'ajos de Tibbs et al (1989), Dolezal y Wecker (1991), Heemskerk et al., (1991),
Miiller y Misgeld (1990), Perreault y Avoli (1989), Segal (1987), Vizi et al., (1977) y Versteeg ¢! al.,
(1995). Sin embargo, existen trabajos en los proponen que la actividad de la 4-AP puede estar actuando
de manera independiente de sodio (Agoston et al,. 1983; Arzate et al,, 1986, Tapia y Sitges, 1982,
Tapiaet al., 1985).

Efecto de la 4-AP sobre la resistencia de entrada de las neuronas espinosas
medianas,

La 4-AP produjo un decremento del 25 % en la resistencia de entrada de las neuronas analizada
(ver tabla 2 y figura 5 de la segunda seccion). El efecto de la 4-AP de acuerdo a la revision presentada
es producido por un bloqueo de conductancias de potasio que estin presentes en las terminales
nerviosas y que estan activas en ¢l potencial de reposo, estas conductancias son bloqueadas por 4-AP a
dosis micromolares. Esta hipotesis implica que el bloqueo de dichas conductancias produciria un
incremento de la resistencia a nivel de las terminales. Sin embargo, en las terminales la despolarizacion
producida por el bloqueo de dichas conductancias de potasio produce la activacion de conductancias de

sodio y calcio que llevan al incremento de la probabilidad de liberacion de neurotransmisores. Los
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transmisores liberados a su vez, abririan conductancias de canales activados por ligando, produciendo
una disminucién de la resistencia a nivel postsinaptico. Esta hipotesis es probada por los datos
experimentales, mostrados en la tabla 2 de la primera scccion, en el que despues de agregar el
antagonista GABAérgicos, bicuculing, fa resistencia de entrada regreso a valores encontrados en
condiciones control. Sin embargo, no se observd esto cuando se agregaron los antagonistas
glutamatérgicos, CNQX y 2-APV, probablemente debido al bajo nimero de observaciones de este

experimento.

La actividad siniptica inducida por la 4-AP es de tipo glutamatérgico y
GABAérgico,

La actividad sinaptica inducida por la 4-AP es de tipo glutamatérgico y secundariamente de tipo
GABAGérgico, Cuando se agregd el antagonista GABAérgico especifico, bicuculina (2 - 10 pM) la
catividad sinaptica disminuyo a la mitad. La actividad sinaptica restante fue eliminada por la aplicacion
conjunta los antagonistas glutamatérgicos CNQX (10 uM) y 2-APV (100 pM). Si la aplicacién de los
bloqueadores glutamatérgicos fue realizada antes de la aplicacion de bicuculina la actividad sinaptica fue
eliminada en casi la mitad de las neuronas registradas. Estos resultados sugieren que la 4-AP
directamente incrementa la actividad sinaptica glutamatérgica y esta activacion facilita la actividad
sinaptica GABAGérgica. Estos resultados concuerdan con ¢l trabajo de Morales-Villagran y Tapia (1995)
en los que muestran que la 4-AP incrementa principalmente la liberacion de glutamato en experimentos
reaiizados in vivo, y con lo trabajos de Fragoso-Veloz, y Tapia (1992) en los que muestran que la
administracion de antagonistas NMDA protege in vivo de la actividad epiléptica ("wet-dog shakes)
producida por 4-AP (ver las figuras 6, 7 y 8 de la 3a. seccion”).

En presencia de los bloqueadores GABA¢érgicos y glutamatérgicos no se observaron potenciales
stnapticos lo que implica que no estan presentes otros sistemas de neurotransmision, como seria el caso
de actividad colinérgica (nicotinica), glicinérgica, ATP o purinérgica, o de tipo serotoninérgico (5-HT,).

A pesar de que el estriado presenta alta actividad colinérgica, esta es mediada a través de los
receptores muscarinicos via segundos mensajeros, o mecanismos metabotropicos, no por mecanismos
ionotropicos. Cuando se probo el antagonmista colinérgico nicotinico, Ja mecamilamina, sobre la
actividad sinaptica de las neuronas espinosas medianas este no altero la frecuencia de potenciales
sindpticos inducidos por la 4-AP, tanto en ausencia o la presencia de los bloqueadores GABAérgicos

y/o glutamatérgicos. Estos datos contrastan con los presentados por Misgeld y Dietzel, 1989, en los que
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dan evidencia de actividad nicotinica en el estriado. Estos resultados son encontrados en neuronas
embrionarias o en sistemas de cultivo, mas no en neuronas adultas (Misgeld ef «l., 1980, 1982, 1989}
En este trabajo encontramos una actividad sinaptica GABAcrgica que aparecié en forma de
rafagas de potenciales sinapticos de amplitudes mayores a 4 mV. Esta amplitud es mayor a la de los
potenciales sinapticos con.u'mmente registrados, ya que en estos casos la amplitud media es de | mV. La
mayor parte de las sinapsis GABAérgicas son formadas por las recurrentes de las neuronas espinosas
medianas. Cuando se agrego bicuculina la amplitud de los potenciales disminuyé sin decrementar su
frecuencia. Estos resultados mostraron que el efecto de la bicuculina fue postsinaptico (ver las figuras 9
y 10 de la tercera seccion). Esta actividad sinaptica en rafagas parece ser originada en una interneurona
GABA¢érgica no espinosa cuya actividad electrofisiologica y anatomia es reportada en el mismo trabajo
(ver la figura 11 de la tercera seccion). Esta interneurona mostré inmunoreactividad para parvalbimina,
proteina que une calcio. Es posible que esta interneurona realice contactos sinapticos de manera
segregada y que divida a las neuronas espinosas medianas en dos grupos, donde uno de estos recibiria
entradas GABAGérgicas desde esta poblacion interncuronal. Estos resultados pueden explicar los
hallazgos de Nisenbaum y colaboradores (Nisenbaum ¢/ a/., 1988, 1992a, 1992b; Berger et al., 1987) en
los que, basados en el protocolo de pulso pareado, dividen a las neuronas espinosas medianas en dos
subpoblaciones. En el patron temporal a la estimulacion ortodromica durante la estimulacion con pulsos
pareados, las neuronas neoestriatales se han dividido en dos grupos. Solo uno de ellos muestra
inhibicion a corto tiempo por un segundo estimulo. La posibilidad de que la interneurona que dispara en
rafagas actie como retroalimentacion negativa puede explicar este comportamiento electrofisiologico:
solo aquellas neuronas innervadas por la interneurona GABAérgica podrian presentar inhibicion a corto
tiempo después de una estimulacion cortical. A este respecto este trabajo da la primera evidencia

fisiologica de la innervacion diferencial de las interneuronas neoestriatales.

Modulacién presinaptica de la neurotransmision glutamatérgica.

En virtud de que la actividad sinaptica inducida por la 4-AP puede ser separarada
farmacologicamente en sus componentes GABAérgico y glutamatérgico, se hizo posible el estudio de a
modulacion de la transmision sinaptica glutamatérgica producida por el agonista dopaminérgico (D,),
quinpirole. La dopamina actia via dos grandes familias de receptores. A través de los receptores D, se
ha mostrado que la dopamina modifica postsinapticamente la neurotransmision por la alteracion, entre
otras acciones, de la resistencia de entrada membranal. Sin embargo, la accion de los receptores D, no

es a través de mecanismos postsinapticos. El agonista especifico D,, el quinpirole, no modifica la
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resistencia de entrada de las neuronas espinosas estudiadas (resistencia somitica: ver la figura 5 de la
cuarta seccion) en los valores cercanos al potencial de mantenimiento en el cual se realizaron los
estudios (-80 mV), ni modifica la distribucion de amplitudes de los potenciales sinapticos analizados
en presencia o ausencia de quinpirole, lo que implica que no hay cambios de resistencia dendritica (ver la
figura de la cuarta seccion). Con estos datos mostramos que la disminucion en la aparicion de
potenciales sindpticos glutamatérgicos se debe a un efecto presinaptico.

La activacion de los receptores D, produce en solo el 30 % de las neuronas espinosas estudiadas
un decremento en la frecuencia de aparicion de potenciales sinapticos espontaneos.  En otra paoblacion
el quinpirole no produjo disminucion aparente de la actividad sindptica. Sin embargo, si se cuantifican
exclusivamente los potenciales sindpticos de mayor amplitud (moviendo ¢! discriminador de ventana
para potenciales de mas de 2 mV) se puede observar un decremento en su frecuencia de aparcion que es
revertida cuando se agrega sulpiride, antagonista especifico D,. Estos resultados sugieren que no todos
los botones sinapticos activados por la 4-AP presentan modulacion dopaminérgica.

Para poder demostrar que la modulacion de la actividad sinaptica por la activacion de receptores
D, es por mecanismos presinapticos es necesario conprobar que la activacion de los receptores D, por
accion del quinpirole no causa efectos a nivel postsiniptico. En esta tesis utilicé dos métodos
presentados en la metodologia para probarlo.

Con los dos métodos mostraron que el quinpirole no moditica las propiedades postsinapticas de
las neuronas espinosas medianas, en los valores de potencial de membrana en los que mantuvo a las
neuronas, lo que implica que el efecto modulador sobre la aparicion de potenciales sinpticos
glutamatérgicos inducidos por la 4-AP es presinaptico.

En una serie de experimental encontramos que los agonistas de los receptores tipo D, no alteran

la frecuencia de aparicion de potenciales sindpticos inducidos por la 4-AP.
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CONCLUSIONES

1.- En las neuronas espinosas medianas del neoestriado de la rata, con la téenica de
rebanada sumergida y en condiciones basales, la frecuencia de aparicion de
potenciales sindpticos espontaneos registrada es baja.

2.- La 4-AP a dosis micromolares (10 - 100 uM) produce un incremento de mas del
100 % en la frecuencia de registro de potenciales sinapticos espontineos.

3.- Los potenciales sindpticos inducidos por la 4-AP en las neuronas espinosas
medianas es dependiente de sodio y de calcio.

4-Los potenciales sinapticos inducidos por la 4. AP en las neuronas espinosas
medianas son principalmente de tipo glutamatérgico.

5.-Los potenciales sindpticos inducidos por la 4. AP en las neuronas espinosas
medianas son secundariamente de tipo glutamatérgico.

6.- Después de eliminar los potenciales sindpticos glutamatérgicos y GABAérgicos,
mediante el uso de farmacos antagonistas especificos, no queda actividad
sindptica de otro tipo.

7.- Alrededor del 50% de las neuronas espinosas medianas estudiadas recibe rafagas
de potenciales sinapticos GABAérgicos que por su patron de frecuencia
suponeinos surgen de la intermneurona mediana no espinosa  (que contiene
parvalbimina).

8.- El empleo de antagonistas GABAérgicos permite la diseccion farmacologica de
una poblacion de potenciales sinapticos glitamatérgicos, que es eliminada por la
accion conjunta de los antagonistas glutamatérgicos, CNQX y 2-APV,

9.- La dopamina modula presinapticamente al 30 % de las entradas glutamatérgicas a
través de la activacion de receptores tipo D,
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Abstract Intracellular recordings from slice prepaca-
tions were used to assess the subthreshold electrophysi-
ological behavior of rat neostriatal projection neurons,
Both current steps and ramp currents were used 1o esti-
mate the current-voltage celationship (1-V plat), Inward
rectification in the subthreshold range was o character-
istie of most neurons, The amount of rectification vared
greathy, and itwas complex: membrane voltage trajecto-
rics in response o ramips were made up by almost piece-
wise changes i the rate of voltage rise, suggesting that
multiple conductances contribute to the subthreshold
range. Inward current blockers such as tetrodotoxin
(TTX)or Cd' - decreased inward rectification. whereas
outward current blockers such as tetracthylammoniom
(TEA) or 4-aminopyridine (4-AP) increased inward ree-
tification. However, most inwird rectification was due
to TEA- and Cs--sensitive conductances and not to
CTTX- or Cd?* -sensitive conductances. Cs* -sensitive
conductances predominated at more negative meme
brane potentials. whereas J-Al-sensitive conductances
predominated at just = 1O mV below the firing thresh-
old. In spite of a very sfow activation, there was evidence
for transient outward currents modulating the response,
ie, 4-AP-sensitivity, and voltage-sensitivity for firing
frequency and threshold. TEA-sensitive conductances
also contributed toward fixing the fring threshold.
These results imply the contribution of various ion con-
ductances on the shaping of the characteristic physio-
logical firing recorded in viva, Modulation of these re-
sponses by transmilters or peptides may heip to under-
stand neural processing in the neostriatum.
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latroduction

Intracellular recordings in vivo have demonstrated that
neostriital nevrons are usually silent and have a rather
negative resting potential (Hull et al. 1970 Wilson und
Groves 1981 Wilson 1992). Periods of membrane hy-
perpolarization and electrical sifence are interrupted by
peitods of ramp-hike sustained depolarizations Jasting
up to 3s (Wilson 1992), These slow depolarizations are
driven by synaptic inputs. mostly coming from cortical
allerents (references in Wilson 1990). Activation of stow
potentials able to sustain repetitive finng may con-
tribute (Bargas et al. 19910 fn fact. periesvent time his-
togriums of neuronal firing reveal ramp-like increases in
frequency as the onset of i self-initiated movement is
appreached (Sehultz and Romo 1992), Therefore, a stow
recruitment of cortical neurons may butld up occastonal
depoldrizing episodes in neostratal neurons (Wilson
199,

Slow depolarizing episodes may induce the interac.
tion between synaptic activity and the intrinsic mem-
brane properties of the nevron. Through correlations of
voltage- and current-champ studies there s evidence ol
severial types of veliage-dependent ton conductances in
the subthreshold response of neostriatal neurons (Kita
et al 1985: Surmeier et al. 1988 1991 Burgas et al. 1989,
1991h, 1994; Galarraga et al. 1989, Ogata and Tate-
bavishi 1990: Jiang and North 1991 Pineda et al. 1992;
Nisenbuum et al. 19941 However. the role of these con-
ductimees during firing have been inferred only from
responses Lo current steps, Their role during slow depo-
farizations mimicking physiological activation has not
been investigted. For example, it is not cleir whether
transtent currents (Surnteier et al. 1988, 1991 Bargas et
al. 1989 Nisenbawmm et al. 1994) inactivate during very
stow depolarizations, thus becoming unavailable for
synaptic integration.

In order 1o analyze subthreshold responses in cur-
rent-clump conditions. the membrane potential trijee-
tories after slow ramp stimuli have been studied in ses-
eral neuronal classes {e.g, Jahnsen and Llinds 1984;
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Jahnsen 1986 Baldiserie et al TOS7, Yaram and Llinis
1987 Uchimura et al 19895 A voltage-clamp response
after ramp stunubus has been deseribed o neostricial
neurons dJiang and North 1991 Accordingly, the sub-
threshold response to ramp currents. in current-chunp
conditions, 15 analyzed in this work, A preliminary com-
muntcation of these data was presented at the annual
meeting of the Society for Nenroscience (Gabarraga and
Bargas 1991,

Materials and methods

Hrain slices were obtaned from albine Wistar rats using pioce-
dures dosenbed elsewhere fe g, Bargas et abios8y A J00-pm-thick
neostnatal shive was held submergod iy a recording chamber ot
30-34°C Extraceiutar subine consisted of fin mMy, 120 NaCl 3
KCL 25 Natleo,, 2CaCh ) MeCl, and 11 glucose Osmndarity
wits 300 mosmol Tewith glucoses, pb wiss 74 and the soluion wis
saturated with Y58% 3 0.3 COL Tetraethsy bammonium ¢ TE AL
d-amimopyndine 4-APL tetrndotosn CTTXL cadmum (£d°7),
mickel (NG ) cesium Os L allb from Stema, and apanum 5a-
lomone), were added from stk solutions 1o the buth saline,
Chloride salts of TEA, Ud. Cs.and Niwere used. Recardings used
conventional intracelular techmgues: & high-input mpedance
electrometer with an active badee wircuit. Microelectrodes were
filled with either poutssium acetiate 3-4 M or 1.5 M potassum
acetate and 2% bivcyhny iSigma), wath de, resistances of 80~
120 M4

Stimulation consisted of either intracellular injections of cur-
rent sieps or of current ramps. A most tunes, by perpulanizing

camps preceded depuianzing ones Hhus o continun. dupolar
watpnt way achueved trom o haperpoianzed e g depotarized
membrane potentalvrom by ostbre - dmVy Muean fiste of
voltae chinge san aroumd O 1 md o Vellage sersus Bme s
wetl as cusrent to woitare relateships - plots werg obtamed
Ao the rele of wiaige ob apphied careent ofF Qo sy did notary
duning stunutatton, any chanee av the Jdope of voltage rise dunng
the resporee caudd be nterpreted ds o membrane conductancy
chutnge ack et ad 1975 Bensonand Akl 19570 Whale neyron
mpsl revistance LR wasy oitanred frem 1V plots as stoper
R cduch vtad 1975 Inorder to restnct vanambty aee Phisouy
sty R reported i thus study Was measured at atousd =70 mV
{Ro-T0mV o do thiss g poiveomial ot the formy

b= e A e e e M

was first i o the 1V plot Where Ui the membrane potential
response as o function of mtraceiluberty unected corrent oy 4, 4
are polypomnd voctfivien, The Tist constant term. MP s the
membniane potentral thekt at varsing membrane poteatials with
doo currentr and the st voetficient, A, carrespands o Ry at

Fig. 1A-C Response of rectilving nearon. 1V plats useng ramps
and steps. A Resposse to current ramps an Wl figures. current
protocols wre af the tep. tratismiembrane voflage responses are @f
the bottem. and action potentraly are dipped due o gtz
procedures, uniews stated otherwise) B Responses to current steps
C Superimposed -V phoas voltage response to aseending tamp o
A s plotted agamag ramp current tdorst Conbiniens ane. polyno-
mual regression. Voltage tesponses measured at the ¢nd of the
simulus 1 B owmpry drclest are plotted aganst magmtude of
current steps. Close superimpesition was aoinesed after correciton
for dilferent holdmy potentials. R -70 m\ 1= 39 M)
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holding potentrad. Then, R was es aluated wy the ders ative of this
-V function at - 7o mV for albeellsoslope-Ro v TomV Juck et ad
197310 As -V plots evhitit slope changes. then Ry s seen s de-
pendent on membrane patential Fits stopped whet e G99 Pos.
ety of some gher order coefficiears (1 4, s an imdiation
o the amount o mward recniication,

Hstologeal procedures such as those descnbed by Tophiawa
wnd Armstrong {PIS8) and Nsenbaum et al (1994 were used o
identily the type of nearon recorded. fn ] cuses 12 28), pearons
were of the spiny projection Lype

Results

Nonlinear membrane properties of neostrialal
projection neurons

More than 80 neurons were recorded Tor this work.
Neurons Labeled with bioevtin and identified (see Mate-
riztls and methods) had the morphological features of
“medium spiny™ projection neurons, which correspond
to more than 953%, of all the neurans in this nueleus (see
Wilson 1990, for o review). The electrophysiological
properties and responses of unidentified neurons were
identical to those of the identified neurons, Therefore.
the data from identifted and unidentificd neurons were
combined. Thus, all data presented Is considered to
come from a single cell population: the spiny projection

ncuron.
|
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Al records i B 1 are from the same neuron. In
Fig, AL the response toastracellabar mections of ramp
currents iy shown  Responses to traditional current
steps are shown i Fig T Fiaare 1O Hustrtes 1Y
plats obtmed Trons traces in Fig LA dots) and B eir-
clesh Note in Fres P that i spite of a constant rate of
change for the current stimulus ton topy, the membrane
potentd did not respond hneardy tsee also Figs. 3AB,
SAC0AL Infact slope- R increases with depolitrizition:
from negatve to more depolianized membrane poten-
tiads, Pherefore, these ricurons exhibited wnwiard rectifi-
catton in mosl of the physiological range of the suh-

“threshold response (Wilson 1990, 1992) Fating of -V

plot in Fig. 1O needed w 6th-order polynomial. After
correction for different holding potentals «of Fig, 1A
and B a close supenmposition of ramp and step -V
plots was achieved tFig, 1C0 A small discrepancy oweurs
at less negative potentials, The reason lor this is clear by
noting that moest depolarized responses i Fig, 11 ex-
hibit g contnuous ramp-like depolarizaton during con-

Fig. 2A-C Response of shighthy recnfying neuron . -V piots using
ramps aid steps A Resporse to current ramp. B oresponses
current steps. O Supernimposed BV plots. vollage response to as-
cendimy rampan Ao ploted agamst current edon. Conrmpous fuie
15 the polynomual regression, Voltage responses measured .1 the
end of the stimulus s Biempry creclesy are photted agamnst nagne
tude of current steps. R 70mvVy s 32 MO
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TIME {ms)

800

0.0

054 0.5

CURRENT (nA)

FALLA DE OR



Fig. 3A-D Amdysis of the

subthreshold raspotiae.

A Subthreshold response:
B ihreshaodd response.
Horzonta! fue i A and B
corresponds 1 b, =0 m\.
C Subtireshold asvending
and descending 1-V plog
Hysteresis is only present
in the depolarnizing range.
D Threshold IV piat

l!nA
hOmv

50ms

‘va

50ms

Fig. 4A-D Tetrodotoxini TTX) effects on the ramp response. A A
train of action potentials is evoked by a suprathreshold ramp
current. B TTX (1 uM) blocked the firing of action potentials vven
if a stronger stimulus was given. However, during a strong
suprathreshold stimulation a faster repolarization was elicited
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spike could also be elicited. Note that the repolanization during
the descending ramp wits also sensitive 10 Cd7 D)



Fig, SA=11 o Anunepandine-
14 4P sensitive condugtaneey
combute 1o the subthreshald
cospoase. A Controlo arrow in-
dicates the bennmge ol the
st aaveding voltage tragec-
tory. B TTN b pMy abolished
finng even af sumtabus was
stronger. Howevee, TTXN did
not change most of the sub.
threshold response: both fast
voltage thyectory and mwarnd
rectification are shill present.
C.D AP (1 mM) blocked the
tast valtage traectory without
altering inward rectication,
TT X resistant responses aps
peared in the presence of
JAP: esther local (U or aue-
toregenerabinve (I Nowe
strong afterhyperpolinizations
after these respopses. E.F

Ni° * 1100 p Mt did not block
the TT X resistant events. G
Cd® ¢ (100 M) bloched the
TTNX-resistant events H Su-
perimposition ol ascending 1.
V plots from B-1

stant current (Bargas et al. 1989 Nisenbaum et al. 1994),
By just inverting the axes, the [-V plotin Fig. 1C agrees
with I-V plots obtiined in voltage-clamp conditions (Ji-
ang and North 1991

In contrast. I-V plots in Fig. 2C, corresponding to the
records in Figs, 2A and B, are almost linear. They corre-
spond to a neuron which exhibited fittbe inward rectifi-
cation. Al neurons exhibited some amount of rectifici-
tion. In general, 1.V plots were not fitted well by stratght
lines (see Materials and methods), However, a quadrittic
function was enough for the cell in Fig. 2. As superimpo-
sitions show, there were no significant differences be-
tween slope-Ry values measured after steps or ramps
(see Materials and methods), provided that the ramps
lasted several hundreds of milliseconds, In spite of the
variability in the amount of inward rectification by-
tween neurons, the Ra(-70) histogram was unimodal
and intermediate cases could be found between strongly
rectifying tFig. 1) and weakly rectifving neurons (Fig. 2).
Therefore, data from different neurons were combined:
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R (-70 mV: mean + SEM) was 88 4 MQ (modal num-
ber =40 M range 20 97; n=49).

When subthreshold responses from strongly rectify-
ing neurons were analyzed. a very reproducible picture
wis obtained (1> 25) This s shown in Figs. 3A and B,
for subthreshohi and threshold responses, respectively.
Plots in Figs. 3C and D illustrate the corresponding 1-V
plots. Inward rectification was seen as deviations from
finearity that almost occurred in 4 piecewise fashion,
That is. several voltage trajectories could be fitted with
separate straight lines (dashed numbered lines in
Fig. 3AL These trajectorics were separated from each
other by sudden transitions (corners signated by arrows
in Fig. 3A). From left to right. transitions during the
ascending rimp occurred at ca. - 70, —60, and
-~ 50 mV. The trajectory from =70 to —60mV (bhe-
tween the first two arrows) could not be fitted by a
straight line. Each transition indicated an merease i
apparent slope-Ry, , and. therefore, it might signal the
participation of different ion conductances during sub-
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threshold depolarizations (Jack et al 1975 Benson and
Adams 1987). This subthreshold response wias typical of
Many newrons (see¢ most other figurest [t numiees the
activation recorded iovivo (Wilson 19925 Tt suggest
that symaptic responses occurring in this voltage range
would be the subject of modification by intrmsic con-
ductances and that simple linear summation of symaptic
inputs is very unlikely. Repolanzing trijeciories dunng
descending ramps (dashed lines 4- 6 10 Fig. 3A) were al-
most a mirror image of upward trajectones, However.
note that downward arrow in Fig, 3A signals the ¢nd of
depolarizing current. Note that voltage kept rising, aiter
the arrow. while the current rump was already falling.
This suggests that inward currents renmanned active op-
posing repolarization. This ciused counterclockwise
hysteresis in the depolarizing portion of the I-V piot
(Fig. 3C, arrows lollow time direction). Newrons lost
their counterclockwise hysteresis (Fig, 3C) after TTX
(plot not shown, but see Figs. 3B, 613). This correlates
with TTX cffects oninward rectification during current
steps (Bargas et al. 1989, Nisenbaum ctal. 1994). There-
fore, these observations suggest that inward rectifici-
tion has a Nit ~ component,

On the other hand, note that the last voltuge trajecto-
ry during the ascending ramp response (number 3 in
Fig. 3A) exhibits o smaller stope than the previous tra-
jectory (tnumber 2} This suggests coactivation and pre-
domintince of outwird currents during this stage. [n-

Fig. 6A-F Subthreshold re-
spons¢ has tetracthylamnioni-
um- (TE A sensitive condue-
tances. A Control: B tetrodo-
toxin {1 uM TTX) blocked fir-
ing bui did not block mosi of
the subihreshold inwird recti-
fication. € Addition of § mM
TEA in the presence of | uM
TTX increased the slope of
the ramp response over the
whole subthreshold voltage
range. However, TEA did not
block the lust voltage trajecto-
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wird recfication predomimates dunng most of the sub-
threshold depoliarization. but apparent slope-Ro de-
creases. and the predonunant response hecomes out-
ward rectification. ata narrow voltase range just helow
firing threshold.

Activation of geten potentialy mduaced o fst repo-
Linization and  afterpotential during the descendmng
ramyp response (g 38, Pimedacetal 19920 This almost
abolished hysteresis (Fig 3D Therefore, activation of
conductances at the suprathreshoid level changed the
repoliarizing sesponse. Firmg threshold for action po-
tential generation was ¢ -5 mV o this citse. Conse-
gquently, in order to restrict our analisis to the sub-
threshold response, it was restricted to the ascendiny
-\ plot.

Figure 4A lustrates the finpyg of sction potentials at
the top of a ramp response in another nenron. Note that
repetitive firmy (Fig. 4A) was completedy blocked after
[ uM TN i(Fig 4B evenaf sumulus strength was in-
creased. However, dunnyg suprathreshold sumulationan
the presence of TT X, afast repolarization appeared dur-
ing the descending ramp tfrg. 480 lewas similar to the
afterpotential shown an Fre, 33, but 1t was nol preceded
by regenerative potentials. Nonetheless. this siome stim-
ulus cauld eliat, on some occasions, a TEX-resistant
(Fig. 4C), Cd7 " -sensitive spike (30 100 M Fig. 41)) n
two out of ten neurons. The threshold for TTX-resistant
regenerative events was between =30 and 35 mV n
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these conditions. This is more positive than the thresh-
old for Cit?* currents in voltage-ctimp conditions {Bar-
gas et al. 1994). The repolarization during the descend-
ing ramp was also sensitive to Cd** (Fig. 4D). As a pre-
vious report has shown that a part of the afterpotential
is Ca'~-activated (Pineda et al. 1992), these observa-
tions suggest that activation of Ca’"-currents and
Ca* “-dependent outward currents may be present in
the ramp depolarization even in the absence of regener-
ative responses, as in Fig. 4B. However, note that in
order to elicit such responses, a stimulus higher than the
threshold for liring was used.

Actions of ion conductance blockers

lIon channel antagonists modified the subthreshold re-
sponsc in different ways. As shown in Fig. 5A and B,
most of the subthreshold response wis unchanged after
firing blockade by | pM TTX . This means that the
main contributor for inward rectification is not a Nu*
conductance. Also, the last voltage trajectory occurring
al —54.mV (arrow in Fig. SA or number 3 in Fig. JA)
remained unchanged in the presence of TTX, even if a
stronger suprathreshold stimulus was applied (cf.
Fig. 5B. G with 5A). Threshold for action potentials in
Fig. 5A was —43 mV. Thus, outward, not inward cur-
rents predominate during the last vollage trajectory,
even if inward curcents are also present (as shown in
Fig. 3JA-C).
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It was the addition of 1 mM 4.Al that abolished the
last voltage trajectory during the ascending ramp re-
sponse (Fig. 5C.D). Local and sworegenerative TTX-
resistant events were evoked in its place. However. 4-AP
did not affect inward rectification in the rest of the sub-
threshold response. Characteristically, TTX-resistant
events appeared during the ascending, not the descend-
ing ramp. This occurred at different stimulus strengths.
Threshold for TTX-resistant events was between —45
and —40 mV in the presence of 4-AP. This shows that
4-AP lowers the threshold for TTX-resistunt events (see

“Fig. 4C). Further, threshold for TTX-resistant events
now coincides with activation voltage for Ca® " currents
during voltage clamp (Bargas et al. 1994). Note also that
regenerative responses were followed by strong repolar-
izations and afterhyperpolarizations (AHPs). AHPs
were manifest as a strong outward rectification with al-
most zero stope, whether the ramp was going up or
down (Fig. 5D,F). These action potentials and AHPs
were not blocked by 100 uM Ni*~ (Fig. 5E.F), but they
were blocked by 100 gpM Cd* - (Fig. 5G). This argues in
favor of high voliage-activated (HVA) Cu conductances

Fig. 7A-D Apamin-sensitive ¢onductances do not contribute to
the subthreshold response. A Cantrol firing: B finng during | pM
apamin application. Noale increase in firing frequency for the same
stimulus. € Ascending |-V plots before and during apamin apph.
cation were nol significantly different. D Apuanun increased firing
for the same current, bul clockwise hysteresis was stll present

B

0.4
L.
0.085
{-0.4
0 1000 2000
D Time (ma)
80
~ /;D—ZO“"--..
gor o B
o
> APAMIN I SO,
c 40 r /,4-"/ ”;ﬂ\.
L4 - " e
3 ¢ o 8
2 0r CONTROL .-
o
20
0.4 0.5 0.6

Current (nA)

Lrim,

FALLA DE

TS
>y ]



Mo’

underlying these events. Abo, ramp responses showed
that d-APansensitve outward rectification is in part
Ca™ " -dependent (see also Fig 4). Howeser, a 4-AP-re-
sistant and Ca’ ~-independent outward rectilication was
disclosed during Cd* " blochade (Fig, 3Gy, A superim-
position of ascending -V plots for records in Fig, SB.C,
and G s illustrated in Fig. 5H. Note that the impact of
4-AP (1 mM) blockade was only apparent at the st
voltage trajectory.

Figure 6 shows the effects of another outward current
blocker: TEA (5 mM). Interestingly, its actions were dif-
ferent thun 4-AP actions in several respects. The control
record in Fig. 6A shows repetitive firing (threshold
—d44 mV readily abolished by | M TTX (Fig. 6B). In
this case, the stimulus  strength  was apaintined
throughout the experiment. Note aegain that. in most of
the subthreshold voltage range. there were no notice-
able chinges in the amount of inward rectification with
TTX. Superimposition of |-V plots shows that the con-
tribution of TTN-sensitive currents was Jimited to 2
range just helow threshold voltage (Fig. 66 Additon of
SmM TEA in the presence of | uM TTX increased the
slope of the ascending ramp response over the whole
subthreshold voltage range (Figs. 6C. D - F), Thus. TEA-
sensitive channels are main contributors to inward rec-
tification. Noticeably, the last 4-AP-sensitive voltage
trajectory, was not blocked by TEA (beginning it arrow
in Fig. 6C). However, it was displaced 1o more depolar-
ized membrane potentials tarrow at =42 mV). As with
4-AP, TTN-reststant local (Fig, 6C) and regeneritive

A

events (Fig. 60) could be evoked durme TEA. Howeser,
broad (50msh osershooting action potentials wouhl
characteristically fire during descending, not ascending,
ramps (el Figs. 5D and 610 Again. these TTX-resitant
everits were bloched hy 100 pM Cd- . and not by
100 pM NIt (data not shown). Their threshold was
around —33 mV, This means that TEA does not affect
the threshold for Ca® - events as much as 4-Al does.
Note that TEA-insensitive AHPy and repolanzations
follow the TTX-resistant events.

Superimposed -V plots for tus experiment are
shown in Fig. 6E. A typical rekition between firing fre-
quency and ramp current (F-1 plot) is shownin Fig. 6F,
Note that hysterests for the F-f plot wus dockwise. This
reflects the activation of suprathreshold outward cur-
rents (Jahnsen and Llinas 1984: Jahnsen 1986: Yarom
and Llinas 19%87).

From the above results it can be predicted that. af the
action of ion blockers reflects the blockage of sub-
threshold conductances, then a compound which main-
Iv affects conductances generated as a product of action
potentiad Nring (suprathreshold) should not be reflected
on the ascending ramp. This prediction s correct as
shown in Fig. 7, where I-V plots (Fig. 7C) tuken before

Fig. 84-C Cs* ssensitive conductinees vontribute to inward ree-
tificutton at the mast pegabive voltage range. A Contyol: B addi-
tion of § mM Cs* increased slope-R. at the most hyperpolarized
range, € Superimposed -V plots show the blockage of inward
reciification at hyperpolinized potentials
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(Fig. 7A} and during application of 1 M apamin
(Fig. 7B), superimpose closely. Nonetheless, records and
F-I plots (Fig. 7D) show that apamin did increase the
current to frequency transduction (Pineda et al. 1992),
Theretore, ascending rump responses anly reflect the ve-
tion of subthreshold activited ion conductances.

The action of TEA in all the subthreshold voltage
ritnge (Fig. 6E} suggests the preseace of conductances
activated by hyperpolarization. Some of these condue-
tanees are sensitive 1o TEA (e.g. Stetling and Jacob
1992). These conductances would be main contributors
to inward rectification (Jiang and North 1991). Another
blocker for these conductances is Cs * administered ex-
tracetlularly, As shown in Fig. 8, 5 mM Cs - mainly af-
fected the most negative voltage range of the sub-
threshold response. At these potentials, a dramatic in-
crease in stope-Ry occurred (cf. Fig. 8A and B and sce
IV plots in C). Neither the firing frequency (Fig. 8A.B)
nor the subthreshold response at relatively more posi-
tive potentials had great changes during Cs ™ applica-
tion. Hyperpolarizing response during Cs ™ application
was not symmetric (Fig. 88, Stelling and Jacob 1992),
and at relatively more positive potentials the effects of
Cs " progressively decayed (up to ~ 70 mV),

From the above experiments one can conclude that
several ion conductances contribute to make up the
subthreshold response in these cells. Some of them may
be transient conductances - as described for 4-AP-sensi-
tive conductanees (Surmeier et al. 1988, 1991: Bargas ¢t
al. 1989: Nisenbaum et al. 1994). If this is so, they would
contribute differentially to firing patterns depending on
previous membrane potential. To test this hypothesis.
firing was evoked after ramps beginning at two different
holding potentials: ~80 and —60 mV. Figure 9 shows
that the input to output relationship changed depend-
ing on previous membrane potentiul, F-I slope in-
creased with membrane depolarization and firing re-
sponse was facilitated for the same stimulus strength,
This is expected il some contributing outward currents
were inactivating (Bargas ¢t al. 1989: Pineda et al, 1992;
Nisenbuaum et al. 1994). However, the lowest recorded

v

e

Fig. 9 Finng evoked from different holding potentials. Left. (re-
quency-intensity plots, right, corresponding voltage records {in
this case stimulus current is an the bortom)

frequency was similar at the (wo potentials (= 25 Hz),
even if the stimulus current was different, The lowest
recorded frequency depends on the slope of the ramp
stimulus (not analyzed here).

Discussion

In this work. the responses to ramp currents mimicking
the timing of physiological activation (sce Wilson 1992)
were used to analyze subthreshold membrane respon-
sivenecss. A main conclusion is that several ion conduc-
tinces contribute to subthreshold depolarizations of
this sort. Therefore. these conductances probably shape
physiological synaptic activation,

Evidence was found for the presence of TTX-. Cd- -,
4-AP-, TEA- and Cs*-sensitive conductances in the
subthreshold range. However, their contribution and
voltage range of action were very different. These differ-
ent ion conduetances could work in concert, opposing
or modulating each other, to adjust or preset the input-
output function of the neuron lor a given stimutus, It is
likely that conductances described in voltage-clamp
studics as being selectively blocked by the blockers used
here (Surmeier et al. 1988, 1991, 1992; Bargas et al.
1991b, 1994; Ogata and Tatebayashi 1990; Jiang and
North 1991) could be responsible for this presetting or
adjustment. Consequently, this adjustment could be
regulated by the transmitters that modukite these con-
ductances (AKins et ab. 1990; Surmeier et al. 1992, 1993,
Bicheco-Cano et al. 1993: Pineda ct al. 1993). In this
respect, the present experiments describe the character-
istic response before and after some of the contributing
conductances are blocked. Therefore, we can now com-
parc the effects of blockers with those produced by
transmitters. This permits us to better interpret the
modulatory actions of transmitters on firing and synap-
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ncalhy driven depobinzations (e, Pacheco-Cano et al
19934

ton conductances participating in slow
depolarizations

Most probably. we always recorded from spiny proyece-
tion neurons . Chang et al. 19820 Wilson 1990 all
biocytin-injected neurons i this sanpie were madium
spiny: #2300 As slope-R.; depends on membrane po-
tentiad in any given newron. Ry reported here was al-
ways evaluated @t =70 mV {see Materials and meth-
ods). A unimodal distaibutton was obtained see Re-
suhs): nevertheless, vanation in the amount of inward
rectificittion wis considerable, from neuron to neuron,
ander the same recording conditions, Thus, untid more
data is avatlable, this svamabihity can be seen as arsing
from asingle neuronad popufation. As has been idicat-
ed previously, 1-V plots and Ry measurements abso Jil-
fer, depending up on recording technigques and condi-
tions { Bargas et al. 1988 Storm 1990} These differences
cannot be attributed just to lesions {Storm {990y The
foss or vartition inany source of stbthreshold rectifica-
tion will result in a chiferent 1V plot and R. (Benson
and Adams [987) And as these observations show,
many types of conductance contribute to the sub-
threshold response. For exampte. in many cells, a sub-
stantial part of the inward rectificution is lost Juring
whole-cell recordings if precautions are not taken (e.g.,
Stelling and Jacob 1992),

Ramp responses exhibited complex but reproducible
changes in voltage trajectory (Fig. 3. Cs- and TEA
blocking actions (Figs. 6, 8; ¢.g.. Hille 1992; Stelling and
Jacob 1992; Yarom and Llinds 1987) suggest that con-
ductances activated by hyperpolurization predominate
at relatively negative potentials. These conductances de-
activate at —-70 to - 63 mV. Accordingly, voltuge rate
of rise increased (Figs. 2, 3. 5 6) when the depolarization
reached this level, In fact. the steepest stope-R. wus ob-
tained when the ramp response reached potentials be-
tween ~65 and =30 mV. Neither TTN nor CU*-
changed the slope of the 1.V plot in this voltage range
(Figs. 3, 6). Therefore, we conclude that subthreshold
rectification largely represents the closing of inwird rec-
tiffer channels {Wilson 1992, This is in agreement with
both voltage-clamp measurements (Jiang and North
19911 and Cs ™ action, which dectined around -70mV
{Fig. 8).

However. by comparing the actions of TEA and Gy 7,
itis evident that TEA also increased slope-Ry; at poten-
tidls between ~70 und —3S0mV (Fig. 6). Indeed. TEA
was the only blocker that acted in this potential range.
This suggests that some, yet undescribed. TEA-sensitive
conductance plays a role in this voltage range of the
subthreshold response in these cells, Evidence of cholin-
ergic agents increasing the slope-Ry in this potential
range have been reported (Pineda ot al, 1993,

A sudden drop in slope-R. occurred when the ramp
response surpassed potentials more positive than - 38

ar -S30mN Thas muirkos the beemnmmng of the list vobiage
ragectors bebore reachmye fane threshold b X
disbied-Jine 3 and Fras 203000 Adecrease i stope- R
inchicates a pucdammant actvatiion of outward carrents
in iy voltaee rapge Remrkablye TEA ancrensed
stope-R.inmaost of the subthreshold range, but it did
not block this last soltage trigeatory (Fig. o) However,
the ast voltage trijectony during the aacending ramp
response was Mocked by AP Fig. 31 The concentra-
tton of 4-AP tsed oF mMy would partally affect fast
transient outward currents and completely bluck slow
transient ontward cutrents (Surmerer et al, 19910 Nisen-
baum et al. 1994y, This ast soltage tragectory s not
readily seen onsteady -state 1V ploes obtinned wath cur-
rent steps feg, Frg 1 The parttapation of trinstent
asttward currents at this voltage riapge is also supported
by the obsenvation that holdmg potental modifies the
@ of the F-1 function tFig. 95 hoas also compauble
with the slow mactivation kinetios reported for achiss of
these currents (Surmeter o al 1991 Nisenbaum et al.
1994, Therefore. the present observiations suggest that
J-AP-sensitive conductances do phn a sigmificant rode
i nput indegration, even when the sumuli fs made up of
stow ramp depolarizations, as pyin o condinons. De-
poliizing epsodes much longer than s would be
needed 1o etude the escape of the transient outward cur-
rents.

However, in spite of the outward current predomi-
nance in the hist voltage trajectory, a role for inward
currents was also evident, Both -V counterclockwise
hysteresis (Fig. 3) and TTX reduction of slope-R
{Fig. 6F) suggest Na~ participation,

On the other hund. fast, Cd* ~-sensitive repolariza-
tions suggest caleium entry (Fig 48-Di They oceur
even in the absence of regenerative events (Fig. 481 Al-
so. when potisssiumy currents are blocked with 4.AP,
TTX-resistant Jocal responses and action potentls are
disclosed. They are aceompanied by fast repolarizations
and AHPs, Al these events are blocked by micromolar
Cd** and not by micromolar Niv 7. Therefore. they
should be produced by high voltage activated (HVAY
Ca” ~ currents {Bargas et al. 1991, 1994), The threshold
for Ca= " and Ca’ -dependent events is very near the
firng threshold for Na ™ achion potentials. Moreover,
they require stronger stimult than these needed to reach
the firing threshold tef, Figs. 48 und 3B). Theretore, their
contribution to the subthreshold response is difficult to
evitluate. Nonetheless. the lack of action of upamin dur-
ing depolarizing ramp vesponses (Fig. 7) sugeests that
the role of Ca*-activated currents is maily accom-
phished at suprathreshold voltage levels.

Note that changes in trajectory (eg. Fig. 3y during
the ramp responses do not exactly match  voltage
thresholds reported for described conductances usine
step-like stimulr or voltage-clump conditions 1 Bargas et
al. 1989 1991b: Surmeier et al. 198N, 1991 Nisenbaum
et al. 19940 This ts expected because Jurmg very slow
depolarizations all conductances act sequennally andin
concert. cach inltuenced by the others. Except for the



fret that physiologicat syaptc integration comes main-
I from dendrrtes. a stow ramp depolanzaton wonld
;"cprcacut more closely the physiologieat excitation that
these neurons exhibet m vivo,

In concluston, the present experiments investigated
the contrtbution of subthireshold conductatices dunng
respotses that mimicked the ming of physiotogical a-
tivation and compared them with traditional siep-like
responses. On the one hand, the resuits show that the
catrespondence of the [V plots obtamed by the twvo
methods was close enough to be confident that ramp
responses give o good wded of both Roand the simount
of rectification. On the other hand. on blockers v
denced that stow subthreshold responses might be svery
complex. At the very Jeist severad putassium and sodi-
um conductances contribute to these responses and.
thus. are likely o modify the trapstonmation of synaptic
inputs into firing of action poieniial trains.
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