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Resumen
Las aferentes glutamatérgicas comandan la actividad de las células espinosas medianas del
neoestriado. Diversos moduladores regulan Ia liberacion del glutamato en las sinapsis estriatales.
En este trabajo evaluamos si la actividad colinérgica presente en el neocestriado regula
presindpticamente la liberacion del neurotransmisor de las aferentes glutamatérgicas. Para tal
efecto empleamos la liberacién de neurotransmisor inducida por 4-aminopiridina (4-AP) en
presencia de bicuculina, un antagonista GABAérgico, para aislar el componente glutamatérgico.
En estas condiciones el agonista colinérgico carbacot (1uM), disminuys, la frecuencia de aparicién
de los eventos sindpticos espontaneos sin cambiar la amplitud media de los potenciales sinapticos
Lo cual sugirid que el efecto del carbacol era presinaptico. Para analizar que tipo de receptor
colinérgico se encuentra involucrado en la modulacién colinérgica empleamos el protocolo de
facilitacion sindptica por pulsos pareados (PPF) Los agonistas carbacol (IuM) y muscarina
{50nM)}, incrementaron fa PPF sin cambiar la resistencia de entrada de la célula postsinaptica,
indicando un efecto presiniptico. Este efecto fué revertido por atropina (1puM), galamina
(50-100nM), 3-ci-cloroimperialina (0.1-150M), 4-DAMP(0.5-50nM) y AFDX-116 (0.5~ 50nM).
La pirenzepina (0.5-1mM) no tuvo efecto presinaptico. El orden de potencia de los antagonistas
muscarinicos fué: 3-a-Cloroimperialine > 4-DAMP >AFDX-116 >galamina. Las IC,, de los tres
antagonistas mas potentes fueron: 0.65nM, 1.0nM,y 3nM respectivamente en tanto que los
coeficientes de Hill fueron 1.9, 1.4, 1.2 respectivamente. Dado que los coeficientes de Hill fiueron
mayores a 1 concluimos que mas de un receptor estd involucrado en la modulacién presinaptica
glutamatérgica. El AFDX-116 y el 4-DAMP son antagonistas M, y M, respectivamente y ninguno
de los dos tuvo un bloqueo del 100%. La cloroimperialina tuvo un bloqueo completo sin embargo,
su coeficiente de Hill fué cercano a 2 por lo que es posible que este firmaco ocupe ambos tipos de
receptores. Estos resultados sugieren que los receptores M, y M, participan en la modulacion
presinaptica de las aferentes glutamatérgicas en el estriado.
Asimismo, usando el protocolo de liberacion inducida por 4-AP, analizamos el tipo de canales
de calcio involucrados en lz liberacion de glutamato, encontrando que los canales tipo N y P/Q

son los involucrados en la liberacion de ncurotransmisor de las aferentes excitatorias al

neoestriado.



Summary

Cortical and thalamic glutamatergic afferents command GABAergic spiny neurons activity in
the neostriatum Cholinergic interneurons also affect spiny neurons activity We investigated
whether cholinergic neurons modulate glutamatergic synaptic transmission by using 4-AP induced
transmitter release and paired pulse synaptic facilitation (PPF). To isolate glutamatergic
trasmission, all experiments were carried out in presence of the GABA, antagonist bicuculline
{10uM). In about 50% of 4-AP neurotransmitter induced release experiments, 1pM carbachol
decreased synaptic potentials frequency without changing post-synaptic input resistance and
synaptic potentials median amplitude, suggesting that this effect is presynaptic and that not all
afferents are modulated. Muscarinic agonist carbachol (1uM) and muscarine (20nM) increased
PPE. To evaluate the receptor type involved on muscarinic presynaptic modulation, we used
several muscarinic antagonists in the presence of muscarine M, , antagonist pirenzepine did not
block muscarine effects. The administration of M, and M, antagonists, however, did block
muscarine effects with the following potency order; 3-a-Chloroimperialine > 4-DAMP
>AFDX-384 > Gallamine, Hill s coefficients for these antagonists were, respectively, 19, 1.4, 1.2,
sugesting the existence of more than one muscarinic receptor type in glutamatergic afferents Our
results thus suggest that M, and M, are the main muscarinic receptors involved in modulating
presynaptic glutamatergic transmission.

Selective toxins for different calcium channels were used to identify the calcium channel type
involved in glutamate release. 4-AP induced release showed that both N and P/Q channels are

involved in glutamatergic transmission in the neoestriatum.

it



1 Introduccién

El neoestriado forma parte de las estructuras que conforman los ganglios basales cuya
funcion esta relacionada con el control motor. Dado que esta estructura recibe la mayoria de las
aferentes a los ganglios basales, ¢l estudio de los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la
transmision sindptica entre estas aferentes y las neuronas neoestriatales, asi como los de la
modulacion sinaptica, es findamental para la adecuada comprensién de su funcionamiento. La
acetilcolina es uno de los moduladores intrinsecos del neoestriado, aunque la mayor parte de las
acciones ejercidas por la acetilcolina en este nicleo se desconocen. Se sabe, sin embargo, que las
células colinérgicas estriatales establecen conexiones con las neuronas espinosas medianas de
proyeccion, y que sus efectos se ejercen a través de multiples receptores locatizados en la preyla
postsinapsis. No obstante, ain se carece de evidencia convincente sobre las acciones presinapticas

de la acetilcolina sobre las terminales glutamatérgicas
En experimentos previos realizados en rebanadas de tejido cerebral, se ha inducido la liberacién
sinaptica de glutamato y GABA en el estriado utilizando la 4-aminopiridina (4-AP) un bloqueador
de canales de potasio. La liberacion sindptica inducida por la 4-AP y registrada en las neuronas
estriatales es dependiente de Ca™ y provocada por potenciales de accion La administracion de un
antagonista GABAérgico de los receptores GABA, como la bicuculina, bloquea los eventos
sinipticos producidos por la liberacion de GABA preservandose ¢l componente glutamatérgico
(Flores-Hernandez et al.,, 1994). Esta manipulacion farmacolégica permite evaluar los efectos de
moduladores sobre la frecuencia de los potenciales sinapticos glutamatérgicos La facilitacion
sinaptica por pulsos pareados, es otra manipulacion electrofisiologica ampliamente usada para la
evaluacion de la modulacidn presinaptica dependiente del influjo de calcio (Wu y Saggau, 1997).
Asi, en el presente proyecto estudiamos la modulacién colinérgica de las aferentes
glutamatérgicas al neoestriado. Utilizando el protocolo de liberacién de neurotransmisor inducida
por 4-AP, indagamos la existencia de la modulacion presinaptica colinérgica. Dado que el
bloqueo de la entrada de calcio es uno de los mecanismos propuestos a través deb cual los

moduladores presinapticos inhiben la liberacion del neurotrasmisor, analizamos también el tipo de



canales de calcio que median la trasmision glutamatérgica mediante el empleo de toxinas selectivas
para canales de calcio. Para identificar el tipo de receptor colinérgico involucrado en la
modulacién presinaptica, empleamos el protocolo de facilitacién sinéptica por pulso pareado

Nuestros resultados mostraron que las aferentes glutamatérgicas al neoestriado son
moduladas por agonistas musczrinicos La modulacién la gjercen a través de los receptores
muscarinicos tipo M, y M,. Sin embargo, es posible que no todas las aferentes contengan estos
receptores dado que usando el protocolo de liberacién inducida por 4-AP, no todas las aferentes
fueron moduladas

El empleo de toxinas selectivas para canales de calcio, mostraron que los canales de calcio
mvolucrados en la liberacion de neurotransmisor de las aferentes glutamatérgicas al neoestriado
son del tipo N y P/Q, en tanto que fos canales tipo L sdlo participan si la estimulacion es

supraumbral,



2 Antecedentes
2.1Ganglios basales

Los ganglios basales estan constituidos por un grupo de micleos derivados del cerebro anterior
entre los que se encuentran el nlcleo caudado, el putamen, el globo palido externo e interno, la
sustancia negra y el subtalamo. Todas estas estructuras establecen conexiones reciprocas, ademas
de tenmer conexiones con estructuras telencéfalicas, diencéfalicas y mesencéfalicas.
Anatomicamente, los ganglios basales son considerados como ¢l componente principal del sistema
extrapiramidal y regulan tanto la ejecucion de programas motores como la integracion de
programas cognitivos (Young y Penney, 1993, Lovinger y Tyler, 1996).

Los niicleos caudado y putamen conforman la porcion telencefalica de los ganglios basales
denominada necestriado En los primates la capsula interna separa anatOmicamente a ambas
estructuras, en tanto que en los roedores €l caudado y el putamen forman una sola estructura
(Albin et al , 1989, Gerfen, 1992, Parent y Hazrati, 1995).

Aferentes

La mayer parte de la informacidn proveniente de la corteza cerebral y del talamo alcanza
los ganglios basales a través del neoestriado (NE) (Young y Penney, 1993). Las fibras cortico- y
talamo-estriatales son de naturaleza glutamatérgica (Fonnum et al., 1981; Cherubini et al., 1988).
Ademas de estas aferentes, el necestriado recibe fibras dopaminérgicas provenientes de la
sustancia negra compacta (SNc¢) y del area ventral tegmental (VTA} y fibras serotoninérgicas de
los ntcleos del rafe dorsal.

Eferentes

La mayor parte de las células estriatales son neuronas GABAérgicas que envian aferentes a
la sustancia negra reticulada (SNr} y al palecestriado o globo palido Este ultimo, constituido

también por ncuronas GABAérgicas (Young y Penney, 1993}, conforma la principal fuente de

3



fibras eferentes de los ganglios basales. El globo palido se subdivide en dos regiones La primera
conocida como el globo palido lateral (GPL), envia proyecciones inhibitorias al NE, al globo
palido medial (GPM), a la SN, al niicleo reticular del tilamo y al micleo subtatdmico, Este dltimo
desarrolla conexiones reciprocas con el GPL, y recibe proyecciones directas de la corteza cerebral.
El GMP constituye la segunda region de! globo palido, y envia proyecciones inhibitorias conjuntas
con la SNr hacia ¢l tallo cerebral y a los nucleos ventrolaterales del talamo con algunas
proyecciones a los nilcleos, dorsomedial e intralaminares. Los nicleos ventro-laterales del talamo,
proyectan a las cortezas motoras primaria y suplementaria, Debido a sus relaciones anatémicas los
ganglios basales presentan 4 circuitos basicos:!) El circuito sensoriomotor o extrapiramidal que
participa en el refinamiento de la informacién motora de la corteza cerebral. 2) El circuito
ccuiomotor, involucrado en los movimientos oculares y sacadicos, 3) El circuito asociativo,
involucrado en el almacenamiento de la informacién y 4) El circuito limbico, involucrado en el
aimacenamiento de informacién y en funciones cognitivas (Lovinger y Tyler, 1996), La figura |
muestra Jas principales relaciones anatomicas y vias neuroquimicas que constituyen los ganglios

basales
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Fig. 1 Diagrama dc las aferentes y clerenies principales a los ganglios basales. Note Ia
compartamentalizacién de la entrada cortical haca ¢l nicleo estriado. Las células de proyeccién de los cstriosomas
proyectan hacia Ja sustancia ncgra compacia {(SNc) y reciben aferentes de clia Las células cspinosas medianas
localizadas cn la mairiz proyectan hacia la sustancia negra reticulada (SNr) y al globo palido interno (GPi) y
externo (GPe), E1 GPi proyecta hacia el talamo veniral lateral, y esie a su vez envia lerminales a regiones motoras
de la corleza. El GPe mantiene proyceciones reciprocas con ¢l niclco subtalamico (STN) quien a su vez proyecta
con la SNr. La SNr proyecta al tilamo ventral anterior (VA) y dorsomedial (MD). Estos nicleos proyectan hacia
rcgiones limbicas de la corteza. Tambicn se Hlustran los sistemas ncuroquimicos que participan en la mayoria de
estas vias, Ach (acctilcoling). DA (dopamina), Dyn (dinorfina). Enk (enccfatina) Glu (glutamato). GABA (dcido

y-amino-butirico). IL (nticleo intralaminar), NI (neurotensina), SP (sustancia Py (Modificada de Graybicl, 1990).



2.2 El Neoestriado

Como se menciond anteriormente, el neoestriado constituye la entrada principal a los
ganglios basales Esta dividido citoarquitectonicamente en dos compartimentos, estriosomas y
mairiz, que se di;tinguen con base en sus caracteristicas citoguimicas y relaciones anatomicas. Los
estriosomas, se caracterizan por contener neuronas ricas en neuropéptidos como la met-encefalina
vy sustancia P, asi como una conceniracidn alta de receptores a opiodes. Los estriosomas reciben
proyecciones de la corteza prefrontal, insular y la amigdala. La matriz, por otro lado, presenta
niveles altos de actividad de la enzima acetilcolinesterasa. La matriz recibe aferentes provenientes
principalmente de las cortezas somatosensorial, motora, y cingulada, asi como de los nucleos
wntralaminares talamicos (Graybiel, 1990; Goldman-Rakic y Selemon, 1990) No obstante que las
aferentes cortico-estriatales se encuentran segregadas en los estriosomas y en la matriz (Parent y
Hazrati, 1995), las aferentes dopaminérgicas cuyo origen se encuentra en diferentes grupos
neuronales mesencefalicos, proyectan sobre ambos compartimentos (Graybiel, 1990). Por otro
lado, las neuronas concentradas en los estriosomas proyecian principalmente a la SNc, mientras
que aquellas localizadas en la matriz proyectan hacia la SNr (Kawaguchi y Kubota, 1994), el GPM
y al GPL (Gerfen , 1992). Asimismo, se sabe que las células espinosas medianas de los parches y
la matriz se comunican entre ellas através de interneuronas (Kawaguchi y Kubota, 1994). Se ha
propuesto que este arreglo modular estriatal permite procesar e integrar eficientemente la

informacién motivacional (estriosomas) y la sensoriomotora {matriz) (Graybiel, 1990).



Citoarquitectura del neoestriadg

La poblacién neuronal que conforma el necestriado es heterogénea morfologica y
electrofisiologicamente. A la fecha, se han identificado un tipo de neurona de proyeccién, la
espinosa mediana (Kita et al , 1984, 1985b) y 5 tipos de intemneuronas { Kawaguchi et al., 1990).
Newronas espinosas medianas

Las neuronas espinosas medianas son células de proyeccion que constituyen arededor del
90-95 % de la poblacidn neuronal total del neoestriado. Sus cuerpos celulares miden de 12 a
20um de diametro. Estas células se caracterizan por tener una gran cantidad de espinas en las
dendritas distales al tronco principal (Wilson, 1990). Kawaguchi y cols. {1990) clasifican a las
neurcnas espinosas medianas en dos subclases con base en la morfologia y distribucion anatdmica
de sus colaterales axonicas. La subclase prevalente presenta colaterales axénicas restringidas a la
region de su campo dendritico neuronal El segundo tipo, menos comiln, presenta colaterales
axdnicas que se distribuyen ampliamente a lo largo del neoestriado (Kita et al, 1993, Wilson,
1993). No obstante estas diferencias anatomicas, ambos subtipos celulares liberan GABA como
neurotransmisor, y parecen ser capaces de co-liberar encefalinas {Gerfen, 1992) y sustancia P
{Jakab y Goldman-Rakic, 1996),
Caracteristicas electrofisiologicas de la nenrona espinosa mediana.

I vivo, las neuronas espinosas medianas muestran una frecuencia de disparo baja. No obstante,
pueden disparar trenes de potenciales de accién cuya duracion puede ser de 1.0 a 2.0 sepundos
(Wilson, 1990, 1993). Recientemente se ha observado que ¢l potencial de membrana de estas
células oscilan entre dos estados; uno hiperpolarizado (down state) y otro depolarizado (up state)
(Wilson y Kawaguchi, 1996) La presencia dc esta oscilacion depende de sus aferencias

excitalorias (ver adelante),



In vitro, las neuronas espinosas medianas muestran un potencial de membrana de -80 mV y un
umbral de disparo que se encuentra entre -40 y -30 mV (Bargas et al., 1988; Wilson, 1993). Su
relacion corriente voltaje no es lineal, debido a la existencia de una corriente entrante de potasio
dependiente de voltaje conocida como corriente de rectificacion entrante o anémala (Kita et al.,
1984; Bargas et al, 1988) Esta corriente se desactiva con la despolarizacién (Galarraga et al.,
1994} y es sensible al bario (Wilson, 1990), al cesio (Pacheco-Cano et al,, 1996), y al TEA (Reyes
et al, 1997) La inyeccion de corriente despolarizante a estas células, da lugar a una
despolarizacion lenta en forma de rampa que puede generar un disparo repetitivo de poca
adaptacion cuando se prolonga la duracion de la corriente inyectada. En esta despolarizacion lenta
existen conductancias idnicas dependientes de voltaje que regulan la adaptacién y el patron de
disparo de estas células (Bargas et al ,1989; Galarraga et al., 1989, Pineda et al.,1992),
Aparentemente una conductancia entrante Jenta de Na® resistente a cobalto y sensible a TTX es la
responsable de la despolarizacion lenta (Bargas, et al 1989) Seguido a la despolarizacion lenta, la
estimulacion prolongada produce una latencia para la aparicion del primer potencial de accién
(Bargas et al , 1989, Nisenbaum et al., 1994), debido a la activacién de una corriente transitoria de
K' (Kita et al , 1985, Bargas et al, 1989). Nisenbaum y cols. (1994) han propuesto que esta
corriente compite con las corrientes de Na' y Ca™, lo que explica la latencia para producir el
primer disparo Asimismo, la rampa generada por la despolarizacion lenta es dependiente del
tiempo,

Internenronas
Las interneuronas forman una pequefa proporcion del total de las células necestriatales.
De acuerdo a su morfologia y electrofisiologia s¢ han caracterizado 4 subtipos: interneuronas

gigantes colindrgicas no espinosas, interneuronas medianas no espinosas, interncuronas medianas



lisas con wvaricosidades, e interneuronas inmunoreactivas a calretinina, Ademas de estas,
recientemente se ha documentado la existencia de un subtipo de interneurona que parece tener
inmunoreactividad a colecistoquinina, al péptido intestinal vasoactivo, a la dopamina, a la
somatostatina, al neuropéptide Y, asi como a glutamato (Kawaguchi, 1993; Mori et al., 1994).

A la fecha, sin embargo, no se han hecho estudios anatomicos, ni electrofisioldgicos
detatlados de este tipo celular (Kawaguchi, 1993).

Interneuronas gigantes colinérgicas.

Las interneuronas gigantes colinérgicas representan menos del 3% de la poblacion
neuronal neoestriatal. Estas células poseen un soma que mide entre 50-60pm de diametro y
arboles dendriticos pobremente ramificados (Bolam et al,, 1984a). Comunmente, su axdn se
origina a partir de uno de los troncos dendriticos (Bolam et al.,, 1984a) y establece conexiones
SINELTicas aXOSOMAticas €5Casas y Contacios asimétncos axodendriticos mas zbundantes {Bolam et
al., 1984b). Las colaterales axonicas forman plexos abundantes en Ia matriz y su blanco principal
son las neuronas espinosas medianas (Kawaguchi, 1993, Bolam et al , 1984a).

In vivo, las interneuronas gigantes colinérgicas muestran disparo espontaneo (2-10Hz) y
un potencial de reposo cercanc al umbral de disparo. La proximidad del potencial de reposo al
umbral de disparo sugiere que la activacién de este tipo de célular requiere de la estimulacion y
reclutamiento de pocas fibras aferentes (Wilson, 1990). In vitro, se ha documentado que estas
células muestran un pospotencial prolongado (Kawaguchi, 1993) y una corriente cationica muy
pronunciada. Dicha corriente es activada por la hiperpolarizacion (/, ) y su desarrollo es
tiempo-dependiente Esta caracteristica le permite a la célula responder con un disparo ténico, vy

responder a entradas sinapticas breves (i.e. potenciales sinapticos) (Kawaguchi et al., 1995}



Las interneuronas medianas:
a) Interneurona GABAérgica mmunoreactiva a Parvalbiimina.

Las interneuronas gabagrgicas inmunopositivas a parvalbimina constituyen el 3 al 5% del
total de las células neoestriatales Estas células poseen un soma de 20-30 um de didmetro y
dendritas varicosas que se extienden de 200-300um de! cuerpo celular, Sus axones presentan un
gran nimero de colaterales con distribucion local, lo que permite el desarrollo de una amplia red
de interconexiones (Kita, 1993). Establecen contactas simétricos con somas y troncos dendriticos
de neuronas locates

In wifro, las interneuronas GABAérgicas inmunoreactivas a paralbimina presentan un
disparo rapido de duracion corta y un pospotencial corto. En respuesta a la inyeccion constante de
corriente, responden con disparos de alta frecuencia y escasa adaptacion. Este tipo de
interneurona se encuentra tanto en la matriz como en los estriosomas, y se ha propuesto que
inhiben la actividad de las neuronas espinosas medianas (Flores-Herndndez et al, 1994;
Kawaguchi et al , 1995).

b) Interncurona GABAérgica inmunoreactiva a (airetimna:

Las interncuronas GABAérpicas inmunopositivas a calretinina son interneuronas medianas
sin espinas localizadas en la region rostral medial del estriado Hasta el momento se desconocen
sus caracteristica electrofisioldgicas.
¢) Imternenronas que contienen somatostating, newropeptido ¥y dxido nitrico sinletasa:

Estos tipos neuronales representan en conjunto del 1-2% del total de las células estriatales.
Su soma mide de 12-251un y presentan arboles dendriticos pobremente elaborados distribuidos
espacialmente tanto en 10s estriosomas como en la matriz Sus axones son largos con colaterales

distribuidas sobre la region ocupada por las arborizaciones dendriticas Estas neuronas cstablecen
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contactos con las neuronas espinosas medianas, y reciben aferentes corticales (Kawaguchi et al.,
1995}, Estudios electrofisiologicos in virro, han mosirado que estas células presentan una
despolarizacion persistente, asi como espigas de bajo umbral dependientes de calcio junto con
espigas rapidas de sodio (Kawaguchi, 1993).

Inervacién cortical y taldmica en el neoestriado.

En el estriado existe una convergencia masiva de aferentes glutamatérgicas provenientes de
la corteza cerebral (Calabrest et al., 1996), asi como de los micleos intralaminares y parafascicutar
del tatamo (Parent y Hazrati, 1995). Esta transmision glutamatérgica comanda la actividad de las
células estriatales.

Las proyecciones corticoestriatales provienen de las capas granular e infragranular de la
corteza, la mayoria de estas aferentes proyectan topograficamente al estriado. Las cortezas de
asociacion proyectan sobre la regién rostral del putamen, asi como sobre el cuerpo y cola del
caudado. Las regiones sensoriomotoras de la corteza, proyectan sobre el caudado dorsolateral y a
la regidn postcomisural del putamen. La informacion limbica llega al nucleo acumbens, al caudado
ventral y a la parte profunda del tubérculo olfatorio.

Este arreglo anatémico sugiere que la informacién cortical llega a los ganglios basales a través
de circuitos sensoriomotores asociativos y limbicos organizados en paralelo (Alexander et al.,
1986). Asi, existe una convergencia cortical dentro del estriado en donde dos areas corticales
pueden compartir la misma region sobreponiéndose (Parent y Hazrati, 1995). Las terminales
corticales se arborizan en dominios restringidos (ver Fig. 2) de los campos dendriticos de las
neuronas estriatales localizadas tanto en estripsomas como en la matriz (i.e. sinapsis de paso)
(Parent y Hazrati, 1995). De este modo las sinapsis cortico- y talamo -estriatales se establecen,

respectivamente, con la cabeza de las espinas dendriticas v con la parte distal de la arborizacidn
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dendritica de las neuronas espinosas medianas (Smith y Bolam, 1990). Ambos tipos de aferentes
forman sinapsis asimétricas (ver adelante) con las neuronas espinosas medianas (Smith y Bolam,
1990; Parent y Hazrati, 1995). A pesar de que la entrada cortical hacia el estriado es masiva, se
cree que una célula estriatal recibe pocos botones corticales, maximo 4 y en promedio 1 (Somogyi
et al, 1981} Las aferentes corticales también inervan a las imterneuronas (GABAérgicas,
estableciendo con ellas contactos simétricos (Kawaguchi v Kubota, 1994), Mientras que las
aferentes corticales inervan principalmente a las células espinosas medianas las aferentes talamicas
lo hacen sobre las interneuronas colinérgicas (Smith y Bolam, 1990)

Influencia excitatoria e inhibitoria en el neoestriado

La activacidn de las aferentes corticales producen cambios sobre el potencial de membrana
de las células estriatales. E! curso temporal de estos cambios es semejante al de las
depolarizaciones e hiperpolarizaciones espontaneas de ias células espinosas medianas. Cuando ias
depolarizaciones de las aferentes corticoestriatales alcanzan el umbral de disparo, activan a las
células espinosas medianas mediante fa liberacion de glutamato. Se piensa que la inhtbicion
recurrente es la responsable del bajo grado de disparo de las neuronas neoestriatales (Wilson y
Groves, 1981), pues se ha demostrado in vivo e jn vitro que estas células son esencialmente
silentes (Wilson, 1990, De Long 1990) presentando la mayor parte del tiempo un potencial de
membrana hiperpolarizado (Wilson 1993) [n wivo estas células presentan oscilaciones entre dos
estados de actividad uno de hiperpolarizacion v otro de excitacion (Fig.3). Esta actividad se
acompafia de un incremento en ei ruido sindptico que es seguida de un periodo de
hiperpolarizacion (Wilson y Kawaguchi, 1996} Se ha planteado que las propiedades sinapticas
causan esta oscilacion (Calabresi et al., 1990a) El comportamiento oscilatorio sin embargo, s6lo

se ha observado en registros con ¢l animal integro, y se requiere de la integridad de {a entrada
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excitatoria proveniente del talamo y de la corteza (Wilson y Kawaguchi, 1996). Por otro lado,
estas células poseen conductancias de potasio que mantienen ¢l potencial de membrana negativo
(Bargas et al., 1988; Calabresi et al., 1990b, Nisembaun et al., 1994), un alto umbral de disparo, y
baja resistencia (Wilson, 1990). Ademas la activacién de las interneuronas GABAérgicas por las
aferentes corticales inducen la inhibicion mediada a través de los receptores GABA, de las
neuronas espinosas medianas. Las células espinosas medianas tienen a su vez interacciones
inhibitorias reciprocas a través de sus colaterales, las cuales se establecen entre los axones y los
troncos de las espinas dendriticas, los somas o los segmentos iniciales de otros axones de las
neuronas espinosas medianas localizadas en la vecindad. Este proceso de inhibicion se activa
solamente cuando las células de proyeccién se activan (Kawaguchi y Kubota, 1994). Debido a
todo esto, se requiere de la sumacion temporal y/o espacial de las aferentes excitatorias para lograr
que las células estriatales alcancen su umbral de disparo Asi, las entradas excitatorias representan

la principal fuente despolarizante de estas células {Calabresi et al., 1996)
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Fig. 3 Oscilaciones del potencial de membrana de tas neuronas espinosas medianas,

El potencial de membrana de cstas células registradas 1 vivo. presenta dos estados, uno hiperpolarizade
(-86 a -90 mV} y uno depolanzado {-55 a -60 mV). Estas fluctuaciones membranales son la respucsta a Jas
afcrentes excitatorias que Hegan al ndcleo neoestriado (Tomada de Wilson y Kawaguchi. 1996).
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2.3 La transmision sindptica en el neoestriado
Generalidades de la sinapsis

La sinapsis es el sitio especializado de comunicacién entre las neuronas. La uniones
sinapticas se han clasificado de distintas maneras de acuerdo a criterios anatomicos, fisiolégicos v
neuroquimicos. Asi, histolégicamente las sinapsis pueden ser axo-somaiticas, axo-dendriticas, y
axo-axoénicas de acuerdo a los tipos de elementos anatdmicos pre-y postsindpticos asociados.
También pueden ser clasificadas como asimétricas o de tipo I y simétricas o de tipo Il si, 2 nivel
ultraestructural, muestran simetria o asimetria en la disposicion de las densidades sinapticas.
(revisado en: Zimmerman, 1993; Hammond, 1996a)

Desde un punto de vista anatomofuncional las sinapsis pueden clasificarse como eléctricas
y quimicas Las sinapsis eléctricas se caracterizan presentar continuidad citoplésmica a través de
uniones estrechas formadas por canales constituidos por conexinas. Esta unién permite el
acoplamiento eléctrico uni- o bidireccional inmediato entre las células pre- y postsinaptica (ver
Nicholls et al., 1992},

Las sinapsis quimica, por otro lado, posee una hendidura sinaptica y requiere de la
secrecion de sustancias de sefializacion conocidas de manera genérica como neurotransmisores,
Las sinapsis quimicas muestran asi un retardo sinaptico cuya duracién depende del tiempo que
tarda el neurotransmisor en ser liberado y difundir a través de la hendidura sinaptica para
finalmente alcanzar a su receptor situado en la membrana postsinaptica y activarla (revisado en
Hammond, 1996a). Con base en la velocidad de transmisidn y en el tipo de receptor que media los
efectos postsinapticos del neurotransmisor, las sinapsis quimicas se conocen como rapidas y
lentas. En las primeras, el neurotransmisor se une a un receptor acoplado a un canal iénico (i e.,

receptor ionotrdpico) En las segundas, el neurotransmisor se une a un receptor acoplado a
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proteinas transmembranales (i.e., receptor metabotropico) las cuales desencadenan una serie de
eventos de transduccion intracelular (i.e.activacion de la hidrélisis de fosfoinositidos, activacién de
la enzima adenilato ciclasa o del metabolismo del 4cido araquidénico) que, como una de sus
respuestas finales, modulan la actividad de uno o varios canales iénicos. En cualquiera de los dos
casos, la unién del neurotransmisor a sus receptores postsinipticos causa la apertura de canales
idnicos generando asi un cambio en el potencial de membrana de la célula postsinaptica
acercandola o alejandola de su umbral de dispare Las conductancias idnicas activadas vy la
respuesta final de la célula postsiniptica dependera del tipo de receptor postsindptico (revisado en
Nicholls, 1994, Zimmerman, 1993: Jonhston y Wu, 1995).

Interacciones sinapticas en el estriado.

Las imnteracciones sinapticas rapidas en el neoestriado se establecen, entre las aferentes
glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral (Cherubini et al., 1988, Wilson, 1990} v de los
nicleos intralaminares del talamo con las células espinosas medianas Por otro lado, éstas altimas
establecen conexiones reciprocas GABAérgicas ente si (Groves, 1983; Kita et al., 1985; Jiang y
North, 1991, Nisenbaum et al., 1993). En estudios in vivo, la activacion de las aferentes corticales
0 talamicas produce potenciales sinapticos excitatorios seguidos de un potencial sinaptico
inhibitorio en las células espinsas medianas (Buchwald et al., 1973). In vitro, la estimulacién
estriatal provoca potenciales sindpticos excitatorios (EPSPs) que se eliminan al redugir el Ca*, al
incrementar el Mg¥, o en presencia de cobalto y TTX, indicando que son wmediados
sinapticamente {(Misguel et al., 1982; Cherubini et al., 1988; Calabresi et al ,1990b) Las sinapsis
rapidas  glutamatérgicas estan mediadas por 3 tipos de receptores  ionotropicos  los
o-amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazole-4-propionato  (AMPA),  los N-Metyl-D-Aspartato

(NMDA) y los sensibles a acido kainico (Dingledine y McBain, 1994), en tanto que las sinapsis
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Mecanismos involucrados en la fiberacion del neurotransmisor

alLiberacion cudntica del neurotransmisor.

Los primeros estudios realizados para entender los mecanismos que subyacen a la
transmision sinaptica se realizaron en las sinapsis colinérgicas de la placa neuromuscular de la
rana En esta preparacion se observd que la estimulaciéon de la terminal nerviosa induce una
respuesta postsinaptica. Sin embargo, en algunas ocasiones durante ef registro, aparecian
respuestas pequefias (ie., potenciales sinapticos) en ausencia de estimulacion, e incluso en
presencia de tetrodotoxina (TTX), un agente que bloquea a los canales de sodio La amplitud de
estos eventos era de aproximadamente 0.4mV. El analisis estadistico de las fluctuaciones
observadas en la amplitud de los potenciales sindpticos de [a placa neuromuscular, sugirid que el
neurotransmisor se liberaba en unidades que se denominaron cuantos (revisado en: Kuno, 1995)
Al mismo tiempo, se describié que el neurotransmisor se almacenaba en vesiculas que se
encontraban en la terminal sindptica, proponiéndose que Iz amplitud de la respuesta sindptica era
proporcional a Ia cantidad de cuantos de neurotransmisor liberados. Los parametros estadisticos
considerados iniciaimente para analizar los eventos sindpticos fueron. el nimero maximo de
cuantos disponible (n) cuando el potencial de accion depolariza a la terminal sinaptica, la
probabilidad de liberacion () de cada uno de ellos en presencia de la despolarizacién, y el
promedio de cuantos liberados {m) en cada evento. Para Katz y del Castillo, et valor de p debia ser
igual para cada vesicula y m debia ser igual a » veces p (m=np). Sin embargo, no todas las
vesiculas tienen la misma probabilidad de liberacion por unidad de tiempo. La probabilidad de
liberacion en el sistema nervioso central es, por gjemplo, muy baja Ademis fa amplitud del
potencial sindptico podria también reflejar las propiedades y la distribucion de los receptores

postsinapticos No obstante estas objeciones, el primer acercamiento experimental sugirio que un
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potencial sinaptico era la suma de los cuantos liberados (revisado en: Zimmerman, 1993; Kuno,
1995). Hoy en dia ain se debate si los factores que determinan el contenido cuantico son #y p, o
bien ia sensibilidad y disposicidn de los receptores postsinapticos.
b) Participacion del calcio en la liberacion de neurotransmisores: la exocitosis

Las vesiculas que contienen neurotransmisores como el glutamato se encuentran asociadas
a elementos del citoesqueleto de la célula en la terminal sinaptica. Para que la molécula contenida
en la vesicula se libere, se requiere de un potencial de accién que despolarice a la terminal
presindptica. Una vez despolarizada, el cambio del potencial de la membrana conduce a la
activacion o apertura de canales de Ca® dependientes de voltaje. La apertura de estos canales
resulta en la entrada de Ca™ al interior celular, lo que conduce a la liberacién del neurotransmisor.

En 1973, Miledi demostrd que |2 administracion de calcio dentro de {a terminal sinaptica
provocaba la liberacidn de neurotransmisor € incrementaba la deplecion de las vesiculas sinpticas.
Se documenté que la cantidad de calcio que entra en la terminal es proporcional a la intensidad de
corriente utilizada para estimular a la terminal sindptica y que la amplitud del potencial sinaptico
incrementa dependiendo de la concentracion extracelular de calcio (revisado en Kuno, 1993).
Ademas se mostré que el calcio entra a la terminal a través de canales dependientes de voltaje
activados durante la despolarizacion, sugiriéndose que estos canales debian de encontrarse en la
terminal sinaptica (Llinas, 1992a). En el reposo las concentraciones intracelulares de calecio son
bajas (0 1uM) Sin embargo, cuando un potencial de accion despolariza ta terminal presinaptica, la
entrada masiva de calcio incrementa la concentracidn intracelular de este ion (Llinds et al., 1992b),
Debido al periodo tan corto existente entre la entrada de calcio vy la liberacion del neurotransmisor,
s¢ ha sugerido que los canales de calcio deben encontrarse muy cerca del sitio de liberacién, De

hecho, se ha descrito que et incremento de calcio en la terminal se localiza en sitios cercanos a los
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de liberacion del neurotrasmisor. La entrada de calcio forma "microdominios” en los que la
concentracion del mismo se incrementa a 100 pM durante la despolarizacion (Llinas et al., 1992¢.

Hasta el momento se han descrito cinco subtipos de canales de calcio en las terminales;
los tipos N, L, P (McCleskey, 1994), Q (Wheeler et al., 1994; Tareilus y Breer, 1995) y R (De
Waard et al., 1996). Los dos 0ltimos, en compaiiia del canal tipo P, parecen pertenecer a una
subfamilia de canales cuya diferencia radica en la afinidad farmacologica que muestran por
o-toxinas (Olivera et al., 1994; Huang et al., 1996; Wheeler et al., 1996). E! empleo de toxinas
selectivas para cada uno de los subtipos de canales de calcio produce Ja inhibicion en la liberacion
de neurotransmisor y disminuye los potenciales sinapticos dependientes del impulso nervioso
{Verhage et al,, 1994, Tareilus y Breer, 1995). La mayoria de las toxinas empleadas para bloquear
Ya actividad sinaptica dependiente de calcio siempre dejan actividad sinaptica remanente (Bindokas
et al, 1991, Wu y Saggau, 1995), sugiriendo que varias subclases de canales de calcio participan
durante Ja liberacién del neurotransmisor (Reuter, 1995; Wu y Saggau, 1995; Reid et al., 1997)
En apoyo a lo anterior, algunos estudios Mevados a cabo en diferentes estructuras nerviosas
muestran que el bloqueo combinado de diferentes toxinas permite abolir irreversiblemente la
actividad sindptica (Verhage et al., 1994).

Recientemente se ha sugerido que la liberacién de distintos neurotransmisores esti
acoplada a diferentes canales de calcio.  Asi, se ha visto que en algunos casos la liberacion de
aminoacidos es resistente a dihidropiridinas y a w-conotoxina GVIA que bloquean canales tipo L y
N, respectivamente, pero es sensible 2 agatoxinas que bloquean canales de calcio tipo P y Q
(Jackson y Usherwood, 1988; Turner et al., 1992). Se ha documentado que la w-conotoxina
GVIA bloquea la liberacion de glutamato (Gruner ySilva, 1994), acetilcolina y de moduladores

como la noradrenalina (Boehm y Huck, 1996), dopamina y serotonina (Nicolls, 1994), en tanto
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que la o-agatoxina bloquea la liberacion de GABA (Santos et al , 1995). Finalmente, los canales

tipo L parecen participar en la liberacion de neuropéptidos { Perney et al., 1986, Trifaro y Vitale,

1993; Verhage et al., 1994)

En la tabla I se resumen los tipos de canales de calcio que se han descrito, asi como el tipo

de propiedades que presentan.

Tabla i1

Canales de calcio dependientes de voitaje *

Propiedades y T L N P R Q
Farmacologia Bajo umbral |Alio umbral |Altoumbral jAloumbral |Alio umbral
Umbral de ~70mV -40 a -20mV |-30mV -40mv -40mV ?
activacion
Umbral de -110 a-50mV |60 a-10mV  {-120 a-30mV |? -110 a~40mV |-120a-30mV
Lnactivaccidn
Conductancia de! |7-10 pS 11-25pS 10-22p8 9-19pS 14pS ?
canal
Tiempo de 0.5a2ms 0.5a10ms {0.7al.5ms <ims Y ?
apcriura
Dihidropiridina  [>10uM Kd<37TaM  [>10mM >10uM >10uM ?
Fenilalquilaminas |>50pM <10pM >10mM 7 *

[Benzodiazcpinas {>10uM Kd<lpM >10mM ? ?

FTX - si
w-GgTx GVIA  |>5pM 1M Kd=0.7-30nM |>3uM >5puM 1
w-CgTx MVIIC  [>5uM >10pM Kd=1-10mM |Kd<luM >3pM si

Fo-Aga VA >200nM >200nM >800nM Kd=2-10nM |>100nM si
(D'Agﬂ A >i00nM Kd=inM Kd=1oM <Kd=0.5nM |7 nM
Cd™ Kd>30pM  |Kd=1.5uM  jKd=lmM Kd? Kd=fuM si
N Kd<dopM  |Kd=230uM |Kd=270mM  |Kd? Kd=65uM |7 |
Modulados pot + + ¥ + ? 1
protcinas G

*Modificada deVerhage et al,, 1994; Olivera ¢t al., 1994; Miljanich ¥y Ranachandran, 1995;Tarcilus‘_v

Breer, 1995; De Waard et al,, 1996
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c) Anclaje, fusion y liberacion

En la terminal sinaptica, las vesiculas se anclan al sitio de liberacion del neurotransmisor a
través de interacciones establecidas entre proteinas de la membrana vesicular y de la membrana
plasmatica (sintaxina, sinaptobrevina, sinaptotagmina, y neurexina). Estas interacciones son
sensibles al incremento de calcio de la terminal sinaptica (Sollner y Rothman, 1994; Littleton y
Bellen, 1995). Se cree que la fusion de la vesicula con la membrana celular se lleva a cabo por el
establecimiento de un poro entre las dos membranas z través de una proteina intrinseca de la
membrana, denominada sinaptofisina o p38. Esta proteina forma un canal parecido al observado
en las uniones estrechas (De Camilli y Jahn, 1990; Gotow, 1992; Catsicas et al.,, 1994). Ademas
del grupo de vesiculas directamente asociado con la membrana presinaptica, se ha sugerido que
existe un reservorio de vesiculas acoplado al citoesqueleto de la célula a través de una
fosfoproteina conocida como sinapsina 1 (Trinfaro y Vitale, 1993). Este reservorio puede ser
usado en liberaciones subsecuentes cuando se depletan las vesiculas sinapticas localizadas en el
sitio activo, o bien, si la estimulacion es de alta frecuencia, se induce el movimiento de las
vesiculas sinapticas que se encuentran unidas al citoesqueleto de la célula en el sitio vesicular de
reserva, hacia el sitio activo. En su conjunto, a este proceso se le conoce como exocitosis y en
cada uno de sus pasos se involucran proteinas sensibles a calcio (Janh, 1994, Sollner y Rothman,
1994; Sudhof, 1995)

Asi. durante la liberacidn del neurotransmisor, se observa un acoplamiento entre los
mecanismos responsables de regular ef trafico vesicular y aquellos responsables de permitir la
liberacion del neurotransmisor y su remocion de la hendidura sinaptica (Thomas y Almers, 1992).

Una vez liberado, et neurotransmisor difunde a través del espacio sinaptico hasta alcanzar

la membrana postsiniptica y unirse a sus receptores
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2.4 Moduiacién de la sinapsis.

Distintas células muestran diversas conductancias para cada uno de los iones que
participan en la transmision sinaptica. Asi, el patrén de disparo de las células nerviosas resulta de
la combinacién de ellas

Las propiedades de los canales idnicos que participan en la despolarizacién y
repolarizacién de la terminal presindptica, asi como aquellas de los canales localizados en Ia
neurona postsindptica pueden ser moduladas. La modulacion involucra cadenas de sefializacion
intracelular que participan en la comunicacién celular. De estas ultimas, se han estudiado
ampliamente las vias asociadas a proteinas transmembranales conocidas como proteinas G.
Existen por lo menos 16 tipos de proteinas G acopladas a mas de 100 tipos de receptores. Las
principales cadenas de sefializacion acopladas a estas proteinas son responsables de activar e
inactivar sistemas de segundos mensajeros asociados a las enzimas adenilato ciclasa, fosfolipasa C
y fosfolipasa A, En la presinapsis, estos mecanismos modulan la duracion de un potencial de
accién, la cantidad de Ca™ que entra a la terminal y, por consiguiente, la cantidad de
neurotransmisor que es liberado en relacion a cada impulso nervioso. En la postsinapsis, estos
sistemas modulan la excitabilidad de la membrana cambiando las propiedades de los canales
ibnicos que generan el patrén temporal del disparo neuronal.

La modulacién es un proceso que involucra cambios en la dependencia al voltaje, en las
conductancias iénicas, en la disponibilidad de los diferentes canales, y por lo tanto en el tipo de
disparo y en la forma del potencial de accion (Hitle, 1992).

Debido a que 1a activacion de receptores acoplados a proteinas G induce la activacion o

inhibicion indirecta de canales iénicos, a [os mensajeros quimicos asociados a este mecanismo de
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transduccién se les han Hamado nenromoduladores (revisado en Nicholls, 1994, Zimmerman,
1993).
Modulacion presindptica de la liberacion del neurotransmisor.

Una de las primeras evidencias acerca de la existencia de modulacién de Ia liberacién de los
neurotransmisores en el sistema nervioso central fue obtenida en preparaciones de la médula
espinal  En ellas, la estimulacion de aferentes sensoriales axo-axénicas sobre las aferentes
sensoriales la reducia Ja amplitud de los EPSPs provocados por la estimulacion de estas ltimas.
Este cambio fue observado sin modificaciones electrofisiologicas de las motoneuronas, por lo que
se concluyd que se debia a un proceso de inhibicion presinaptica. Asi, se postuld que para que la
inhibicién presinaptica se llevara cabo, debian cumplirse al menos dos condiciones: Primero, que
hubiera una disminucién en la cantidad de neurotransmisor liberado. Segundo, la existencia de
receptores localizados en !a misma terminal nerviosa, capaces de mediar los cambios en la
disponibilidad del neurotransmisor (revisado en Kuno, 1995).

En la decada de los 70°s se reporto la presencia de receptores presinapticos que reguliaban
la liberacion del neurotrasmisor, ademas de aquellos receptores postsindpticos responsables de
transducir la respuesta sinaptica. En 1980, Langer reporté la presencia de a-adrenoreceptores en
terminales noradrenérgicas, responsables de controlar la liberacion calcio-dependiente del
neurotransmisor De este modo, se sugirid la existencia de un mecanismo de retroalimentacion
negativa mediante el cual la célula regulaba su liberacion, pues 1a estimulacion de autoreceptores
a-adrenérgicos de la terminal inhibia 1a liberacion de noradrenalina También se documentd que la
respuesta farmacologica a la estimulacidn de receptores presinapticos era diferente de aquelia

observada al activar los receptores postsinapticos. Posteriormente, Majewski (1983) observé que
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los receptores (-adrenérgicos presinapticos incrementaban la liberacidén de noradrenalina. Mas
tarde se encontraron autoreceptores en células dopaminérgicas ( Langer, 1980, 1997).

Un hallazgo importante fue la presencia de receptores presinapticos para un tipo de
neurotransmisor distinto a aquel liberado por la célula, a este tipo de receptor se¢ le denomind
heteroreceptor (Langer y Arbilla, 1981, Scholz, 1993). Por ejemplo, en las sinapsis rapidas
glutamatérgicas ademds de la modulacion mediada por receptores glutamatérgicos metabotropicos
(mGluRs) (Schrader y Tasker, 1997), hay modulacién por receptores serotoninérgicos
(Shupliakov et al., 1995), receptores A, de adenosina (Dittman y Regehr, 1996), y receptores
dopaminérgicos (Van den pol et al., 1996). Las sinapsis GABAérgicas pueden ser moduladas por
receptores GABA,, GABA, (Floran et al., 1988), mGluRs (Schrader y Tasker, 1997), y
receptores a sustancia P (Jakab y Goldman Rakic, 1996), entre otros.

Mecanismos de la modulacidn presindptica

En la tabla II se resumen algunos de los mecanismos descritos para los principales
neuromoduladores presinapticos

Se han descrito distintos mecanismos mediante los cuales los moduladores disminuyen la
liberacién del neurotransmisor, por ejemplo el GABA vy el carbacol (agonista muscarinico) inhiben
fos canales de calcio (Zoltay y Cooper, 1990) en la terminal sindptica, mientras que otros como la
cloroadenosina (Zoltay y Cooper, 1994) activan canales de K' (Wu y Saggau, 1997). Finalmente
se han descrito moduladores que actuan directamente sobre la maquinaria intracelular encargada
de la liberacion (Capogna et al., 1996: Stanley y Mrotznik, 1997).

Los sistemas de sefializacidn involucrados en estas acciones se relacionan con las cascadas
de sefalizacion del dcido araquidonico (Zoltay y Cooper, 1994), de la PKC (Zamponi et al.,

1997), de la PKA (Capogna et al, 1995), y de la fosfatasa 2B (Victor et al., 1995), entre otros.



Los receptores involucrados en la modulacion presindptica, estin en la mayoria de las
veces, asociados a diferentes proteinas G (ver tabla I} y generalmente inhiben la liberacién del
transmisor (Fang et al., 1994). Existen, sin embargo, receptores como los nicotincos, no ligados a
proteinas G que incrementan la liberacion del neurotransmisor debido a su permeabilidad a Ca™
{Alkondon et al., 1996; Lena y Changeux, 1997).

La inhibicién de los canales de Ca®™ podria decrementar ¢l influjo de este catién a la
terminal, reduciendo asi, la disponibilidad para desencadenar el mecanismo de exocitosis. La
activacion de canales de K* reduce la duracion del potencial de accidn, en consecuencia se reduce
la activacidon de canales de calcio dependientes de voltaje. Sin embargo, la reduccion del influjo de
calcio, no puede explicar totalmente la inhibicion de la liberacion del Neurotransmisor, que también
ocurre con la liberacion espontinea. Ademas, es posible que cada neuromodulador use diferentes
mecanismos para afectar la liberacién del neurotransmisor {Schulz, 1993).

En resumen, la inhibicion presinptica de la liberacion del neurotrasmisor sirve para

prevenir la liberacion excesiva de neurotrasmisor y asi ajustar Ia eficacia sindptica.
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TABLA II

Moduladores presindpticos y sus mecanismos

Modulador  [Receptor {Estruciura Tipo de proteina G {Mensajero Canal o proceso modulado ﬂ
intracelular
GABA GABA, Hipocampo G-sensible a PTX PKA Ca* tipo"N" (Dutar y Nicoll,
1993; Gruner y Sllva, 1994)
G-insensible PTX
PKC K
Magquinaria de liberacion
Cercbelo {Thompson y Gahwiler, 1992,
Corteza Lambert y Harrison, 1993;
cerebral Dittynan y Regehr, 1996)
Méduta espinal Ca* {Zoltay y Cooper, 1994)
Ca® (Levtov ct al., 1988)
fIGIutamato mGluRs Estriado G-sensibic a PTX PKC Ca® tipo"N* (Lovinger y
Lambert, 1993, Swartz et al.,
1993} P/Q (Takahashi ¢t
al.,1996)
K-
Ko ?
Macquinaria de liberacion
Corteza (Lovinger y Lambert,1993)
(Herrero et al,, 1996)
Adenosina  [A, Hipocampo G-acoplada al canal |PKC ? K
G-sensiblea PTX ?
Estriado AMPc ? Ca® (Lupica y Dunwidie, 1993)
P/Q (Ambrosio et al., 1996)
ACh M, Hipocampo G-insensible a PTX 7{PKC ? 7 (Zamponi et al,, 1997)
M, Corteza, GMP ? (Vannuchi y Pepen, 1993; Ries ct
Estriado y al., 1996, Re ¢t al ,1993)
Unién AMPc Ca™
neuromuscutar K’
M, Estriado IP/DAG
M, Cornteza
Opioides " G-sensible a PTX ? K’ (Thompson ¢t al., 1993b)
K “ ow - Ca¥ "N YK
& ? Ca® y K (JolmsonyNorth,1993)
Som NK, Hipocampo K GMPe (Scharfinan, 1993)
GiiGo Ca®* (Bochms yBetz, 1997)
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La neuromodulacion _en el neoestriado.

Como se menciond previamente, dadas las interacciones celulares que existen en el
neoestriado, las sinapsis rapidas son sujetas a la accién de neuromoduladores que se unen tanto a
receptores GABAérgicos (GABA,; Mitchell, 1980, Nisembaum et al, 1993), glutamatérgicos
metabotropicos (Lovinger et al , 1993, Stefani et al,, 1994), purinérgicos (A, Mori et al., 1996),
colinérgicos muscarinicos (Dodt y Misgueld, 1986; Malenka y Kocsis, 1988), dopaminérgicos (D,;
Hsu et al, 1995; Flores-Hernandez et al., 1997) y peptidérgicos. De especial interés han sido los
sistemas muscarinico y dopaminérgico debido a que su alteracion conduce a trastornos motores
(DeLong, 199G)

Modulacion Dopaminérgica

Las aferentes dopaminérgicas a las células neoestriatales provienen de la substancia nigra
parie compacta La aplicacion de dopamina sobre el neoestriado cambia el potencial de membrana
y la resistencia de la célula, produciendo un decremento en el disparo neuronal (Calabresi, 1993;
Akaike et al,, 1987) y un aumento en la rectificacion anomala (Wilson, 1990).

Estudios  farmacologicos han revelado la presencia de dos tipos de receptores
dopaminérgicos en el estriado, los D, y los D,. Ambos tipos de receptores estan presentes en las
neuronas de proyeccion (Gerfen et al,,1992). Por otro lado, existe evidencia indirecta de que las
terminales de las aferentes glutamatérgicas corticoestriatales poseen receptores D, (Guido et al
1988). Por lo que se ha sugerido que los agonistas dopaminérgicos D, podrian controlar la
liberacion de glutamato en las terminales corticoestriatales (Calabresi et al.,, 1993; Di Chiara y

Morelli, 1993; Flores Hernandez et al., 1994; Hsu et al., 1995).
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Modulacion Colinérgica

El aporte colinérgico en el neoestriado esta dado por las interneuronas gigantes que se
encuentran dentro del nicleo La administracién de acetilcolina depolariza e incrementa ia
resistencia de entrada de las células espinosas medianas (Pineda et al , 1995). Este efecto mediado
por receptores muscarinicos postsindpticos, parece deberse a un decremento en una conductancia
a potasio (Wilson, 1990). La acetilcolina también reduce el pospotencial hiperpolarizante que
regula el disparo neuronal de las neuronas espinosas medianas (Pineda et al., 1995). En estudios
realizados con fijacion de voltaje, se ha observado que en las neuronas espinosas medianas algunas
corrientes de calcio son disminuidas por 1a acetilcolina (Howe y Surmeier, 1993}, Asimismo, la
administracién de agonistas colinérgicos reduce la amplitud de los potenciales sinapticos
glutamatérgico y GABAérgico en el necestriado y se ha sugerido que este efecto es presinaptico
(Dodt y Misgeld, 1986). Sin embargo, se desconoce si la actividad colinérgica modula la actividad
presinaptica.

La accién de los neuromoduladores en el estriado es de suma importancia debido a que sus
alteraciones se correlacionan con diversas patologias motoras tales como la corea de Huntington
asociada a una atrofia de las neuronas GABAérgicas neoestriatales y una disminucién de la
actividad colinérgica (Di Figlia, 1990), o la enfermedad de Parkinson, cuya alteracién principal es
la degeneracion de las células dopaminérgicas de proyeccidn nigroestriatal (Wichmann y De Long,
1993) Existe evidencia experimental y clinica que muestra que el sistema colinérgico a través de
sus receptores muscarinicos, modifica la presentacion y el curso temporal de algunas alteraciones
motoras. En la enfermedad de Parkinson, por ejemplo, los agonistas dopaminérgicos y los
antagonistas colinéreicos muscarinicos mejoran algunos de los sintomas de la enfermedad

(McGeer y McGeer, 1993} Tanto las terminales dopaminérgicas como las colinérgicas convergen
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junto con las aferentes glutamatérgicas y las GABAérgicas sobre las neuronas espinosas medianas
del neoestriado. 1.os receptores dopminérgicos tipo D, y D, se expresan en distintas neuronas de
proyeccion. Los receptores 1), parecen localizarse también a nivel presindptico (Di Chiara y
Morelli, 1993). A la par con la ubicacién de los receptores dopaminérgicos en las neuronas
neoestriatales, estas células también expresan receptores muscarinicos. El papel de este tipo de
receptores en la fisiologia estriatal es poco conocido. De esta manera, a continuacion se describen
los lipos de receptores muscarinicos deseritos hasta el momento, cudles se encuentran en el
neoestriado, asi como las cadenas de segundos mensajeros a las que estan acoplados.

Receptores Muscarinicos.

La caracterizacion inicial de las distintas subclases de receptores colinérgicos muscarinicos
se hizo con base a su selectividad a la pirenzepina Asi, se denominaron receptores M, los que
eran bloqueados por este firmaco y M, si mostraban baja afinidad por € (Hammer et al., 1980;
Reisine, 1992). Si bien en la actualidad se han caracterizado farmacologicamente sélo 4 subtipos
de receptores muscarinicos denominados, M,, M, M,, y M, (McKinney, 1993), se han clonado 5
subtipos m,, m,,m,m,, y m, (Bonner,1989) Los receptores m,, m,, y m, pertenecen a la familia de
receptores M, y estan acoplados a la hidrolisis de fosfoinositidos a través de la subunidad o de un
una proteina G, y/o G, insensible a la toxina Pertussis. Los receptores m, y m,, pertenecientes a la
familia M., inhiben a la enzima adenilato ciclasa activando la subunidad o y/o al dimero By de las
proteinas G, y/o G, sensibles a la toxina Pertussis (Loffelholz, 1996). Los receptores muscarinicos
se expresan en las células neoestriatales diferencialmente. Los m,, presentan Ja mayor densidad
seguidos por m,> m,> m, (McKinney, 1993). No chstante, se desconoce que tipo de receptor

actua a nivel presinaplico y sobre todo si sc encuentra en las aferentes glutamatérgicas En las
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terminales colinérgicas el receptor M, actua como autoreceptor mientras que el M, participa como
heteroreceptor en otras células (McKinney, 1993).

La presencia de receptores muscarinicos en las terminales glutamatérgicas sugeriria que la
acetilcolina participa en el conirol de la liberacion de glutamato como ha sido documentado en
otras regiones cerebrales (Williams y Johnston, 1993). Si esto es asi, el estudio de la modulacién
presinaptica colinérgica de las aferentes glutamatérgicas al neoestriado es necesario debido a la
influencia que tienen estas aferentes excitatorias sobre la activacion neoestriatal.

A continuacion se describen algunos procedimientos utilizados para estudiar el control
presinaptico de la liberacion de neurotransmisor,

2.5 Estndio de la modmlacion presiniptica

E! tamafio de la mayoria de las terminales nerviosas en el sistema nervioso central de los
mamiferos impone dificultades técnicas dificiles de soslayar para su estudio directo. No obstante,
se ha disefiado una serie de técnicas anatémicas y bioquimicas que han permitido estudiar desde su
organizacion citoldgica y molecular hasta los mecanismos de liberacion de los neurotransmisores,
A principios de los afios 60°s se desarrolld el sistema de perfusion con canulas “push pull”
(inyeccion y eyeccidn), y posteriormente métodos de microdialisis. Estas técnicas permiten la
determinacién de cambios de concentracién de mneurotransmisores 1 vrve asociados a su
liberacidn. En los 70's se implementaron electrodos de carbon y la voltametria amperomeétrica
capaces de detectar maléculas oxidables o su potencial de oxidacion en el fluido extracelular
(Westerinh, 1995), /it vitro ¢l advenimiento de las técnicas de biologia molecular ha permitido la
expresion de canales idnicos y receptores en células que naturalmente no los presentan (p.e.
ovocitos de Xernopus), para estudiar, en sistemas mas sencillos, sus propiedades biofisicas Se han

desarrollado técnicas de cultivos celulares y de separacion diferencial que han permitido obtener
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fracciones de membranas enriquecidas en los elementos necesarios para liberar neurotrasmisores
(sinaptosomas). (revisado en Kuno, 1996).

Una de las técnicas mas usada para realizar registros electrofisioldgicos ha sido la de las
rebanadas de tejido cerebral. Estas pueden manipularse quimica y eléctricamente imitando la
estimulacion fisiologica que las neuronas reciben En Iz mayoria de los estudios se registran
cambios en las propiedades electrofisiologicas de una célula postsinaptica infidendo lo que ocurre
a nivel presinaptico. Esto se logra evaluando los cambios en el potencial de membrana de la célula
generados por la estimulacidon de terminales adyacentes La administracion de un modulador,
puede generar un incrémento o decremento en el potencial provocado sin cambiar la resistencia de
entrada de la célula o la constante de tiempo de la caida del potencial (tm). Dado que la célula
registrada es ia postsiniptica, un cambio en el tamafio del potencial sindptico pero no de ia
resistencia de entrada sugiere que el efecto es presindptico  Asimismo la tau de caida esta dada
por la capacitancia y por la resistencia de la célula en el sitio de generacion del potencial sinaptico
registrade (Johnston y Wu, 1995), de modo que si el curso temporal de la caida no cambia, se
sugiere que la modulacion es presinaptica (Kullmann y Siegelbaum, 1995, Malinow y Mainen,
1996). Si se analiza la liberacion espontinea del neurotransmisor, el cambio en la frecuencia pero
no en la amplitud promedio de los eventos sindpticos, es indice de un efecto presinaptico (Fisher et
al,, 1997).

Manipulaciones que afectan la_transmision sindptica

Algunas manipulaciones farmacologicas como la administracion de la 4-aminoguinolina

(Thesleff y Lundh, 1983)la a-latrotoxina (Petrenko et al, 1993), o la 4-aminopiridina,

desencadenan un incremento en la liberacion de neurotansmisores (Buckle y Haas, 1982) En tanto
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que la administracion de toxinas inhibidoras de calcio (Tareilus y Breer, 1995) o las toxinas de
tetanos o del botulismo (Mellanby y Green , 1981), inhiben la liberacidn del neurotransmisor.
La 4-amumopiridina (4-AP} y la transmision sindptica.

La 4-AP es un bloqueador de canales de potasio. Cuando es administrada a
concentraciones micromofares (menos de 100pM) en el tejido nervioso in vifro, produce
depolarizaciones pequefias en la membrana celular (3-6mV) ¢ incrementa la cantidad de
neurotransmisor liberado sin afectar muchas de las propiedades eléctricas de la membrana tales
como el umbral y la amplitud del potencial de accidn (Buckle y Haas., 1982). Se ha reportado que
al bloquear ciertos canales de K' aumenta el numero de terminales activadas (Obaid y Saizberg,
1996), promoviendo la entrada prolongada de calcio (Versteeg et al.,, 1995), incrementandose asi,
la cantidad de paquetes de neurotranmisor liberados. La IC,, de la 4-AP en las sinapsis
glutamatergicas estriatales es aproximadamente 120uM  Este efecto es dependiente del calcio
extracelular y se elimina administrande TTX (Flores-Hernandez et al, 1994}, Asimismo, también
se ha propuesto que los potenciales de accién generados por la 4-AP incrementan la probabilidad
de apertura de los canales de calcio (Tibbs et al., 1989), ya que su efecto sdlo parece incrementar
fa liberacion de neurotransmisor provocada por los potenciales de accidn y no parece tener efectos
sobre la liberacion cuantica de neurotransmisor (Thesleff, 1980, Agostan et al , 1983, Huang et al ,
1991). Sin embargo, no se han realizado estudios suficientes para descartar completamente
postbles efectos sobre la liberacion cuantica.

Facilitacion sindptica mediante el protocolo de puiso pareado

La interaccion sinaptica entre las neuronas depende, por un lado, de sus conexiones y, por

otro, de la frecuencia de estimulacidn y la probabilidad de la liberacion del neurotransmisor

(Stevens y Wang, 1995). Asi, cxisten tres formas de analizar cambios de corto plazo cn las
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sinapsis, facilitacién sinaptica por pulsos pareados, potenciacién postetdnica y depresién sindptica
(Kennedy, 1994)

Como se mencion® anteriormente, la liberacion del neurotransmisor depende de 1a entrada
de calcio hacia la terminal nerviosa (ver apartado 2 3) Diversos estudios muestran que la
estimulacion de la entrada sinaptica de una neurona con un estimulo condicionante (8,), seguido
de un segundo estimulo de prueba (S,), de igual intensidad y duracion, puede generar facilitacion
de la respuesta al segundo estimulo si el intervalo entre ambos es breve (Creager et al., 1980;
Zucker, 1989). Esta facilitacion refleja un incremento en la amplitud de la segunda respuesta
debido a la persistencia de Ca™ en la terminal sinaptica proveniente del primer estimulo (ver fig.4).
Este "Ca® residual" se suma a la entrada de calcio provocada por ef segundo estimulo {Kobayashi
et al,, 1995; Zucker, 1989; Wu y Saggau, 1994). La ocurrencia de este fendmeno esta supeditada
al intervalo existente entre el S, y S, (ver fig. 4). El intervalo optimo entre ambos estimulos para
obtener facilitacion esta entre los 20 y los 100 milisegundos (ms) (Dunwiddie y Hass, 1985;
Baskys y Malenka 1991; Weisskopf et al , 1993, Fleidervish y Gutnick 1995). Sin embargo, puede
obtenerse facilitacion sinaptica por pulsos pareados incluso a intervalos de 800 ms si se utilizan
farmacos que afectan la liberacién del neurotransmisor (Kahle y Cotman, 1993). Las
manipulaciones que reducen la liberacion de neurotransmisor como son Ja disminucion del calcio
extracelular, el incremento del potasio extracelular, o el incremento del magnesio extracelular
(Igelmund y Heineman, 1995} incrementan la facilitacién sindptica aunque disminuyen la amplitud
de la respucsta sinaptica (Dunwiddie y Lynch, 1978). Este fenémeno ocurre porque la

dependencia de Ca" de la  fberacion es  una  funcidn potencia
{flx) = (Ca**y_ donde n>2 generalmente 4. El incremento de la concentracion calcio extracelular

o la aplicacion de estimulos supraumbrales incrementan la liberacion de neurotransmisor provoca
una depresion sinaptica con ¢l protocolo de pulsos parcados  En esta segunda condicién se

34



produce la entrada masiva de calcio durante Ja primera estimulacion, de manera que si se da un
segundo estimulo en un periodo muy corto no habra suficientes vesiculas sinapticas disponibles
para reproducir la amplitud de la primera respuesta Por lo tanto, usando este protocolo ¢l efecto
de una droga es presinaptico si la relacion entre fas respuestas a 8,/S, cambia. Si ambas respuestas
decrementan en amplitud o ambas incrementan sin cambiar la proporcién existente entre ellas

entonces ei mecanismo de accién del farmaco es postsinaptico (fig.4).
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3 Planteamiento del problema.

Dado que el neoestriado recibe la mayor parte de las aferentes a los ganglios basales, el
estudio de los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la transmisién sinaptica en estas
aferentes asi como los de su modulacion es fundamental para la adecuada comprension de su
funcionamiento. La acetilcolina es uno de los moduladores intrinsecos en el neoestriado, pero no
hay evidencia contundente sobre si la acetilcolina tiene acciones presinapticas sobre las terminales
glutamatérgicas. Alteraciones en la modulacién colinérgica de la liberacion presinaptica de
glutamato podrian también presentarse en transtornos motores asociados a la patologia
neoestriatal. Por todo esto, en el presente proyecto se evalud si la actividad de las aferentes
excitatorias al neoestriado es regulada presinapticamente por fa acetilcolina,

Justificacién

En experimentos realizados en rebanadas de tejido cerebral, se puede producir liberacion
sindptica de neurotrasmisores mediante varios procedimientos. Por ejemplo, Flores-Hernandez ¥
cols. (1994) han mostrado que gran parte de la liberacion sinaptica inducida por la 4-AP ¥
registrada en las neuronas estriatales es dependiente de Ca™ e inhibida por TTX. Los potenciales
que se generan en presencia de 4-AP son glutamatérgicos y GABAérgicos. Al administrar un
antagonista GABAérgico de los receptores GABA, como la bicuculina, se bloquean los eventos
sinapticos producidos por la liberacion de GABA preservandose aquelios de contenido
glutamatérgico. Esta manipulacion farmacologica permite evaluar los efectos de los moduladores
sobre la frecuencia de aparicion de los potenciales sinapticos glutamatérgicos.

Con base en los antecedentes expuestos, y utilizando el protocolo de liberacién inducida
por 4-AP, indagamos si habia modulacion presinaptica colinérgica. Dado que uno de los

mecanismos propuestos a través del cual los moduladores presinapticos inhiben la liberacion del
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neurotrasmisor es bloqueando la entrada de calcio a la terminal, analizamos también el tipo de
canales de calcio que median la trasmision glutamatérgica. Por tltimo para identificar el tipo de
receptor colinérgico involucrado en la modulacion presindptica, empleamos el protocolo de
facilitacion sinaptica por pulso pareado. No obstante que estos protocolos estén disefiados para
poder discernir entre efectos pre y postsinapticos, vigilamos parametros tales como la resistencia
de entrada postsinaptica, la constante de tiempo de decaimiento de los eventos sindpticos, asi
como ofros parametros de excitabilidad postsinaptica tales como el umbral de disparo o el

potencial de membrana para asegurar que nuestros efectos fueran presinapticos
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4 Objetivos:

- Mediante el uso de agonistas colinérgicos muscarinicos, determinar si la acetilcolina
modula presinapticamente la liberacion de glutamato en el neoestriado

- Identificar el receptor muscarinico responsable de mediar los efectos de la acetilcolina en
las terminales glutamatérgicas neoestriatales.

- ldentificar el tipo de canales de calcio involucrados en la liberacion de neurotransmisor

de las terminales glutamatégicas neoestriatales.
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5 Metodologia

Obtencion de las rebanadas cerebrales: Se emplearon rebanadas de cerebro obtenidas de
ratas macho Wistar (110-120 gramos de peso) Las ratas se anestesiaron con éter y se
perfundieron con una solucion que contenia NaCl 125mM, KCl 3.0mM, MgCl2 1.0mM , CaCi2
20mM | NaHCO3 250mM y Glucosa 11mM. Terminada la perfusion, los animales se
decapitaron y su cerebro fue extraido y cortado sagitalmente en un vibratomo (400um). A
continuacion, las rebanadas cerebrales se incubaron por méas de 1h en la misma solucién de
perfusion saturada con 95% Q,, 5%CO0, (300mOms/L pH 7.4, 30-34 °C). Para la realizacién de
los experimentos Unicamente de emplearon aquellas rebanadas que tuvieran el neoestriado.

Regustro elecirofisiolégico. Se lievaron a cabo registros intracelurares en la configuracion
de rebanada sumergida utilizando la técnica de fijacion de corriente Para la obtencidn del registro,
s¢ usaron microelectrodos de vidrio (borosilicato, FHC) con una resistencia de 80-120 MQ y
llenados con acetato de potasio 3M o con acetato de potasio 1.5-2M y 1% de biocitina. Ei
potencial de membrana de la células se mantuvo entre -80 y -85mV La sefial fue amplificada
mediante un amplificador de alta impedancia de entrada (Neurodata IR-183), con un puente de
Wheatstone con componentes activos.

Modulacion colinérgica de la liberacion ghitamatérgica mducrda por 4-Al". Los registros
intracelulares se realizaron en neuronas espinosas medianas identificadas con base en sus
caracteristicas electrofisiotdgicas (Wilson, 1990) Una vez identificadas, se determing ¢l potencial
de membrana celular en reposo (de -80 a -85mV) y la resistencia de entrada (30 a 60 MQ). Las
células fueron registradas por 10 minutos para la obtencion de un trazo control. Transcurrido este
tiempo, sc administrd la 4-AP (100uM) seguida de bicuculina (10pM) Se procedid a obtener

registros de los potenciales sindpticos glutamatérgicos producidos por la 4-AP Una vez
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obtenidos, se administré el agonista colinérgico muscarinico carbacol (1-2uM). EI efecto de este
farmaco se registrd durante 20 minutos Finalmente, se administré el antagonista colinérgico
muscarinico atropina (1-2uM). Todos los farmacos fueron administrados a través de la solucion
de perfusién a un ritmo de 1 Smi/min.

Canales de calcio involucrados en la liberacion de neurotransmisor en las terminales
glutamatérgicas estriatales: Con el objeto de indentificar el o los tipos de canales de calcio
involucrados en la liberacion de glutamato inducida o no por 4-AP, se emplearon las toxinas
Omega-Agatoxina-1VA(w-AgaTx-1VA,200nM),0mega-Conotoxina-VIA(a-Cono Tx-VIA, 1pM),
Omega-Conotoxina-MVIIC (a-ConoTx-MVIIC, 500nM) y calciseptina (500nM). En estos
experimentos se sigui6 el protocolo de la liberacion inducida por 4-AP en presencia de bicuculina,
¥ posteriormente se administraron las toxinas. Se esperd hasta 60 minutos para ver ¢i efecto de las
mismas. En aquellos experimentos en donde los potenciales sindpticos se generaron por
estimulacion ortodromica, la estimulacion fué subumbral y todos los experimento fueron hechos
en presencia de bicuculina,

Facilitacion sindptica por pulsos pareados.

Para obtener los potenciales sinapticos excitatorios se utilizé el mismo equipo de registro
empleado en el protocolo anterior. Una vez empalada la célula, las fibras aferentes se estimularon
con un electrodo bipolar situado a unas 500um de! microelectrodo de registro. Los pulsos
pareados se generaron ajustando Ja intensidad de la corriente para obtener pares de potenciales
subumbrales. El intervalo entre S, y S, usado para obtener la facilitacion sinaptica fue de entre
20-100 ms.

Para bloquear la actividad GABAérgica se empled bicuculina (10pM). Con el objeto de

evaluar la presencia de modulacion colinérgica presinaptica y de identificar el o los subtipos de
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receptores colinérgicos involucrados en ella se emplearon los agonistas colinérgicos carbacol
{1uM} y muscarina (20nM), y los antagonistas pirenzepina  (M,,), galamina (M),
H1-{(2-((dietilamino)metil)- 1 -piperidinil;acetil-5, 1 -dihidro-6H-piridol(2,3-b)(1,4)-benzodiazepin
a-6-uno  (AFDX-116, M,), 3-o-cloroimperialina (M;) y 4-Diphenylacetoxy-N-
(2-chloroethyl)-piperidine hydrochloride (4-DAMP, M,).
Andlisis Histologico

Al término de los experimentos, algunas de fas células registradas fueron inyectadas con
biocitina de acuerdo al protocolo descrito por Horikawa y Armstrong (1988). Brevemente, la
rebanadas se fijaron en paraformaldehido al 4 % y acido picrico al 1 % en amortiguador de
fosfatos (0.1M, pH 7.4) durante 24 horas. Posteriormente, las rebanadas fueron colocadas en
solucion amortiguada de sacarosa al 30 % durante 24 hrs, y se cortaron en un vibratomo {60pm)
Los cortes se incubaron con avidina-peroxidasa (Kit ABC-HRP de Vector) y tritén X-100 (0.2%)
diluidos en una solucion salina amortiguada por 2 a 4 horas a temperatura ambiente Después de
varios lavados, la actividad de peroxidasa se reveld con 3,3-diaminobenzidina (0 05%) y peréxido

de hidrogeno (0 01%) por 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

41



6 Resultados:
Identificacion de la célula espinosa mediana.

Todos los registros intracelulares empleados en este trabajo fueron tipicos de las neuronas
espinosas medianas El potencial de membrana se mantuvo constante durante todo el experimento
y generalmente fué de -85mV. Cuando se administraron pulsos rectangulares de corriente, se
observo un desplazamiento no lineal en el voltaje, debido a la presencia de corrientes entrantes
sensibles al voltaje. EI umbral de disparo en estas células se observo entre -50 a -45 mV. Los
potenciales de accién mostraron una repolarizacién rapida, seguida de un pospotencial

hiperpolarizante prolongado (fig.5).
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Fig. 5 Grafica que mucstra las respucstas tiempo vs voltaje (panel inferior) a las corrientes intracclulares
mycctadas (pancl supenior). Elnserto muestra la relacidn corricnte conlra voltaje,
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La resistencia de entrada (R,)) promedio de las células fizé de 38.9 + 1.8 MQ). La R, se obtuvo
derivando a potencial de reposo una funcidn polinomial ajustada a la relacién corriente contra
voltaje. Estas células incrementaron su frecuencia de disparo al aumentar la intensidad de la
corriente de estimulacion, presentando poca adaptacidn de la frecuencia de disparo; la cual se
aprecia en los ultimos potenciales de un tren de disparos (fig.6). Aunado a la identificacion
electrofisiologica, las células se marcaron con biocitina iontoforéticamente para su identificacié

anatomica (fig 7).

100ms Time (ms)

P | 0.5nA

Fig. 6. Trazos quc mucstran la relacion intensidad del estimulo contra la frecuencia del disparo cn uma
neurona espinosa mediana det neocstrindo La aplicacion de pulsos cuadrados de cornente depolanzante de
wtensidad creciente induce un incrementa en 1a frecuencia de dispara con poca adaptacion de la freeuencia
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Fig. 7 Reconstruccién bidimensional que muestra la morfologia de una
célula espinosa rnediana inyectada con biocitina



Modulacion colinérgica de la iberacion ghitamatérgica inducida por 4-AP

Debido a que la 4-AP estimula tanto terminales glutamatérgicas como GABAérgicas, los
experimentos stempre se realizaron en presencia del antagonista GABA,,, bicuculina (10pM). Esta
manipulacion farmacolégica aislé la actividad glutamatérgica. La administracion de 4-AP
incremento la frecuencia de aparicion de los potenciales sinapticos de 69+ 0.03s" a43£035s".
En presencia de bicuculina esta frecuencia se redujo a 2.6 + 0.03. Esta manipulacion no cambio la
resistencia de entrada de la célula (ver también Flores-Hernandez et al, 1994; 1997). La
administracién de carbacol (1uM) disminuyd la frecuencia de aparicion de los potenciales
sindpticos en & de 17 células registradas (2.1620.32 control vs 1.31 £0.28 carbacol). Este efecto
fiie revertido por la administracion de atropina (1uM) (1.31£0.28 carbacol vs 2.12+0.29
atropina). El analisis de varianza no paramétrico de datos correlacionados mostré una F;, y una
p=0.009 (n=6). L.a prueba de rangos de Wilcoxon mostro, que el efecto del carbacol sobre la
frecuencia de aparicidn de los potenciales sinapticos fué estadisticamente significativo (p= 0.028)
al comparse con las condiciones control y con el efecto obtenido después de la administracion de
atropina. El analisis de los histogramas de amplitud no mostrd cambios en la amplitud media de los
potenciales sinapticos (ImV aproximadamente) lo que indica que el efecto del carbacol fué
presinaptico (fig.8). La figura 9 muestra en una grafica de barras un resumen de un experimento
tipico llevado a cabo con el protocolo de 4-AP.

También se evalud el efecto del carbacol sobre los potenciales provocados con
estimulacién subumbral En estas condiciones experimentales, la reduccion en la amplitud del
potencial sinaptico producida por carbacol fué del 64%, en tanto que la recuperacion por atropina

fué det 90% (fig. 10)
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Fig. 9 Figura que cjemplifica 1a frecuencia promedio de los cventos sindpticos obscrvados durante la
liberacién inducida por 4-AP. De izquicrda a derecha las barras ilustran los cfectos de 4-AP, bicuculing,
carbacol, y carbacol+atropina sobre 1a frecuencia de aparicion de los eventos sindpticos. La 4-AP inducc un
incremento ¢n la frecuencia de la actividad sinaptica ncocstriatal. La administracién del antagonista GABA
bicuculina, aisla la actividad glutamatérgica. La administracion dc carbacol reduce la frecuencia de
aparicion dc 10s eventos sinapticos glutamatérgicos Este cfecto sc revirte aplicando atropina (los datos sc
presentan en medias con crrores cstandar).

45



Control

Carbachol 1uM

S~

Atropine 1uM

10m\ll

20ms

Fig. 10 Modulacion colinérgica de los potencialcs postsindpticos excitatorios (EPSP).
La figura muestra EPSPs provocados con un clectrodo de estimulacidn. En condicioncs control s¢
administrd bicuculina para bloquear ¢! componentc GABAérgico. La administracién de carbacol 1uM
disminuyd la amplitud del EPSP, cste cfecto se revirtié con la aplicacion de atropina 1pM.

Estos potenciales pucden bloguearse completamente utilizando antagonistas glutamatergicos ionotrdpicos:
10pM de CNQX y 50uM de APV {ver Flores-Hemindez ct al., 1994).

Facilitacion sindptica por pulsos pareados.
La facilitacion sinaptica por pulsos pareados depende de la intensidad de estimulacion y del

intervalo empleado entre los estimulos {fig. i1).
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Fig. 11 La facilitacién sinaptica provocada por pulsos parcados depende del intervalo cxistente entre Y
S,. En cstec cxperimento se aprecié con mayor claridad la facilitacién cuando ¢l intervale interestimulo se
cncontrd cntre 35 y 40ms.

Con estimulacién sub-umbral y a intervalos entre 20 y 100ms, las células estriatales
mostraron una facilitacion sindptica por pulsos pareados de 30% * 5.6 (n=6) Sin embargo en
presencia de carbacol 11\M o de muscarina 20 nM, la relacion S./S, incrementd a 53.242 % (r=06)
y 74+54% (n=14), respectivamente. Este incremento en la facilitacion fué revertido casi

totalmente por atropina 1uM en todos los casos (fig.12).
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A Control B Control

N A

Carbachol Muscarine
Carbachol + Atropine Muscarine + Atropine

I NI NN N

Contro SomV Contro omV
Atropine— m Atropin 10m

Carbachol— 20ms Muscarin 20ms

Fig.12 Los agonistas muscarinicos whiben la facilitacion swnaptica producida por pulsos parcados (PPF).
La administracion de carbacol s¢ ilustra cn cf panc! A y la de muscarina en B. En condiciones control, sc
aplicaron un par dc cstimulos subumbrales de Ia misma intensidad, pero con un pequedio intervalo entre
cllos. Ambos cstimulos provocaron potenciaies sindpticos. A la derecha de cada potencial se sobreponen ¢l
primer potencial con ¢l scgundo, para mostrar la facilitacion sindptica. Como se pucde observar cn
condiciones control no hubo PPF. La administracién de | uM de carbacol © 20 nM de muscarina cn cl
bafio incrementaron }a PPF corea del 50 %. Notese ¢f  decremento en la primera respuesta. La
administracién de | uM atropina revirtio la PPF casi al nivel control. En la parte inferior de la figura se
sobreponen tas primeras respucstas. Ast, 1a PPF ¢s un indicador mas sensible de la inhibicidn presindptica
cn comparacion con los potenciales provocados en los que sc analiza la amplitud de una séla respucsta.
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Las constantes de tiempo de la caida del potencial siniptico no cambiaron significativamente con
respecto al control (A tcontrol=10+2, tcarbacol=12+2, tatropina=9=1.8 y B tcontrol =10+£0.63,

tmuscarina=l0.7+0,37 y Tatropina =10+0.84).

Dado que se puede observar facilitacion sindptica por pulsos pareados en condiciones
control, se analizo si parte de esta facilitacién era mediada por Ja liberacion tonica de acetilcolina
endogena. La administracion de atropina inhibié la facilitacion sindptica observada bajo

condiciones control y produjo depresion sinaptica (fig. 13 A).

Receptor muscarinice que controla la iransmision glutamatérgica en ¢l estriado.

Una Qez evidenciada la modulacién colinérgica presinaptica de las terminales
glutamatérgicas, procedimos 2 identificar que tipo de receptor colinérgico estaba involucrado.
Asi, se decidic emplear el agonista colinérgico selectivo para los receptores muscarinicos,
muscarina (20nM) en presencia de diferentes antagonistas Para evalavar la posible participacion
de los receptores M,y M, en la modulacion presinaptica de las terminales ghutamatérgcias se uso el

antagonista pirenzepina Este farmaco, no bloqueo la facilitacion producida por 12 muscarina {fig.

i3 B).
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Control Controt

A B

500nM Pirenzepine

1pM Atropine +

20nM Muscarine

2.5mv l 1omv

20ms 20ms

Fig.13 A Efecctos de la administracion de atropina sobre la liberacion tonica de acetileolina cndégena. En
cste experimento se observd PPF cn ¢l control. La adicion de 1 pM de atropina bloqueo la PPF, sugiricndo
que 1a atropina actfia sobre 1a liberacion endédgena de acctileoling

B Efcctos de 1a admunistracion de pircnzepina un antagonisia de los receptores M, sobre la PPF. La
administracion de 500 aM de pirenzepina no blogued la iduccion de PPF producida por 20 nM de
muscarma, sugiriendo que fos receptores M, no cstan involucrados o 1a modulacidn  colinérgica

presinaptica de la trasnusion glutamatérgica



Estudios de hibridizacion e inmunocitoquimica han sugerido la presencia de receptores M,
en terminales presinaptica (Levey et al., 1991; McKinney, 1993). Para evaluar la existencia de este
tipo de receptor en las terminales glutamatérgicas del estriado, se emplearon  galamina,
AFDX-116 y 3-a-cloro-imperialina a diferentes dosis. Todos estos agentes son conocidos como
antagonistas de los receptores M, (Kenakin y Boselli, 1989; Quirion et al., 1993; Baumgold et al,,
1994). En contraste con los resultados obtenidos con pirenzepina, todos los antagonistas
muscarinicos del tipo M, bloquearon la facilitacién siniptica por pulsos pareados inducida por
20nM de muscarina (fig. 14) sin cambiar las constantes de tiempo de caida del evento sinaptico
(galamina:tcontrol=6+1.2;tgalamina+muscarina=7+0.9;tmuscarina=5+1.4; AFDX-1 16:tcontrol=
28+£1.30, TAFDX-116+muscarina=29+2.48,  tAFDX-116=2842.15; 3-at-cloro-imperialina:
teontrol=15+0 9, 13-a-cloro-imperialina+muscarina=13+2, tmuscarina=14:0.7;). Notese que
cuando la muscarina se administré con el antagonista no hubo aumento en la facilitacién, no
obstante, el lavado de fos antagonistas permitié la aparicion de la facilitacion sinaptica por pulsos
pareados inducida por muscarina

Con el objeto de evaluar a posible participacion de los receptores tipo M; en la
modulacion presinaptica de las aferentes glutamatérgicas al neoestriado, se empleo el antagonista
especifico para este tipo de receptor conocido como 4-DAMP, una mostaza nitrogenada. Debido
a que ia union de este compuesto a los receptores M, es irreversible, en estos experimentos se
invirtio el orden de las drogas. La administracién del antagonista irreversible M; 4-DAMP,
tambien bloques la facilitacion sinaptica inducida por muscarina (fig.15) sin cambiar las constantes

de tiempo de caida del potencial siniptico (tcontrol=10.4+0.6 tmuscarina=10.4=1 y

4-DAMP=10.2%1 1),
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Fig.14 Los agonistas del receptor M, Galamina, AFDX-116 y la 3-a~chloroimperialina bloquearon fa PPF
inducida por muscarina. A Administracion de Galamina. Bajo estas condicioncs experimentales no sc
presentd PPF cn la condicidn control, La administracian de 100 nM de galamina, en presencia de 20nM de
muscarnma bloqued completamente los efectos de 1a muscarina sobre la PPF. El lavado de la galamina
tevirtio complctamente ¢t efecto. B Administracion de AFDX-116. En este experimento s¢ obscrvo cierta
PPF en ¢l control La PPF control y la inducida por 20 nM muscarina sc blogucaron con la adminstracion
de 50nM AFDX-116. El lavado det AFDX-116 permitié la PPF inducida por muscarina, C Administracién
de 3-a-chloroimperialine, La PPF obscrvada cn el control sc¢ bloqucéd en presencia de 15 oM
3-a-chloroimperialine, cstc antagonista ademas previno el incremento cn la PPF producide por 20 nM
muscarina. El lavado dc la 3-a-chloroimperialine pormitid el incromento en la PPF inducido por muscarina.
Notese ¢l decremento en ta amplitud del potencial sindptico durante la adnunistracion de muscarina,
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PPF control incrementé en presencia de 20 nM de muscarina. La adicion del(nM de 4-DAMP bloqued la
PPF inducida por muscarina. En cste experimento se invirtio ¢l orden de las drogas debido a que sc emplcd
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Fig. 16. Curva dosis-respucsta para difcrentes antagonistas muscarinicos. De izquicrda a derecha cf orden
de potencia de las drogas fuc: 3-a-chloroimperialina > 4-DAMP > AFDX-116 > galamina > pircnzepine.
La dosis media cfcctiva para las tres drogas mas potentcs fue: 3-a-chloroimperialina EC= 65 pM,
4-DAMP 1C,, =1.0nM, AFDX-116 EC, =3.0 nM. Los demas antagonistas nccesilaron concentracioncs
mas altas para bloguear 12 PPF inducida por muscarina. Note que la concentracion cfectiva del antagonista
M, ¢l 4-DAMP, sc cncucntra cntre dos antagonistas M, la 3-a-chloroimperialina y AFDX-116, En
contraste. ¢l antagonista M, , pircnzepina no fué cfectivo ain cn concentracioncs micromolares. Estos
resultados muestran que los receptores muscarinicos M, y M, median la inhibicion presinaptica de las
afercntes glutamatérgicas ncocstriatales.
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Fig
.17 La administracion dc los agonistas muscarinicos, a concentracioncs nanomolarcs, inhiben
presinapticamente la liberacion dcl ncurotransmisor sin afectar las propicdades de la membraba
postsindptica. A Sc mucstra la respucsta en ¢l voltaje transmembranal a pulsos rectangularcs de corriente
cn condicioncs control. B Sc¢ mucstra la respucsta de la musma ncurona ¢n presencia de de 20 nM de
muscarina, € Se superponen la relacion corriente-veltaje  originados de los datos ¢n A v B.Note que ia

resistencia de entrada (Ry) no cambia (triangulos control, circulos muscarina).
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Fl analisis de las curvas dosis-respuesta de Jos antagonistas empleados en este estudio
definieron ¢ siguiente orden de potencia.3-u-cloroimperialina>4-DAMP>AFDX-116>gallamina>
pirenzepina (fig.16)

La dosis media efectiva (IC ,, ) para las tres drogas mas potentes fue de 0.65 nM, 1.0 nM
v 3.0 nM, y sus coeficientes de Hill fueron 1.9, 1.4 v 1.2, respectivamente. Dado que los
coeficientes de Hill fueron mayores que 1, nuestros datos sugieren que en las terminales
glutamatérgicas estriatales hay mas de un receptor muscarinico controlando la liberacién del
neurotransmisor. El AFDX-116 y el 4-DAMP bloquearon cerca del 70% de la facilitacion inducida
por muscarina, en tanto que la 3-c-cloroimperialina blogued el 100% de la facilitacion. Estos
resultados sugieren que el AFDX-116 v el 4-DAMP bloquearon sélo un tipo de receptor M, y M,
respectivamente, en tanto que la 3-a-cloroimperiatina blogqued ambos tipos de receptores. Es
importante mencionar que, en las concentraciones usadas, la muscarina no produjo cambios en la
R, {ver fig.17}.

Canales de calcio inmvolucrados en la liberacion de ghitamato en el neoestriado

Algunos estudios han mostrado que la acetilcolina actiia sobre algunas corrientes de calcio
(e.g., Howe et al ,1995) Asi, la modulacion colinérgica de la liberacion de glutamato en el
neoestriado pudiera resultar de la modificacién de las conductancias de los canales de calcio en las
terminales. Con el objeto de identificar el o los tipos de canales de calcio que posiblemente
participan en ¢l control de la liberacion de glutamato en el neoestriado, se emplearon toxinas
especificas dirigidas contra aquellos canales que se sabe estan involucrados en la transmision
sinaptica. Las toxinas w-AgaTx-IVA (2000M), ©-ConoTx-VIA (1pM), ©-ConoTx-MVIIC
(500nM) disminuyeron parcialmente la frecuencia de aparicion de los potenciales sindpticos

inducidos por 4-AP. No se observaron cambios en los histogramas de amplitud de los potenciales



o que apoya que el efecto obtenido es presinptico (fig.18). La administracién conjunta de

0-ConoTx-VIA (1uM) y 0-AgaTx-IVA (200nM), produjo efectos aditivos (fig 19).
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Fig.18. Figura que mucstra la accién de difercntes toxinas de calcio (o-AgaTx-IVA 200nM,
@-ConoTx-VIA 1uM, ©-ConoTx-MVIC 500nM) sobre la frecuencia de aparicion de potenciales
sindpticos inducidos por 4-AP. A, mucstra trazos del registro en condicioncs control y B efecto la
@-ConoTx-VIIC sobre los cventos sindpticos.C muestra ¢l curso temporal def experimento y D la
distribucion acumulada de las amplitudes. En E sc presenta el porcentaje de disminucion de las difcrentes
toxinas sobre la frecuencia de los potencrales inducidos por 4-A.
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Fig. 19. La administracién conjunta de toxinas de caleio produjo cfectos aditivos sobre la liberacion de
glutamato inducida por 4-AP. En la figura se muestra quc ¢l incremento cn la frecuencia de los cventos
sindpticos producido por 4-AP cn presencia de bicuculina disminuye al administrar ©-ConoTx-VIA 1M,
Esta frecuencia decac adn mas al adicionar w-AgaTx-IVA 200nM en presenca de @-ConoTx-VIA 1uM.
Note que después de la administracion dc ambas toxina la frecuencia de aparicidn de los eventos sinipticos
cs similar a la enconteadi de mancra cspontanca antes de la adicion de 1a 4-AP (1.¢ 1/scy).
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Finalmente se evalud el efecto de las toxinas o-AgaTx-IVA (200nM), o-ConoTx-VIA
(1uM), ©-ConoTx-MVIIC (500nM) y calciseptina (500nM) sobre la frecuencia de aparicion de
los potenciales sinépticos provocados (Fig.20). Las tres primeras toxinas redujeron la amplitud de
los potenciales sinapticos, mientras que la calciseptina solo mostrd efecto con intesidades de
corriente supraumbral (fig. 21). Al igual que en los potenciales sinapticos inducidos por 4-AP, a
administrar conjuntamante »-ConoTx-VIA (1pM) y @-AgaTx-1VA (200nM) con el protocolo de

potenciales provocados, se observd un efecto aditivo (fig. 22). La tabla I resume nuestros

hallazgos.
TABLA 111

TOXINAS DE CANALES DE CALCIO EMPLEADAS
TOXINA REDUCCION CANAL

EPSPs simdpticos espontancos INVOLUCRADO

o-AgaTx IVA  (n=4) | 35£2.2 % 73£2% P/Q {>200nM)
a-ConoTx VIA  (n=3) | 37+1,3% 64£2% N (1uM)
w-ConoTx MVIIC (n=3)| 3042.3 % 75&1% P (puM )
Q (M)
Calciceptina sin cleclo significativo L (uM)
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Fig. 20 La figura muestra ¢l cfccto de o-AgaTx-IVA, o-ConoTx-VIA, w-conoTx-MVIIC y calciscptina
sobre la amplitud dec EPSPs (arriba) y potenciales de campo glutamatérgicos (cn presencia de bicuculina).
Los primeros trazos de cada renglon muestran las condiciones control, los trazos de cn medio muestra ¢l
efecto de las toxinas y cn cf dltimo trazo del renglon se sobreponen ¢t EPSPs control y ¢i EPSPs ¢n
presencia de la toxina. Note que las tres primeras toxinas producen decremento cn la amplitud de los
potenciales, en tanto que la calciseptina no los modifica significativamente,
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Control

Calciceptina

Fig.2] El bloquco de los canales tipo L presentd efecto unicamente sobre la estimulacién supraumbral.

La figura mucstra fa sobrcposicion de un par de potenciales de accién producidos ortodrémicamente. La
administracion del inhibidor de canales L, la calciseptina 500nM. Como puede obscrvarse la calciscptina
redujo la duracién de! potencial producido ortodromicanicnic, climinando la scgunda cspiga.
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Fig. 22. La administracién conjunta de toxinas de calcio produjo cfectos aditivos cn los EPSPs.

Un EPSPs supraumbral redujo su duracion a! eliminar ¢! componentc GABA¢rgico. El EPSP supraumbral
glutamatérgico sc redujo al admimistrar o-ConoTx-VIA 1uM. La adicién posterior de w-AgaTx-IVA
200nM climiné ¢l potencial ortodrémico. El cfecto de estas toxinas fue rreversible.
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7 Discusién
La acetilcoling modula la actividad glutamatérgica en el neoestriado.

Los experimentos descritos en ¢l presente trabajo muestran que la actividad de las
aferentes glutamatérgicas al neoestriado es modulada por acetilcolina, Esta conclusion se apoya en
observaciones que muestran que el agonista colinérgico muscarinico carbacol, en ausencia de
actividad GABAérgica, reduce la frecuencia de Hberacién del neurotransmisor inducida por
4-AP_ sin cambiar la amplitud media de los eventos sinapticos sugieriendo asi que actia sobre
receptores presinapticos, Esta respuesta es especifica ya que fue revertida por atropina, un
antagonista colinérgico muscarinico, indicando asi que las aferentes que incrementaron su
liberacion a causa de la 4-AP son moduladas por receptores muscarinicos. Aproximadamente
alrededor del 50% de las aferentes presentaron modulacién por carbacol, lo que sugiere que no
todas las terminales glutamatérgicas al neoestriado poseen receptores muscarinicos. En apoyo a
esta suposicion, resultados previos obtenidos en el laboratorio han mostrado que la administracion
del agonista dopaminérgico tipo D, quinpirole decrementa la frecuencia de los potenciales
sindpticos glutamatérgicos inducidos por 4-AP en un porcentaje muy pequefio de 10s casos
{Flores-Hernandez et al., 1997).

Una explicacion alternativa al efecto heterogéneo de los agonistas colinérgicos sobre las
aferentes glutamatérgicas estriatales es que la 4-AP disminuyera diferencialmente 12 sensibilidad de
los canales idnicos a fa modulacion por carbacol. En apoyo a lo anterior, se ha reportado en
preparaciones de sinaptosomas de estriado que la modulacion colinérgica puede ser de hecho
enmascarada por la administracion de 4-AP (Fredholm, 1990). Asimismo, en otros tipos
neuronales, la 4-AP también enmascara los efectos de moduladores tales como los agonistas
o,-adrenérgicos. Este enmascaramiento parece deberse a que la 4-AP disminuye Iz sensibilidad de

los canales de calcio tipo P/Q y N, asi como de los canales de potasio activados por caleio (Barish
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et al., 1996; Dolezal ef al., 1996). Asi, la 4-AP administrada junto con otros moduladores actuaria
como un antagonistz "funcional” de los agonistas responsables de disminuir la liberacion
presinaptica del neurotransmisor en un porcentaje de las aferentes (Colmers et al., 1993; Lupica y
Dunwiddie, 1993). Desconocemos, sin embargo, el mecanismo mediante el cual Ia acetilcolina
lleva cabo la modulacion presinéptica.
Los receptores muscarinicos M, y M, median la modulacion colinérgica sobre las aferentes
glutamatérgicas neoestriatales.
Para analizar el tipo de receptor muscarinico involucrado en la modulacién presinaptica, se utilizé
el protocolo de pulsos pareados (PPF) en el que la aplicacion consecutiva de dos estimulos
subumbrales de la misma duracion e intensidad genera la facilitacion de la segunda respuesta. Este
protocolo ha sido extensamente utilizado para analizar mecanismos de inhibicion presinaptica (Wu
y Saggau, 1997), pues aquellas drogas que inhiben la liberacion de neurotransmisor incrementan la
PPF (Dunwiddie and Has, 1985; Kahle and Cotman, 1993; Andreasen and Hablitz, 1994;
Kang,1995). Los efectos generados por la estimulacidn de pulsos pareados se explican por la
teoria del "calcio residual”, en donde la PPF es el resultados de efectos aditivos del calcio que
entra durante la primera y segunda respuesta (Dumwiddie and Lynch, 1978; Zucker, 1991; Wu
and Saggu, 1994; Fleidervish and Gutnick, 1995; Kobayashi et al., 1995; Debanne et al,, 1996).
En nuestros experimentos la administracion de carbacol y muscarina (ambos agonistas
muscarinicos) en las células estriatales incrementd la facilitacion sinaptica inducida por la
estimulacion de pulsos pareados {ver Fig. 12) (Andreasen y Hablitz, 1994). Si estos moduladores
cambiaran la eficacia sinaptica por otro mecanismo, por ejemplo cambios postsinapticos, ambas
respuestas sinapticas deberian cambiar en la misma proporcion (afectandose conductancias
postsinaplicas ¢ cambiando la sensibilizacion de los receptores postsinapticos). En nuestros
experimentos cncontramos un cambio en la relacidn §/8, incrementandose la amplitud de la
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respuesta S, en comparacién conla respuesta S,. Podria pensarse que el cambio en la amplitud
de los potenciales se debid a una alteracion en las propiedades de los receptores postsinapticos,
como la desensibilizacion (Clemements, 1993). Sin embargo, los agonistas muscarinicos
empleados no afectaron la resistencia de entrada de la membrana, ni las constantes de tiempo de
caida de las respuestas sinipticas en ninguna condicion experimental, sugiriendo que no hubo
cambios postsinapticos y que el efecto es mediado presinapticamente

Por otro lado, 1a administracién de atropina inhibid la facilitacion observada en condiciones
control generando, incluso, depresion sinaptica; sugiriendo la existencia de liberacion tdnica
enddgena de acetilcolina en el neoestriado. En conjunto estas observaciones apoyan la idea de que
la modulacion colinérgica presinaptica de las aferentes glutamatérgicas neoestriatales es mediada
por receptores muscarinicos. De acuerdo a esto, existe evidencia experimental previa que muestra
como la activacién muscarinica deprime la transmision siniptica mediante mecanismos
presindpticos en otras regiones cerebrales (Dutar y Nicoll, 1988, Nicoll et al., 1990; Kang, 1995;
Scanziani et al., 1995; Vannuchi y Pepeu, 1995).

Empleando antagonistas especificos de los receptores M,,, M, y M,, se intentd identificar el
tipo de receptor responsable de mediar los efectos de los agonistas muscarinicos. Dado que en
otro tipo de neuronas se ha reportado que el r;accptor M, modula presinapticamente la liberacién
de neurotransmisores (Dutar y Nicoll, 1988; Mc Cormick, 1993; Quirion et al., 1993; Kang,1995),
decidimos probar si en las sinapsis glutamatérgicas del neoestriado este receptor estaba
involucrado. Para documentar la participacion de los receptores M, empleamos galamina (Kenakin
and Boselli, 1989; Michel et al, 1990), AFDX-116 y 3-c-cloroimperialina (Baumgold et al,
1994), compuestos propuestos como antagonistas especificos del receptor M, La galamina
bloqued la inhibicion presinaptica inducida por muscarina, El AFDX-116 bloqueo la PPF inducida
por muscarina en aproximadamente un 65%, mientras que la 3-a-cloroimpenalina bloqued el
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efecto muscarinico cerca del 100%. Esta discrepancia puede deberse a que estos farmacos tienen
diferente especificidad para los receptores muscarinicos. Nuestras observaciones también apoyan
que la 3-a-cloroimperialina no es tan especifica para los receptores M, como previamente se habia
sugerido.

Estudios previos en el neoestriado sugerian que el receptor M, podria estar involucrado en
la modulacion presinaptica (Sugita et at., 1993, Hsu et al., 1995). Estos estudios, sin embargo, se
realizaron utilizando un tipo de 4-DAMP reversible (Barlow et al, 1991). Por lo tanto, en
nuestros experimentos utifizamos la mostaza nitrogenada 4-DAMP irreversible especifica para el
receptor M. Los resultados mostraron gque este antagonista M, bloqued la PPF inducida por
muscarina en cerca del 70%.

Nuestros resultados muestran asi que, los receptores M, y M, median la modulacién
presinaptica colinérgica de la aferentes glutamatérgicas estriatales. En apoyo a esta conclusion, los
coeficientes de Hill sugirieron la presencia de por lo menos dos tipos de receptores muscarinicos
en las terminales glutamatérgicas neoestriatales.

Debido a que el neoestriado recibe aferentes excitatorias provenientes del talamo y de la
corteza, nuestros hallazgos sugieren la posibilidad de que diferentes aferentes glutamatérgicas
puedan tener distintos receptores muscarinicos En apoyo a la presencia presindptica de los
receptores colinérgicos m, y m,, estudios anatémicos han mostrado su existencia en las terminales
nerviosas. En constraste, los receptores m, y m, se han localizado en las dendritas y densidades
postsinapticas de las neuronas espinosas mediaﬁas (Hersch et al., 1994; Levey et al., 1994; 1997).
Posibles mecanismos de modulacion,

Los moduladores presinapticos disminuyen fa liberacién de neurotrasmisor inhibiendo
canales de calcio y/o activando canales de potasio (Wu y Saggau, 1997). Algunos estudios han
mostrado que cl grade de facilitacion del PPF es mejor en condiciones de bajo calcio y alto
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magnesio (Dunwiddie y Haas, 1985; Andreasen y Hablitz, 1994, Fleidervish y Gutnick, 1995,
Igelmund y Heinemann, 1995). La disminucion de la concentracién de calcio extracelular
disminuye la probabilidad de liberacién del neurotransmisor ante el primer estimulo, sin embargo el
calcio residual que esta deja, junto con el que entra debido al segundo estimulo se suman,
provocando que la segunda respuesta sea mayor que la primera. Por lo que es probable que la
activacion de los receptores muscarinicos al actuar de la misma manera, bloqueen la entrada de
calcio a la terminal. Asi, es posible que en nuestros experimentos los agonistas muscarinicos
inhibicran los canales de calcio dependientes de voltaje involucrados en la liberacion del
neurctrasmisor. En apoyo a esta posibilidad, se ha documentade que la acetilcolina disminuye
corrientes de calcio (Williams y Johnston, 1993). De manera que si la ACh previene la entrada de
calcio a la terminal, es posible que las proteinas involucradas en el anclaje y la fusion vesicular
como la sinaptotagmina, sinaptobrevina y sinaptofisina, alteren su funcién impidiendo la liberacidn
del neurotransmisor por un bloqueo de la exocitosis (Hunt et al ,1994; Burns and Agustine 1995,
Sudhof, 1995). Asimismo, la fosforilacion de sinapsina dependiente de calcio producida por la
enzima CaMKII podria prevenirse, reduciendo la disponibilidad de las vesiculas en la poza de
reserva (Llinas et al., 1991 Rosahl et al., 1993)

Un mecamsmo adicional para explicar nuestros resultados es que la estimulacion
muscarinica activara canales de potasio en las terminales glutamatérgicas. En otros tipos celulares,
se ha documentado que la estimulacién muscarinica incrementa conductancias de potasio y
corrientes de potasio activadas por calcio (Van Dongen et al,, 1988; Sah, 1996). Los canales de
potasio tipo Kv y aquellos activados por Ca™ existen en terminales presinapticas y estan
involucrados en la liberacién del neurotransmisor (Robitaille and Charlton, 1992; Robitailte et al,
1993; Knaus et al., 1996, Roeper and Pongs, 1996) Si la ACh activa canales de K', la
depolarizacién de la terminal sinaptica pucde prevenirse o decrementarse reduciendo la entrada de
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calcio y la probabilidad de liberacion del neurotrasmisor (Ohno-Shosaku et al., 1996). En ambos
casos, e evento final es la disminucion de la entrada de Ca®

Los receptores muscarinicos M, inhiben la via metabdlica asociada a la enzima adenilato
de ciclasa. En la amigdala (Huang et al., 1996) y en la region CA3 del hipocampo (Weisskopf et
al.,, 1994} se ha documentado que la proteina cinasa dependiente de AMP¢ (PKA) modula la
trasmision glutamatérgica (Huang et al, 1996). En estas areas, agentes farmacoldgicos que
afectan la actividad de Ia PKA cambian la magnitud de la PPF, sugiriendo que la PKA es una de
las enzimas responsables de la modulacién de la trasmisién glutamatérgica. Por lo tanto, los
agonistas muscarinicos podrian bloquear las sinapsis glutamatérgicas en el estriado disminuyendo
al AMPc y decrementando la actividad de Ja PKA. Una via alternativa de modulacion seria a
través de proteinas G que incrementan directamente la actividad de los canales de K' vy
decrementan la de canales de calcio (Nicholls, 1994)

Los receptores M,, por otro lado, estan relacionados con la via de los fosfoinositidos
(McKinney, 1993). La estimulacion de los receptores M, activa a las fosfolipasas C (PLC) y D
(PLD). La PLC produce movilizacion de calcio de pozas intracelulares (Guo et al., 1996; Prakriya
et al., 1996). La PLD media el trifico vesicular (Klein et al., 1996), Asi, es posible que la
estimulacién por ACh afecte tanto la movilizacion de calcio de las pozas intracelulares, como la
fusién vesicular actuando sobre la PLC y la PLD, respectivamente. El diacilglicerol activa a la
proteina cinasa C (PKC) y se ha observado que la PKC media varios efectos muscarinicos
(Malenka et al., 1986) como es la activacion de corrientes de K' dependientes de voltaje (Zhang et
al,, 1992). Es probable que la PKC participe en la modulacién presinaptica generada por ACh a
través de receptores M,

La liberacion del neurotransmisor es mediada por procesos relacionados ¢ no a la
activacidn de canales dependientes de voltaje (Capogna et al,, 1996) Los potenciales sindpticos
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provocados son dependientes de la entrada de calcio. Sin embargo, la liberacién espontanea o
"cuéntica” del neurotransmisor es independiente del calcio extracelular. Nuestros experimentos de
PPF sugieren que la modulacién muscarinica presindptica de la liberacion de glutamato es
dependiente del calcio extracelular Cabe la posibilidad, sin embargo, de que la actividad
colinérgica neoestriatal module la liberacion espontanea del neurotransmisor tal y como ocurre en
la liberacion inducida por 4-AP,

Con base en nuestros resultados podemos afirmar que los efectos presinapticos son
mediados por receptores tipo M, y M,, en tanto que a nivel postsiniptico los receptores
responsables de la modulacién muscarinica son los receptores del tipo M, y M, (Pineda et al,
1995; datos no publicados del laboratorio). Es importante mencionar que las dosis necesarias para
producir modulacién presindptica en nuestros estudios estuvieron por debajo de las que
comunmente se requieren para producir cambios postsinipticos (Pineda et al., 1995;
Hernandez-Lopez et al | en prensa) Lo que sugiere que los receptores presinapticos pueden tener
alta afinidad por sus ligandos, y que la modulacion presinaptica selecciona la aferente necesaria
para la integracion sinaptica en el estriado en un momento dado.

Relacion anatimica entre las internenronas colinérgicas y las terminales glutamatérgicas.

Desconccemos st la modulacién colinérgica sobre las aferentes glutamatérgicas es sinaptica
o parasinaptica. Desde el punto de vista anatomico se sabe que los botones sinapticos de las
células colinérgicas se encuentran en gran cantidad en la matriz neoestriatal, y que la matriz recibe
principalmente aferentes de la corteza (Wilson, 1990). E! tipo de contactos que establecen las
células colinérgicas dentro del estriado parecen ser simétricos (Bolam et al,, 1990) En algunos
estudios se observaron pocos contactos dendriticos yuxtapuestos, por lo que se ha sugerido que la
trasmision colinérgica es de volumen (Contant et al, 1996) La figusa 22 resume algunos de los
mecanismos de modulacion que podrian observarse en las terminales glutamatérgicas
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Fig.23 Representacion esquematica de los moduladores presindpticos quc sc cncucntran cn las terminales
glutamatérgicas. Los rceeptores muscarinicos podrian inhibir l2 entrada de caleio ¥ bloquear ¢l proceso de
cxocitosis, o bicn activar canales de potasio y asi acortar cl potencial de accion lo cual disminuiria la
probabilidad de apertura de los canales de ealeio.
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Los canales de calcio tipe N y P/Q participan en el control de la liberacion de ghitamato en el
estriado.

En nuestros experimentos encontramos que la o-AgaTx-IVA, w-ConoTx-VIA y la
©-ConoTx-MVIIC afectan el potencial sindptico provocado en proporciones semejantes. Sin
abolir completamente la actividad sinaptica. Este fenomeno fue evidenciado, en mayor grado, en
condiciones supraumbrales de estimulacion en donde la ©-ConoTx-VIA no elimina el potencial
ortodromice, y requiere de ia presencia de ©-ApaTx-IVA para disminuir la liberacion. Al igual que
los experimentos de Wheeler et al; (1994), la accion de la @-ConoTx-VIA fue rapida pero
moderada. Este grupo no encontré efectos de la @-AgaTx-IVA en el hipocampo, pero las dosis
empleadas fueron bajas (30nM) El incremento de la dosis a 200nM, sin embargo, inhibe la
liberacién del neurotransmisor. Resultados semejantes habian sido descritos por Tumer et al;
(1993} en sinaptosomas de estriado. Lovinger et al; {1994) reportaron datos similares con
respecto a la -ConoTx-MVIIC. Sin embargo, el bloqueo de los canales tipo N disminuyd
significativamente la liberacién de glutamato, mientras que la inhibicion de los canales tipo P no
tuvo un efecto importante sobre la transmision glutamatérgica, Estudios recientes sugieren que la
w-AgaTx-IVA ademis de bloguear los canales P afecta, en dosis mayores (>>100nM), a los canales
Q. Mo obstante aln existe controversia acerca de cual es la concentracidn especifica para bloquear
los canales P. El efecto observado con w-ConoTx-MVIIC indica que otros canales de calcio como
los Q (Wheeler et al, 1994), y los R (Wu y Sagpau, 1995) pudieran estar involucrados en la
liberacion de glutamato en las terminales corticoestriatales. Sin embargo se sabe que esta toxina al
igual que 1a @ -AgalllA también bloquea otros subtipos de canales como los L, N, y P (Adams y
Qlivera, 1994). Nuestros resultados demostraron que mas de un canal de calcio es responsable de

la liberacion de glutamato en el neoestriado, a saber, canales N, P/Q y posiblemente el R,
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Estudios previos habian sugerido que en anfibios y aves, los canales tipo N (Robitaille et
al, 1990; Robitaille et al., 1993; Fossier, 1994; Yawo y Chuhma, 1994), y los P en mamiferos,
participan en el control de la liberacién del neurotransmisor (Hong v Chang; 1995; Mintz et al,
1995). No obstante nuestros resultados asi como los de otros grupos demuestran que en
mamiferos participan tanto canales N como P.

Es posible que estos canales sean los blancos de diferentes moduladores que actian sobre
receptores presinapticos de las terminales glutamatérgicas en el estriado .Sin embargo su
participacidén en el control de la liberacion podria ser regulado diferencialmente por distintos
moduladores o receptores. Experimentos futuros deberan responder esta pregunta,

Importancia Clinica

Se ha sugerido por largo tiempo que los ganglios basales modulan la funcion
talamocortical y que cuando hay una alteracién en alguno de sus circuitos se observan alteraciones
motoras. La neuromodulacidn en el estriado tomd interés cuando se encontré que en la
enfermedad de Parkinson habia una alteracién en la via nigroestriatal dopaminérgica y que ésta
producia hipocinesia. Aunado a este haltazgo se observo que la disminucidn colinérgica producia
hipercinesia. Fué entonces que se propuso que debia existir un balance entre estos dos sistenas de
modulacion, Desde el punto de vista terapéutico la atencidn se ha focalizade sobre analogos de
dopamina (v.g.L-DOPA) para disminuir los sintomas del parkinsonismo (Carlsson y Carlsson,
1990) y recientemente sobre antagonistas no competitivos de los receptores glutamatérgicos
NMDA, pues ef decremento glutamatérgico parece ser un factor determinante en la patofisiclogia
de la enfermedad de Parkinson asi como de otras alteraciones como la esquizofrenia (Lovinger y
Lambert, 1993, Rieder et 2a1,1993). Sin embargo, poca atencidon se ha puesto al papel de la
modulacién colinérgica en la patofisiologia neoestriatal (Stoof et al., 1992). Se sabe que la
administracion conjunta de antagonistas NMDA, agonistas catecolaminérgicos y antagonistas
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colinérgicos producen un efecto terapedtico con pocos efectos colaterales (Carlsson y Carlsson,
1990). Las fibras colinérgicas son predominantemente inervadas por fibras que provienen del
talamo. $i estas entradas son glutamatérgicas, las fibras talamoestriatales podrian modular la
actividad de las interncuronas colinérgicas a través de receptores NMDA guienes, en turno,
pudieran ser los responsables de la liberacién de ACh en el estriado (Kawaguchi et al., 1995). §i
uno de los factores que mejoran el curso de la enfermedad es Ja disminucién de la liberacién
glutamatérgica, la administracion selectiva de agonistas muscarinicos presinapticos, podrian
regular la liberacién de glutamato y mejorar la patofisiologia de la enfermedad.

Los estudios electrofisioldgicos in vivo e in vifro han demostrado que la actividad de las
células neoestriatales depende de la entrada excitatoria (Calabresi et al, 1990a; Wilson y
Kawaguchi, 1996). Esta entrada, puede generar un estado de actividad o de inactividad (ver
antecedentes). El efecto de diferentes moduladores sobre las células estriatales, dependera de cual
sea &l estado en que se encuentran las neuronas espinosas medianas Ademas los moduladores
como la acetilcolina actilan sobre receptores presinapticos y postsinipticos, A nivel presinaptico la
estimulacién de los receptores tipo M, y M, disminuyen la liberacién de glutamato, en tanto que a
nivel postsinaptico decrementan el pospotencial de las células espinosas medianas e incrementan la
frecuencia de disparo y este efecto es mediado por receptores M, y M,. Estos hallazgos podrian
tener importancia terapéutica, por ejerplo, uno podria usar agonistas tipo M, y M, para el control
de la excitacion neoestriatal que se presenta en la corea de Huntington en donde las células
GABAérgicas de proyeccion estan degenerando.

La manipulacién especifica de los subtipos de receptores permitird tener alternativas
terapéuticas para la patofisiologia estriatal, modulando desde la presinapsis la actividad

glutamatérgica estriatal.
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8 Conclusiones

1 -Las aferentes glutamatérgicas al necestriado son moduladas por la acetilcelina.

2 -La modulacién colinérgica presindptica de las aferentes glutamatérgicas es mediada por
los receptores muscarinicos tipo M, y M,

3 -Los canales de calcio involucrados en el control de la liberacion de glutamato en las

terminales glutamatérgicas estriatales son del tipo N y P/Q
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3-a-CHLORO-IMPERIALINE, A POTENT BLOCKER OF CHOLINERGI(C
PRESYNAPTIC MODULATION OF GLUTAMATERGIC AFFERENTS IN

THE RAT NEOSTRIATUM

Elizabeth Hemandez-Echeagaray, Elvira Galarraga and José Bargas®

Dept de Brofisica, Instituto de Fisiologia Celutar, UNAM. México City D.F. 04510, México.

*Correspondence: José Bargas Instituto de Fisiologia Celutar, UNAM. PO Box: 70-253.
Mexico City D.F. 04510 Meéxico Tel.: (§25) 622-5670. Fax: (525} 622-8607.
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