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Resuirien

La somatostatina (SOM), un tetradecapéptido ciclico identificado originalmente como inhibidor de la
liberacién de la hormona de crecimiento (GH), es considerada en la actualidad como un neuropéptido con
actividad modulatoria y distribuide ubicuamente en ¢l sistema nervioso central, donde se le atribuyen div ersas
acclones fisiclégicas El efecto genérico reportado para la SOM es disminuir las cormrientes entrantes de Ca™ v
potenciar corrientes de K*.

En ¢l neoestriado, la SOM es liberada por interneuronas v se desconoce la funcién fisiolégica de este
péptido sobre las neuronas de proyeccién que conforman el 90% de la poblacién neuronal del ndcleo. Para
comenzar a estudiar el efecto modulatorio de la somatostatina en las neurcnas estriatales de proyeccidn se
realizaron registros electrofisioldgicos en 1a modalidad de fijacidn de corriente en rebanadas de cerebro de rata
mantenidas "in vitro”. Diferentes protocolos de estimulacién s utilizaron para evideneciar el efecto fisiolégico de
1 somatostatina.

El postpotencial hiperpolarizante que sigue a cada petencial de acei6n, contribuye en la regulacién de la
frecuenc:la temporal de disparo de trenes de potenciales de accidn y se encuentra modulado por la entrada de
La extraceiular

La aplicacién de 1 uM de SOM al medio de perfusién produce uma disminucién de la amplitud del
postpotencial hiperpolarizante y modifica la relacidn entrada-salida (intensidad de corriente de estimulacidn
contra frecuencia de disparo) de estas neuronas, inerementando ta frecuencia de dispare y/o haciéndola irregular
(réfagas). De igual manera la somatostatina disrainuye [a duracion del potencial de calcio inducido por pulsos de
corriente en presencia de TEA. Dicho efecto persiste al agregar TTX, lo que sugiere que el efecto de Ia
somatostatina es directo sobre la newrona registrada. El efecto de la SOM 2 nivel subumbral fue de un
incremento en la rectificacion entrante acompafiado por una disminucién en la resistencia de entrada.

En conclusidn, la accién ﬁsmlogxca de la SOM sobre las neuronas espinosas medianas de proyeccion.
incluye una dismumucién en la entrada de Ca® que, consecuentemente, modifica el patrén temporal de disparo y
produce un aumento en la corriente de K (rectificador entrante) la cual disminuye la excitabilidad de estas
NEUronas.



Introduccion

En lz regién media y frontal del cerebro se alberga a los ganglios basales, una serie de nicieos
altamenis interconectados entre sf, que representan una de las estructuras subcorticales telencefilicas
mds prominentes que existen en el cerebro de los mamiferos. Los ganglios basales se componen de
distintos nlicleos: el caudado, putamen, globo palide, substancia nigra, y ntcleo subtalamico.

Lz mayorfa de las entradas a los ganglios basales provenientes de ofras estructuras cerebrales
arriban al reoestriado, el cual consiste del niicleo caudado, putamen y acumbens {Wilson, 1998 en
Sheperd Ed.).

El neoestriado recibe proyecciones masivas de todas las dreas de la corteza (Ragsdale y
Graybiel, 1990), centros monoamindrgicos del cerebro medio {Gerfen er al, 1987) ¥ del nucleo
intralaminar del talamo (Dubé et al., 1988).

La salida del necestriado proyecta casi exclusivamente a 2 estructuras de los ganglios basales;
estas se encuentran dirigidas principalmente a los segmentos externo ¢ interno del globo palido v a 1a
pars reticulata de la substancia nigra {Desban ef al., 1989; Gimenez-Amaya y Graybiel, 1990 Wilson.
1998.). Estas estructuras son muy similares en su organizacitn celular, Tanto el segmento interno del
globo pélido como la substancia nigra proyectan a estructuras fuera de los ganglios basales y
representan las vias de salida mds importante de los mismos.

Bl segmento interno del globo palide forma un importante canal de salida que envia
proyecciones principalments a la habénula lateral, el niwcleo ventrolateral del tilamo y el nicleo
pedunculopontino tegmental. La parte rosiral del globo palido en la rata proyecta a la habénulz lateral
que provee una larga entrada al niicleo rafé dorsal, una importante fuente de proyeceion serotoninérgica
al neoestriado. La parte caudal del globo palido enerva al talamo y al tegmento pontino (Rajakumar es
ai., 1993; Kalen et al., 1989, en Rajakumar et al, 1993); La figura 1 muestra un esquema de los

ganglios basales y los diferentes micleos que lo conforman (tomado de Sheperd, 1998).
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Substancia blanca

Nicleo Caudada

Globo Palido
Nocleo Subtalamico

Substancia Nigra

gura 1.- De manera simplificada,

el esquema muestra la organi
<leos que lo comforman. GPe. Globo palido externo; GPi:

~r: Substancia nigra, pars reticulata; SNe: Substancia nigra

zacién general de los ganglios basales y los diferentes
Globo palido interno: Thal: Télamo; Sth; Nicieg subtaldmico;
s pars compacta {Modificado de Shepard. 159%).



Las entradas corticales al neoestriado son de naturaleza excitatoria y estin mediadas por
glutamato. La salida de los ganglios basales es a través de neuronas inhibitorias (GABAérgicas) del
segmento interno del globo palido al talamo ¥ entonces a través de vias excitatorias a la corteza
premotora y motora. El procesamiento de las sefiales corticales en el neoestriado involucra dos vias de
salida principalmente (Garret ef al., 1994). La via directa que se forma de proyecciones GABAérgicas
inhibitorias que van del neoestriado al segmento interno del globo pélido y la substancia nigra
reticulata. La activacién de esta via resulta entonces en la inhibicién de las neurcnas inhibitorias
eferentes dei globo palido y por consiguiente en la desinhibicién de las neuronas taldmicas de relevo.
Se ha postulado que esta via facilita los movimientos a través de la excitacton de las dreas corticales
premotoras y supiementarias. La via indirecta involucrz un distinto subtipo de neuronas estriatales
GABAérgicas que proyectan al segmento extemno del globo pdlido e inhiben las proyecciones
GABA¢rgicas que van al niicleo subtalémico, en el cual existen neuronas excitatorias (glutamatérgicas)
que proyectan al segmerto interno del globo palido y proveen excitacién a las neuronas eferentes
palidotaldmicas GABAérgicas. El efecto final de la activacidn de esta via es la supresidn de la
actividad de las neuronas taldmicas de relevo, inhibicién de las neuronas corticales motoras e
inhabilitaciér: del movimiento. La figura 2 es un esquerna simplificado de las vias aferentes v eferentes
de log ganglios basales.

La actividad de las dos vias parece ser modulada por el lazo interno dopaminérgico existente
entre el nevestrizdo v la substancia nigra, probablemente con la asistencia de interneuronas colinérgicas
(que liberan acetilcolina) presentes en el neoestriado, asi como por otras interneuronas neoestriatales

{GABAérgicas y Somatostatinérgicas)
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Elementos neuronales del neoestriade

El neoestriado es ¢l componente més grande y receptive de los ganglios basales, de alli su
importancia relativa en el estudio del mismo.

El neoestriado estd compuesto de un gran nitmero de neuronas con un dismetro cercano a los 15
pm (newronas espinosas), un pequefio ntmero de interneuronas no espinosas y fibras aferentes. Pese a
que las interneuroras son la poblacién mds pequefia, ésta poblacién representa una fuente rica en
variedad y complejidad funcional. (Graybiel, 1994; Parent, 1994; Kawaguchi ef al., 1995; Rushlow,
1994, 1996; Wilson, 1998)

La neurona espinosa mediana

Este tipo neuronal fue descrito por Cajal como cruciforme axodendritica (Fox ef al., 1971 en Shepard,
1998). La neurona espinosa mediana de proyeccion estriatal representa mas del 90% de la poblacién
total presente en este nicleo. Presentan ua amplio nimero de espinas dendriticas cubriendo a las
dendritas de las mismas. La mayor importancia de este tipo de arborizacién neuronal es que las fibras
individuales cruzan los campos derdriticos de muchas neuronas. Fl cuerpo de estas células estd dentro
del rango de 12-15 pm y originan un pequefic nimero de troncos dendriticos (4 2 5). Tanto los somas
celulares como los troncos dendriticos se encuentran libres de espinas.

Dichos troncos dendriticos comienzan a dividirse a los 25-35 um de distancia de su origen para
convertirse en dendritas espinosas secundarias que entonces pueden ramificarse una o dos veces mas.
Las arborizaciones dendsiticas terminales presentes en una neurona espinosa mediana pueden llegar a
ser hasta 30, que se expanden alrededor de toda la neurona y alcanzan un didmetro de hasta 0.5 mm
{500 pm). Le densidad de las espinas dendriticas se incrementa después de la aparicién de la primera v
aumernta conforme se aleja del soma. La méxima densidad que se tiene reportada es de 4-6 espinas por
1 pm de longitud dendritica, convirtiendo a la neurona estriatal mediana en una de las més cargadas de
espinas de todo el cerebro. El didmetro de estas dendritas va disminuyendo cen la longitud de la
mising, comienza alrededor de 1.5 pm y termina midiendo no mas de 0.25 pm en las puntas, de igual
manera decae el numero de espinas (Wifson, et al., 1983).

A partir de una regién bien definida del cuerpo celular o de un tronco dendritico se origina el
axon de las neuronas espinosas medianas. El axén principal emite notorias colaterales antes de alejarse

del soma celular, a su vez, estas colaterales originan una nueva serie de arborizaciones axonales.
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Existe una clasificacion para las neuronas espinosas medianas a partir del tipo del objetivo que
alcanzan sus axones. Aproximadamente la mitad de éstas caen en la clase de neuronas que origina la
via indirectz, que proyecta solamente al segmento externo del globo palido (ver introduccidmn), mieniras
que las restantes forman la via directa, las cuales presentan axones altamente colaterizados ¥ proyectan
2 ura serie de objetivos estriatales distintos: fos segmentos tanto intemo como externo del globo pélide

y la substancia nigra reticulada.

Interneuronas.

Se han determinado cuarro grandes tipos de estas poblaciones usando conjuntamente técnicas
fisiolégicas, citoquimicas y morfoldgicas. A la fecha han sido divididas en (1) interneuronas
colinérgicas gigantes las cuales son detectables por la presencia de colina acetil-transferasa {ChATY;
(2) Interneuronas GABAérgicas que contienen parvalbumina, una de las protefnas de unién al calcio;
(3) Interneuronas GABAérgicas que contieren calretinina; y (4) una clase de interneuronas que
contienen somatostatina, NADPH-diaforasa y éxido-nitrico sintetasa (NOS), y que posiblemente

también sintetizan GABA (Kawaguchi ef a/., 1990, 1693; Wilson, 1998).

Interneuronas Colinérgicas

De todas las interneuronas estudiadas en el neoestriado, las colinérgicas son las mejor corocidas
¥ no representan mds del 3% de la poblacién neuronal totzl. Son la fuente mas importante de
acetilcolina y colina acetil-transferasa (ChAT) en el neoestriado. En adicién a sus largos somas, sus
arboles dendriticos estan ampliamente distribuidos, abarcando una regién mayor a la de una neurona
espinosa mediana (Wilson e al., 1990). Este tipo celular es capaz de integrar las entradas sinapticas en
regiones mayores. Sus campos axonales son muy extensos comparados con los de las neuronas
comunes estriatales de proyeccion Estas caracteristicas originan la posibilidad de que la interneurona

colinérgica funcione como una nevrona de integracidn.

Interneuronas GABAérgicas

Estas interneuronas tiene una aita capacidad de recaptura de GABA exdgeno. El descubrimiento
de la presencia de la proteina de unién a calcio Parvalbliunina, permitic diferenciarla de la poblacion
mayor del neoestriado {Gerfen ef al. , 1987). No representan més del 2% de la poblacién neuronal total,

Otro grupo de interneuronas GABAérgicas contienen la proteina de unién a calcio Calretinina

(Kawaguchi, 1995; Bennett y Bolam, 1993). Al igual que la parvalblmina, la calretinina funciona



como un amortiguador de calcio. Estas células tienen la capacidad de disparar potenciales de accidn a

muy altas frecuencias, en forma de rafagas (Flores-Hemandez et ., 1994),

Interneurona Somatostatinérgica/NOS

Las interneuronas que contienen somatostatina son célufas no espinosas con un didmetro que va
de 12-25 um y representan de! 1-2% de la poblacién total. En comparacién con las células colinérgicas
y positivas a parvalbimina, éstas presentan menos ramificaciones dendriticas. Su arborizacion axonal
s menos densa en la regidn del campo dendritico, que s més extenso y relativamente carente de
ramificaciones en regiones amplias del neoestriado. En estas celulas se han identificado mas
neurotransmisores y cotransmisores que en cualquier otra célula del estriado, Al igual que las neuronas
medianas, las interneuronas somatostatindrgicas presentan largos axones. Este grupo de células puede
liberar somatostatina, dxido nitrico, neuropéptido-Y y posiblemente GABA, el cual se piensa puede ser
liberado dependiendo del patrén de disparo que se presente (Chesselet er al., 1986; Figueredo-Cardenas
etal, 1996)

Estas interneuronas se reconocieron primeramente con la reaccion histogquimica para NADPH-
diaforasa. Los somas de estas neuronas no fifien fuerte para GAD o para el GABA, sus terminales
axonicas contienen GABA, v probablemente también sean internenronas GABAérgicas (Kawaguchi er
al., 1994),

Se ha demostrado que las interneuronas somatostatinérgicas reciben entradas corticales directas
(Vuillet ef al., 1992; Kawaguchi ef al., 1995), las cuales podrian ser glutamatérgicas (Garside y
Masurek, 1997). De igual manera se ha demostrado que reciben inervacidn colinérgica y
doparninérgica estriatal, y también expresan el receptor NK-1 de Substancia P.

Entre las funciones mds importantes del éxido nitrico conocidas a la fecha, se incluyen la
vasodilatacion (probablemente este 1ipo de neuronas controlen el fluido de sangre en el necestriado en
respuesta a las entradas palidales y corticales) y la accidn del 6xido nftrico come transmisor que
influencia la liberacién de otros transmisores, al igual que una modulacién directa de ciertos canales
(Manzoni er al., 1992 en Kawaguchi, 1995).

Los largos axones de las interneuronas somatostatinérgicas pueden llegar a extenderse hasta 1
mm del cuerpo celular, tal situacién sugiere que estas células pueden influenciar la transmisién y el

fluido sanguineo en un espacio mayor que cualquier otra interneurona estriatal.



Las terminales de las neuronas somatostatinérgicas hacen sinapsis por todz la periferia
dendritica del neoestriado que incluye a las reuronas medianas de proyeccidn, y se piensa que la accion
de estas células contribuye al mantenimiento y especializacion del circuito local de! estriado.

En la figura 3, se muestra la reconstruccién de los diferentes elementos neuronales del
neoestriado. En 3-A se encuentra la reconstruccién de una neurona medizana de proyeccion. Nétese el
alto niimero de espinas dendriticas de dichas células v el tamafio de [as mismas. Er 3-B se encuentra
una reconstruccion de una intemneurons inmunoreactiva a parvalblimina, 3-C representa una
interneurona inmunoreactiva para NDPH diaforasa ¥ que libera NO, mientras que en 3-D una
interneurona  inmunoreactiva a  colina  acetiltransferasa ChAT; interneuronas GABAérgicas,

Somatostatinérgicas y Colinérgicas, respectivamente.

Figura 3 - Los diferentes tipos morfologicos de neuronas presentes en el Neoestriado, A) Neurena espinosa mediana de
proyeceidn; B) Interneurona inmunoreactiva a Parvalbémina (Interneurona GABAérgica); C} Interneurona inmunoreactiva
a NADPH-D (Interneurona Somatostatinérgica); D) Interneurona inmunoreactiva a Colina Acetiltransferasa {Intemeurona
Colinérgica}. Notese la diferencia en la calibracion para A conrespecto a B, C, y D (Modificado de Kawaguchi; 1995)

B
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La Somatostatina en el Sistemz Nervicso Central

A finales de los afios 60's un grupo de investigadores identificé un factor que reducia de manera
importante la liberacion de hormona de crecimiento en cultivos de células hipofisiarias (Krulich ef al. .
1968). Posteriormente, Brezau y colaboradores (1972) identificaron a partir de preparaciones de
hipotélame bovino, un péptido que inhibia fa secrecién de la hormona de crecimiento de la hipéfisis. La
actividad inhibitoria de este péptido resuité ser dependiente de la concentracién y atribuible a un
"factor inhibitorio de la liberacion de somatotropina” o SRIF (por sus siglas en inglés). La secuencia
de aminodcidos determinada para este facior desconocido hasta entonces mostré un tetradecapéptido
ciclico con un enlace disulfuro entre los residuos de cistefna 3 y 14. Brezau v colaboradores
propusicron el nombre de “somatostatina™ para enfatizar su papel como una contraparte de la
"somatotropina” u hormona de crecimiento (Gillies, 1997).

Una serie de estudios posteriores demostraron la existencia de diversas formas de somatostatina
en mamiferos, entre las cuales se descubrieron, la somatostatina-28 (SOM-28) ¥ somatostatinz-25
(80OM-25), que difieren de la somatostating-14 (SOM-14) por el nimero de aminodcidos que las
constituyen. A partir de la comparacion de secuencias entre [a SOM-28 y la SOM-14 se establecié que
la secuencia de aminoacidos de esta ultima estaba contenida en la SOM-28, ademss de wna extensién
de 11 a 14 aminodcidos, dependiendo del péptido precursor (SOM-25 0 SOM-28 respectivamente)
(Pradayrol et al., 1980; Esch ¢f al., 1980); resulta muy interesante el descubrimizento de que la SOM-28
tiene diversas acciones fisiolégicas, mientras que la SOM-25 es un péptido sin actividad bioldgica
corlocida hasta la fecha. Se ha demostrado que la somatostatina-28 es més que un precursor de SOM-
14; diversos estudios han confirmado que la accién de éstz es fisioldgicamente distinta 2l de l2 SOM-
14, mostrando en ciertas células mayor eficiencia y potencia en su accién. De hecho, se ha postulado
que la SOM-28 es [a isoforma que se libera del hipotalamo al torrente sanguineo para liegar a la
hipofisis; y probablemente esta forma larga de somatostatina sobreviva mas tiempo en el plasma que la
forma corta SOM-14.

La determinacién de la secuencia de la prohormona de la somatostatina {Goodran et al., 1983),
permitié deferminar que el ARNm de la somatostatina es transcrito como parte de una molécula
precursora muy grande denominada pre-prosomafostatina (Figura 4). EL ADNc de la pre-
prosomatostatina contiene un marco de lectura que codifica para un polipéptide de 116 aminodcidos.

La pre-prohormena se sintetiza en el reticulo endoplismico rugoso y es liberada en el lumen del
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reticulo endoplismico, donde entonces es cortada por proteasas especificas. La prohormona restante es
transportada al aparato de Golgi; ahi comienza el proceso de empaquetamiento en vesiculas secretorias.
Cuando se 1ealiza el almacenamiento pueden iener lugar una serie de modificaciones post-
traduccionales. La divisién de la prohormona en somatostatina-14 y somatostatina-28 requiers de ia
actividad de enzimas endoproteoliticas propéptide (PC). En total han sido determinadas seis de esas
enzimas (Seidah ef al., 1990; 1993; Patel et al., 1997). La conversién toma tugar en los residuos mono
0 dibasicos, aunque otras caracteristicas estructurales se requieren para la accién coordinada de esas
endoproteasas {Brakch ef al , 1993; Seidah e/ af., 1993).

La conversién en somatostarina 2 partir del propéptido depende directamente del tipo celular
donde se realice. En neuronas y tejido pancredtico, el producto principal es SOM-14, la cual se genera
por la accién endoproteolitica de [a enzima PC2 y PC1 (Brakch ef al., 1995), mientras que en extractas
intestinales y en el hipotélamo (Pradayrol ef al., 1980; Esch et al., 1980) la sintesis de la prohormona
origina SOM-28.

En adicion al papel endoerinolégico atribuide a la somatostatina, se encuentra su accién como
newromodulador y/o neurotransmisor. Los primeros reportes que indicaron la presencia de [a
somatostatina en sitios extrahipotaldmicos del cerebro, aparecieron en fa década de los 70 (Vale er o/,
1977; Brownstein, 1975), pues se demostré la presencia de somatostatina en sinaptosomas y se reporté
que actiia como transmisor excitatorio en el hipocampo (Dodd v Kelly, 1978).

El efecto moedulador de la somatostatina no fue genérico, alpunos zutores reportaron
originalmente una accidn inhibitoria de la somatostatina (Renaud er al,, 1975) mientras que ofros
reportaron efectos excitatorios. (Dodd y Kelly, 1978; Schindler ef al., 1996),

En diversos estudios se reportd que la somatostating reduce los niveles de AMPc, en otros casos
Ia accion de este péptido se encuentra mediada por la liberacién de acido araquiddnice (Schweitzer ef
al., 1998; Tentler v Hadcock, 1997).

La interaccion del péptido en el medio intracelular bloquea la accion de la adenilato ciclasa
(Kleuss ef al., 1991; Raynor et al., 1992; Tallent ef al., 1996; Rodriguez-Sanchez y Siggins., 1997) y
recienfemente se demosird que la SOM estimula la actividad de la tirosin fosfatasa para inhibir el

crecimiento celular.
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Figura 4.- La sintesis del péptido se encuentra mediada por una serie de enzimas

proteoliticas que participan directamente
en la generacion de las diferentes formas activas de Ia SOM: SOM-

14y SOM-28 (Modificado de Schindler; 1996)
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Con el advenimiento de las técnicas de registro electrofisiolégico, como Ia fijacion de voltaje,
s¢ pudo esclarecer ain mds, las acciones modulatorias de la misma. Twery y Gallagher (1989)
demostraron que la somatostatina produce hiperpolarizaciones membranales, al igual que una
disminucion de la resistencia de entrada de las neuronas del niicleo dorsolateral septal en ratas. Inoue v
cals. (£988), demostraron que la responsable de esta hiperpolarizaci6n era una corriente producida por
un rectificador entrante de potasio (Tkyy) modulado por somatostatina-14, esto en neuronas del focus
coerulus. El efecto producido por la somatostatina sobre el rectificador entrante es sensible 2 toxina
pertusis (PTX) (Boehm y Betz, 1997; Kreienkamp ef al., 1997), lo que sugiere, una modulacion por
proteinas G tipo G; o G, (Rens-Domiano y Reisine, 1991;). Sin embargo, también se ha reportado
modulacién por somatostatina insensible a PTX (Twery y Gallagher., 1991).

En el hipocampo, la SOM-14 actiia como un co-transmisor incluido en las inferneuronas
GABAérgicas (Freund y Buzsaki, 1996, ¢en Bohem, 1997). Tales neuronas liberan somatostatina de una
manera dependiente de Ca®" (Mathe ef al., 1993; Fontana et al., 1996); sin embargo, sigue sin estar
clato si este neuromodulador actda inhibitoriamente como el GABA o de manera excitatoria. Los
efectos inhibitorios han sido demostrados en hipocampo de rata (Pittman y Siggins, 1981), pero la
accion excitatoria ha sido demostrada en ta misma preparacién (Dodd y Kelly, 1978).

La inhibicién de las corrientes de Ca®* por somatostatina es un efecto visto constantemente en
diferentes células del sistema nervioso central. Los efectos modulatorios de las cormrientes de Ca®*
incluyen la inhibicidn de corrientes de alto voltaje de activacién (HVA), no asi de comientes de bajo
umbral tipo LVA. El efecto ha sido reportado tanto para SOM-14 como para SOM-28. Dicho efecto es
selectivo para cada péptido, por lo menos en neuronas corticales de rata; de igual manera, se presenta
un refardo en la fase emergente de las correntes de Ca®* activadas a altos voltajes; el efecto de la
somatostatina en todos los casos es concentracion-dependiente y reversible; hasta la fecha no se ticnen
reportados efectos aditivos en la inhibicién de comientes de Ca®' (Wang et al., 1990).

Bohem y Betz (1997) demostraron una inhibicién de la transmision sindptica mediada por
SOM-14 en hipocampo de rata. Otros trabajos reportan él acople de distintos receptores de
somatostatina con una corriente de Ca®" tipo L en una linea celular de hipéfisis (Tallent, 1996); Viana
y Hille (1996) demostraron 1a modulacién de la SOM sobre canales de calcio activados por alto voltaje
en neuronas de la amigdala de rata.

El efecto inhibitorio de la somatostatina sobre las corrientes de Ca®* en reuronas del ganglio
ciliar estd mediado por una Proteina Cinasa dependiente de GMPc, mientras que en la linea celular
GH3 de pituitaria la inhibicién de las corrientes de Ca®" son independientes de la concentracién de

AMPc; en tales estudios, 1a corriente de Ca®* sensible a somatostatina es del tipo L (Lewis et al., 1986;
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Tallent et al., 1996). Tales resultados han dado lugar 2 que se postule que la accién de la somatostatina
sea a través de por lo menos dos vias distintas de sefializacién iniciadas por sus receptores: una via que
inhibe las corrientes de Ca® a través de un mecanjsmo delimitado por ia membrana, v un segundo
mecanismo en el que se estabilice la inhibicién a través de una Proteina Cinasa dependiente de GMPc;
En la figura 6 se muestran las diferentes vias de sefializacién propuestas para 12 somatostatina,

ia razén de las discrepancias en la accién modulatoria de Iz somatostatina y los efectos
fisiolégicos producidos per la misma, pueden deberse 2 diversas razones; v es que {1} lz somatostating
actéia a través de por [o menos cinco diferentes receptores (Bell y Relsing, 1993; Hoyer ef of,, 1995;
Reisine, 1995}, y los diferentes receptores pueden estar mediando una accion modulatona opuesia
incluso, en una misma célula, (2) los efectos contrastantes de la somatostatina pueden ser resultado de
una accidn indirecta o directa. Tales acciones pueden estar mediadas por acetilcolina (Araujo ef al,
1990; Inoue y Yoshi, 1992) o dopamina {Chesselet vy Reisine, 1983; Thermos er al., 1996; Hathway er
al., 1998), la liberacién de estos transmisores puede estar mediada por este neuropéptido. (3) los
efectos opuestos pueden surgir ceando un neurotransmisor activa a los receptores pre & postsindpticos
respectivamente. Los receptores presindpticos para la somatostatina han sido descritos en neuronas
simpiticas y parasimpéticas (Bohem y Huck, 1996; Gray et al., 1989, en Bohem, 1997) ¥ en neuronas
del drea CAl y del Gixo Dentado del hipocampo de 1a rata y el conejo (Scharfman, 1993).

J 3 ¢ Neuronas parasimpaticas (White et al, 1997),
Dlsmmuye +Neuronas neocorticales {Wang, 1990).
4 Neuronas del hipocampe CA1 (Boehm, 1597)
I #Neuronas amigdaloides (Viana, 1996).
#Neuronas de ganglio ciliar (Ishibashi, 1995).
¢ Neuronas de corteza (Meriney, 1994).
¢ Neuronas del Locus Ceeroleous (Fujii, 1994).
¢Neuronas del Ganglio Simpatico (Ikeda, 1989
#Neuronas del Giro dentado (Scharfman, 1993)

SOMATOSTATINA

¢ Células Cromafines (Buscall, 1993)
Aumenta + Células de Pituitaria (Duerson, 1996)
¢ Neuronas del hipocampo (Moore, 1988).

2+ #Linea Celular de Privitaria AfT-20 (Tallent, 1996).

1 K+ 4 Neuronas del Locus Coeroleus (Schonbunn, 1993)

Figura 5.- En resumen, los efectos gendricos reportados para la somatostatina en diversos tipos de neuronas del SN
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GIRK sensible, de nueva cuentz a PTX.
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Receptores de Somatostatina.

A pesar de las observaciones de Brezau y colaboradores, las mayores concentraciones de SOM
se encuentran fuera del hipotdlamo (Holloway er al., 1996; Piwko y Hoyer, 1996). Una serie de
estudios farmacoldgicos permitié reconocer que los receptores de somatostalina se expresan
diferencialmente con propiedades tnicas en la selectividad de los péptidos, distribucién regional, y
funciones {Bell y Reisine, 1993).

Las regiones mds ricas en somatostatina del cerebro se encuentran en neuronas de ia amigdala,
neocorteza, hipocamno, corteza cerebral, drea periventricular v en los ganglios basales (Mattin er af ,
i estos dltimos, la mayor concentracién de somatostatina se encuentra en el neoestriade
(Johanssen ef al., 1984).

La SOM ejerce su efecto fisiologico a través de su unién a receptores de membrana. Los
receptores de SOM, son proteinas embebidas en la membrana celular con siete dominios
transmembranales que inferactuan en su dominio citoplasmatico con proteinas G. Una serie de estudios
(Reisine, 1995; Kreienkamp et al, 1997) demostraron que estos receptores se asocian con las
subunidades Gotit, Gots, Go, la subunidad Bag v la subunidad 8;. Tallent (1995), v Puebla v cols.,
(1996} mencionan que ! Ga,.1 acopla a los receptorss de somatostating con la adenilaio ciclasa, v que
la Gaip.3 puede asociar a estos receptores con canales de K. De igual manera Kleus y cols. (1991, 1992)
reportaron que la subunidad Ger, se acopla con distintos canales de Ca®*

Los dos primeros receptores de SOM clonados fueron referides como SSTRI y SSTR2
respectivamente. La similitud en la secuencia de sus aminoacidos es de alrededor del 45%, con una alta
simifitud en sus regiones transmembranales.

Yasuda ef af (1992) llevaron a cabo la clonacién de un tercer receptor SSTR3. Al igual que el
receptor SSTR2Z, este receptor es sensible a [a accién de la toxina pertusis, lo que sugiere acoplamiento
con proteinas-G del tipo G/G, (Kumatsuzaki et af., 1997).

Posteriormente Bruno {1992} cloné el receptor SSTR4 y O'Carrol {1992) realizd la clonacién
del receptor SSTRS; siendo este iiltimo el dnico capaz de presentar alta afinidad tanto por 1a SOM-14
como la SOM-28, a diferencia de los ofros cuatro receptores, los cuales presentan aita afinidad solo por
la SOM-14.

Aungue los cinco receptores de somatostating presenian similitud en la secuencia de AA (45 -

55%), los receptores SSTR1 y SSTR4 tienen una similitud en secuencias superior a la que



presentan los demds. De igual manera, los teceptores SSTR2 y SSTRS muestran homelogia tanto en la
secuencia de aminodcidos como en respuesta funcional.

Hoyer y colaboradores. (1995) propusieron una clasificacién que incluye dos familias de
receptores de somatostatina, Dicho clasificacion esti representada en la figura 7.

La familia SRIF1 incluye a los receptores SSTR2, SSTR3 y SSTRS, mientras que la familia
SRIF2 incluye 2 los receptores SSTRI y SSTR4.

CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES DE SOMATOSTATINA

FAMILIAS
[
[ ]
SRIF1 SRIF2
$872; S873; SST5 85T71; 8874

Bell vy Reisine. 1993
Reisine, T. 1995
Hoyer et al., 1995
Kumar et al., 1997

Figura 7.- Clasificacién de las diferentes familias de receptores de Somatostatina.

Los receptores SSTRI y SSTR4 se unen con més afinidad a la SOM-28; sin embargo, no
existen todavia ligandos especificos para determinar de manera diferencial la accidén de ambos
receptorss. Los anilogos de somatostatina Octredtido y Seglitido se unen cor mucha afinidad al
receptor S8TR2; de hecho, ests receptor es el dnico que cuenta con ligandos selectivos (Reisine, 1995;
1998 Receptor & Ion Channel Nomenclature Supplement. pp 70-71). De igual manera el péptido lineal
BIM-23052 ha sido reportado con alta afinidad para el receptor SSTRS. Hasta el momanto, no ha sido
caracterizado un andlogo aftamente selectivo al receptor SSTR3.

En diversas preparaciones se ha demostrado, tanto bioguimica como morfoidgicamente, que

diversos ligandos interactuan con receptores acoplados a proteinas G (Gudermann e al., 1997) vy
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rapidamente se intemalizan 2 sus células blanco después de unirse al receptor en la superficie celular.
Este proceso, conocido como intemnalizacién mediada por el receptor, es posible que involucra grupos
locales de receptores seguidos por un mecanismo de endocifosis a través de cubiertas de clatrinas
{Goldsten y Brown. 1985 en Nouel y Beaudet. 1997).

La internalizacién del ligando y/o el receptor ha sido descrita para uma variedad de
neuropéptidos incluida Substancia-P, Angiotensina II y Vasopresina, entre otros (Nouel y Beaudet.
1997).

Al igual que muchos receptores acoplados a proteinas-G, los receptores de sormatostating se
desensibifizan después de tratamientos prolongados al agonista. A excepcién del receptor SSTR4, en
todos los receptores de SOM se ha reportado que sufren desensibilizacién después de tratamientos
prolongados al agomista, sin embargo, el receptor SSTRI presenta mayor resistenciz a la
desensibifizacion (Reisine, 1995; Roth e al, 1997). Recientermente se ha descrito la internalizacidn
diferencial de los distintos receptores de SOM. Dicha intemalizacion depende directamente del estado
del receptor ¥ en muchos casos la internalizacién es debida a la liberacin de somatostatina endbgena
(Dournaud, P. y cols 1998).

Silos receptores de SOM internalizan de una manera comparable después de la interaccion con
¢l ligando es materia de debate. Distintos reportes indican que la internalizacién de la SOM se presenta
en células pancredticas, hipofisiarias y lineas celulares después de la aplicacién exégena de ligandos
especificos. Sin embargo, otros reportes indican que 1a SOM no internaliza en ciertas lineas celulares
(Schonbrunn, 1986). Una interpretacion para explicar fas discrepancias reportadas en la bibliografia fue
dada por Nouel e al., (1997) y es que puede haber una capacidad diferencial de los varios subtipos de

receptores de SOM para internalizar al péptido, esto dependiendo de la expresidn en cada tipo de tejido.

Disparo Neuronal

Como una caracteristica morfoldgica exclusiva de una especie bioldgica, existen diferentes
tipos de disparo neuronal & patrones temporales de potenciales de accién que corresponden a cada tipo
de neurona conocida del sistema nervioso central. El estudio de los mismos, de los diferentes canales
i6nicos que fos determinan, las diferentes fases que participantes ¢n el mismo, su generacion y
propagacion, asi como su modulacidn, son las tareas basicas de la neurofisiologfa (Bargas ef o, 1993).

Cuzntitativamente, el potencial de accién fue descrito por Hodgkin y Huxley, en el axén gigante

del calamar en 1952 utilizando la #écnica de fijacién de voltaje. Bl descubrimiento de este fendmeno
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rapidamente se internalizan a sus células blanco después de unirse al receptor en la superficie celular.
Este proceso, conocido como internalizacion mediada por el receptor, es posible que involucta grupos
locales de receptores seguidos por un mecanismo de endocitosis a través de cubiertas de clatrinas
(Goldsten y Brown. 1985 en Nouel y Beaudet. 1997).

La internalizacion del ligando yfo el receptor ha sido descrita para una variedad de
neuropéptidos incluida Substancia-P, Angiotensina IT y Vasopresina, entre otros (Nouel y Beaudet.
1997).

Al igual que muchos receptores acoplados a proteinas-G, los receptores de somatostatina se
desensibitizan después de tratamientos prolongados al agonista. A excepcidn del receptor SSTR4. en
todos los receptores de SOM se ha reportade que sufren desensibilizacién después de tratamientos
prolongados al agonista, sin embargo, el receptor SSTR1 presenta mayor resistencia a la
desensibilizacidn (Reisine, 1995; Roth ef al, 1997). Recientemente se ha descrito la internalizacidn
diferencial de los distintos receptores de SOM. Dicha intemnalizacién depende directamente del estado
cel receptor y en muchos casos la internalizacién es debida a la liberacién de somatostatina enddgena
{Doumaud, P. y cols 1998).

Si los receptores de SOM internalizan de una manera comparable después de la interaccién con
€l ligando es materia de debate. Distintos reportes indican que la internalizacion de la SOM se presenta
en células pancredticas, hipofisiarias y lineas celulares después de la aplicacion exdgena de ligandos
especificos. Sin embargo, otros reportes indican que la SOM no internaliza en ciertas lineas celulares
(Schonbrunn, 1986). Una interpretacién para explicar las discrepancias reportadas en la bibliografia fue
dada por Nouel ef al., (1997) y es que puede haber una capacidad diferencial de los varios subtipos de

receptores de SOM para internalizar a! péptido, esto dependiendo de ia expresion en cada tipo de tejido.

Pisparo Neuronal

Comeo una caracteristica morfoldgica exclusiva de una especie biologica, existen diferentes
tipos de disparo neuronal 6 patrones temporales de potenciales de accidn que corresponden a cada tipo
de neurona conocida del sistema nervioso central. El estudio de los mismos, de los diferentes canales
idnicos que los determinan, las diferentes fases que participantes en el mismo, su generacion y
propagacidn, asi como su modulacion, son las tareas bdsicas de la neurofisiologia (Bargas er al, 1993).

Cuantitativamente, €l potencial de accién fue descrito por Hodgkin y Huxley, en el axén gigante

del calamar en 1952 utilizando la técnica de fijacién de voltaje. El descubrimiento de este fendémeno
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permitié por primera vez determinar las diferentes corrientes que participaban en el mismo. En la
actualidad es sabido que la rdpida sefializacion en el sistema nervioso central esti acompafiada por
descargas eléctricas de corta duracién que se propagan a través de [a membrana celular (potencial de
accién, PA). El descubrimiento de este fendmeno permitié establecer las bases modernas de la
biofisica,

En las neuronas de los animales superiores, durante la generacion del potencial de accidn se
involucran diversas conductancias iénicas ademas de la entrante de sodio (Ing+) ¥ 12 corriente saliente
de potasio (Ig) como la de inactivacién de los canales de sodio, responsable de la repolarizacién del
PA.

A diferencia de lo que sucede en el axdn del calamar, en las neuronas de los animales
superiores, existe gran diversidad de canales idnicos tanto en el soma como las dendritas que originan,
a su vez, mayor complejidad de integracién en la sefializacién eléctrica. Pese a gue el disparo neuronal
es un evento "todo 6 nada”, y en términos generales su iniciacion y las diferentes corrientes idnicas que
participan son iguales, difieren de manera considerable en su patrén de disparo funcional. Por ¢jemplo
algunas neuronas disparan espontineamente, mientras que otras no lo hacen. Algunas son capaces de
presentar el fendmeno de adaptacién en su disparo, mientras que otras estdn incapacitadas para esta
funcidn; ciertas neuronas disparan en rafagas de alm frecuencia vy durante breves periodos de tiempo,
mientras otras son capaces de generar un disparo continuo, ténico. Finalmente, ciertas neuronas poseen
propiedades biestables 6 disparc de largz latencia, etc. (Bargas et al., 1993).

La fase ripida de ascendente en un PA es un evento mediado por una corriente transitoria de
sodio regenerativa denotada Jua-. Tal corriente es activada por despolarizacion de la membrana y
representa por si misma una influencia despolarizante para la célula entera. Cuando se inicia esta fase
et la membrana celular se ocasiona un incremento en la apertura de canales de Na', por consiguiente
una entrada mayor de ionies de N2” al interior de la célula. La corriente Iva+ presenta sensibilidad al
voltzje ¥ su activacion también es voltaje-dependiente. La despolarizacién producida por la entrada
masiva de iones Na" al interior de la célula en un “parche" de membrana propaga dicha despolarizacion
a las zonas adyacentes a la primer regién despolarizada. Tales mecanismos propician la propagacion
del PA a lo largo de un axdn.

La repolarizacién de un PA sc basa en dos procesos en lz mayoria de las neuronas: la
inactivacion rapida de la /. transitoria y la activacion de corrientes de K*. Incluso durante la fase
emergente del PA la disposicién de canales de Na* se ve disminvida debido a su inactivacién. Al
mismo tiempo que se genera la fase de inactivacion de la . comienza unz fase de activacién de

corrientes de K, denominada . que emerge asociada al potencial de acci6n, esta permite a los jones
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K™ salir de la célula. En cierto punto fa influencia hiperpolarizante de los iones K' es mayor a la
despolarizante mediada por Nz, dando fin al potencial de accién ¥ generando una repolarizacion de la
membrana.

El detonador del PA se presenta cuando Ja membrana esti lo suficientemente despolarizada para
alcanzar el umbral de disparo; dicho umbral es el potencial de membrana al cual 1a activacién de las
corrientes despolarizantes (Jna) es suficientemente fuerte para superar la inactivacién de dichas
corrientes al igual que iniciar la activacidn de las comientes hiperpolarizantes de Ia neurona para
regresarla posteriormente a su estado de reposo. Al umbral, la generacién de un PA en un evento todo-
o-nada; de superarse el mismo se genera un PA y la informacion es transferida al axén para causar Ia
liberacién de neurotransmisores en la sinapsis. Si el evento despolarizante no alcanza al umbral de

disparo no se genera un PA y dicho evento no tiene consecuencias en otras céhilas

La duracion del PA y el patsén temporal de disparo son consecuencia de los diversos canales
idnicos presentes en las membranas celulares, los cuales generan corrientes transitorias ¢ persistentes,
Los neurofransmisores, el influjo de calcio 6 el postpotencial hiperpolarizante, modulan la frecuencia y
el patrén de disparo neuronal.De  manera paralela, diversas sefiales quimicas modulan el
funcionamiento de grupos de neuronas en el sistema nervioso central. La respuesta celular generada por
un potencial de accién puede ser modulada por mecanismos intracelulares como lo son, la activacion de
segundos mensajeros 6 proteinas G. Dicha modulacién de canales iéuicos altera propiedades como las
constantes espaciales dendriticas, la duracién del postpotencial hiperpolarizante de los somas y el
contenido cudntico de [iberacién de las terminales nerviosas, cambiando de manera definitiva los

campos receptivos v las respuestas neuronales.

Postpotencial hiperpoiarizante

Los potenciales de accién estdn seguidos por una repolarizacién lamada postpotencial
hiperpolarizante (PPH). Dicho evento tiene dos funciones principales: limitar y establecer ia frecuencia
de disparo de potenciales de accién y generar el fendmeno de adaptacion de la frecuencia de las
espigas.

Es sabido que la entrada de Ca™* a la célula activa por lo menos dos tipos de corrientes de K,
las cuales participan directamente en la generacién y duracién del PPH. Estas fases dependientes de
Ca*" involucran diferentes canales de potasio.

La fase ripida del PPH se caracteriza por [a participacién directa de canales de aita

conductancia de potasio denominados BK. Cuando estos canales se activan se genera la repolarizacion
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K" salir de Ia célula. En cierto punto la influencia hiperpolarizante de los iones K~ es mayor a la
despolarizante mediada por Na*, dando fin al potencial de accion y generando una repolarizacién de la
mernbrara.

El detonador del PA se presenta cuando la membrana esté lo suficientemente despolatizada para
alcanzar el umbral de disparo; dicho umbral es el potencial de membrana al cual la activacién de las
corrientes despolarizantes (fwa+) es suficientemente fuerte para superar la inactivacién de dichas
corrientes al igual que iniciar 12 activacion de las corrientes hiperpolarizantes de la neurona para
regresarla posteriormente a su estado de reposo. Al umbral, la generacién de un PA. en un evento todo-
o-nada; de superarse el mismo se genera un PA. y la informacién es transferida al axén para causar la
liberacién de neurotransmisores en la sinapsis. Si el evento despolarizante no alcanza al umbral de

disparo no se genera un PA y dicho evento no tiene consecuencias en otras células

La duracién dei PA y el patrdn temporal de disparo son consecuencia de fos diversos canales
iénicos presentes en las membranas celulares, los cuales generan corrientes transitorias ¢ persistentes.
Los neurotransmisores, ¢l influjo de calcio 6 el postpotencial hiperpolarizante, modulan la frecuencia y
el patrén de disparo neuronal. De  manera  paralela, diversas sefiales quimicas modulan el
funcionamiento de grupos de neuronas en el sistema nervioso central. La respuesta celular generada por
un potencial de accién puede ser modulada por mecanismeos intracelulares como lo son, a activacion de
segundos mensajeros 6 proteinas G. Dicha modulacién de canales inicos aitera propiedades como las
constantes espaciales dendriticas, la duracién del postpotencial hiperpolerizante de los somas y el
contenido cudntico de liberacién de las terminales nerviosas, cambiando de manera definitiva los

campos receptivos y las respuestas neuronales.

Postpotencial hiperpolarizante

Los potenciales de accién estin seguidos por una repolarizacién flamada postpotencial
hiperpolarizante (PPH}. Dicho evento tiene dos funciones principales: lmitar v establecer 1z frecuencia
de dispara de potenciales de accion y generar el fendmeno de adaptacién de la frecuencia de las
espigas.

Es sabido que la entrada de Ca*' a Ia célula activa por lo menos dos tipos de corrientes de K,
las cuales participan directamente en la generacién y duracién de! PPH. Estas fases dependientes de
Ca™ involucran diferentes canales de potasio.

La fase ripida del PPH se caracteriza por la participacién directa de canales de altz

conductancia de potasio denominados BK. Cuando estos canales se activan se genera la repolarizacién

21



inmediata de la membrana después del PA; seguida 2 esta fase, se presenta una nias prolongada que
puede durar varios cientos de milisegundos en la cual se activan canales de K* dependientes de Ca”
denominados SK. Estos canales presentan mayor sensibilidad al Ca** que los BK,, y son los encargados
de generar la fase lenta del PPH.

La corriente de K" dependiente de Ca®” SK que genera el postpotencial hiperpolarizante lento
(PPH,) es bioqueada por apamina y es denominada Jamp. Esta corriente es menos sensible al voltaje.
decae exponencialmente y no es inhibida por TEA. Estos canales son de baja conductancia (5-20 pS).
En diversas neuronas se considera gque la activacién de los canales SKc, subyace al postpotencial
hiperpolarizante que sigue al influjo de Ca®* durante el potencial de accion.

La otra corriente de K" dependiente de Ca™ (BK), que genera el postpotencial hipetpolarizante
rapido (PPHg), es mds sensible al voltaje v se bloguea con bajas concentraciones de TEA. Los canales
BK. presentan alta conductancia (100 pS). Algunos de estos canales también presentan sensibilidad a
Caribdotoxina (CTX). La comiente macroscépica generada por estos canales es denominada Ic. La
activacion de esta corriente contribuye a la repolarizacién del potencial de accién v Ia fase rapida del
PPH. Dichos canales también participan en la generacién del postpotencial hiperpolarizante. Duerson y
cols., {1996) demostraron que los canales BK también son modulados por somatostatina en una linea
celular de pitaitaria.

Ademés de estas comrientes, se encuentran las transitorias de K'. Estas han sido llamadas de
inactivacién répida, y participan directamente en la latencia del disparo newronal, mantiene una
frecuencia de disparo y regulan la estabilizacién del potencial de membrana. Se denomina Iayes
sensible a [a 4-AP,

En resumen, los canales mds importantes involucrados en el postpotencial hiperpolatizante son
los BK¢, y SKcq; ambos participan en la generacidn del PPH de las neuronas neoestriatales (Pineda et
al, 1992).
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El papel del Ca® en el disparo neurenal

La entrada de Ca® en las neuronas a través de canales voltaje-dependientes es de amplia
importancia ¢ interés funcional. Las corrientes transmembranales acarreadas por iones de Ca®’
influencian la generacién de espigas y patrones de descarga alterando directamente el potencial
transmembranal y promoviendo indirectamente la apertura de canales dependientes de Ca®”, La
activacién de canales voitaje-dependientes por ia elevacién del calcio citosélico produce una amplia
serie de respuestas en enzimas de sefializacién intracelular, incluidas aquellas involucradas en la
liberacion de neurotransmisores, sensibilidad de receptores y expresién genémica (Murphy et al., 1991:
Berridge, 1993; Bargas et al.,, 1994)

Galarraga v cols. (1989) demostraron la importancia de la entrada del calcio en la generacién
del patrén temporal y frecuencia de disparo en neuronas de proyeccion del neoestriado de la rata. El
bloqueo de la entrada de Ca® produce un incremento de la frecuencia de dispare y disminucién de la
frecuencia de adaptacion. Este fendmeno estd acompafiado de una disminucién del postpotencial
hiperpolarizante. La gK(ca) responsable de la fase lenta del PPH estd involucrada en la generacién del
patrén de disparo neuronal. Dicha gK participa directamente en la duracién del intervalo interespigas
de los PA's, frecuencia baja de disparo y adaptacion. Posteriormente, Pineda er al. (1992) confirmaron
los datos obtenidos acerca de la dependencia de Ca®* en el mantenimiento de PPH y el patrdn temporal
de disparo. La figura 8 muestra el experimento rezlizado imr Pineda (1992). El aumento en la
frecuencia de disparo se ve incrementado aiin més en presencia del blogueador de canales de Ca®,
cd”.

Las variaciones en el patrdn de disparo, generadas por los distintos neurotransmisores y
moduladores son reguladas por la entrada de calcio. En las neuronas de proyeccion del estriado la
entrada de Ca® puede activar hasta cuatro tipos diferentes de canales de calcio incluidos los de tipo N,
L Py Q (Bargas ef al., 1994).

Diversos estudios han demostrado que e PA de neuronas del estriado tiene un componente
acarreado por iones de calcio. Dicho influjo parciaimente dispara la activacién de un postpotencial que
sigue 2 un potencial de accion. La importancia del PPH es que funciona como un regulador de
frecuencia y duracién del potencizl de membrana durante disparos repetitivos. El postpotencial
hiperpolarizante es un bianco de accién de los neuromoduladores (Brown, 1990; Pineda et al., 1995;
Hernandez-Lépez ef al., 1996), y su regulacion provee una variedad de vias para establecer los niveles

de excitabilidad de las neuronas y sus redes (Pineda et al., 1995).
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‘igura 8.- EI disparo repetitivo en las neuronas neoestria
ntrada de Ca®. La adicién de un blogueador de dichos
lispare disminuyeno la duracién del intervalo inter-es

pigas (PPH). A} Un solo PA seguido de su PPH en control y en
resenciz de Cd”" posteriormente su recuperacion parcizl, B} La frecuencia d

e disparo se incrementa en presencia de Cd®.
{1 disparo repetitivo depende directamente de la entrada de Ca®

; €l blogueo de dicha entrada permite el incremento del
{mero de potenciales de accidn con la misma intensidad de corriente

tales de proyeccidn es un evento que depende directamente de la
canales (Cd™ preduce un marcado incremento én la frecuencia de
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Planteamiento del probiema

Se ha demostrado en diversas neuronas del SNC gue uno de los efectos modulatorios del

et . . I . 21+
neuropéptido somatostatina es disminuir las corrientes entrantes de Ca®'.

En el neoestriado, existe una poblacién de interneuronas que sintetizan v liberan este péptido
intrinsecamente al micleo, realizando conexiones sindpticas con las neuronas espinosas medianas de
proyeccidn, la poblacién principal de neuronas. Para mantener su dispars repetitivo, dichas neuronas,

dependen del postpotencial hiperpolarizante, el cual limita la frecuencia de disparo y estd moduiado por

Con base en los efectos reportados para fa somatostatina en otras neuronas del SNC, se puede
pensar que fa accién de este péptido sobre las neurones estriatales de proveccion sea una disminucion
en la entrada de Ca”™ que modifica la duracién del postpotencial hiperpolarizante v por consiguiente

lleva a una alteracion en la frecuencia de disparo.

Objetivos

s Determinar si existe upa modulacién del postpotencial hiperpolarizante (PPI} v del patrdn
temporal de disparo de las neuronas espinosas de proyeceion en presencia de somatostatina.

o Determinar si existe modulacién de las conductancias de Ca®* por somatostatina en las
neurcnas del neoestriado.

« Adicionalmente, evidenciar si ¢l efecto de la somatostatina sobre las neuronas estriatales de

proyeccion es postsindptico.
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Planteamiento del problema

Se ha demostrado en diversas neuronas del SNC que uno de los efectos modulatorios del
neuropéptido somatostatina es disminuir las corrientes entrantes de Ca™.

En el neoestriado, existe una poblacién de intemeuronas que sintetizan y liberan este péptido
intrinsecamente al ndicleo, realizando conexiones sindpticas con las neuronas espinosas medianas de
proyeccién, la poblacién principal de neuronas. Para mantener su disparo repetitivo, dichas neuronas,
dependen del postpotencial hiperpolarizante, el cual fimita Ia frecuencia de disparo y estd modulado por
la entrada de Ca®".

Con base en los efectos reportados para la somatostatina en otras neuronas del SNC, se puede
icuronas estriatales de proyeccidn sea una disminucién
en la entrada de Ca** que modifica la duracién del postpotencial hiperpolarizante y por consiguiente

lleva a una alteracion en la frecuencia de dispato.

Objetivos

e Determinar si existe una modulacién del postpotencial hiperpolarizanie (PPH) y del patrén
temporal de disparo de las neuronas espinosas de proyeccidn en presencia de somatostatina.

¢ Determinar si existe modulacién de las conductancias de Ca®™ por somatostatina en las
neuronas del neoestriado.

e Adicionalmente, evidenciar si el efecto de la somatostatina sobre las neuronas estriatales de

proyeccidn es postsindptico.
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Material y Método

Para la realizacion de los experimentos del presente trabajo se utilizaron rebanadas de cerebro
de rata mantenidas in vitro, segiin el método estandarizado en el laboratorio (Galarraga et al., 1989). En
breve, ratas albinas Wistar (100-120 g de peso) fueron anestesiadas y decapitadas removiendo su
cerebro & una solucién salina mantenida a 4°C (ver més adelante). Se obtuvieron rebanadas
parasagitales de cerebro de 400 um de grosor cortadas en un vibratomo Pelco Serie 1000 v depositadas
en una solucion artificial cerebroespinal a 22°C. Dicha solucién contenfa (en mM): 120 NaCl, 3 KCi,
25 NaHCO3, 2 CaCl2, 1 MgCl12 y 11 glucosa (300 mOsm/l con glucosa, pH 7.4 después de burbujear
con 95% 02 /5% CO2, a 32-34°C). La Somatostatina utilizada fue de Laboratorios Penninsula
(Belmont, CA) SOM-28 (1-14). El Cloruro de Tetractilamonio (TEA) y la Tetradotoxina (TTX) fueron
de Sigma (St. Louis, MO.} Los registros intracelulares fueron realizados con microelectrodos llenados
con acetato de potasio (3-4 M) con una resistencia de 80-120 M. Para la obtencién de [os mismos se
utilizaron capilares de borosilicato FHIC Brunswick en un estirador de pipetas Brown/Flaming P-87 de
Sutter Instruments. En algunos casos los electrodos fueron Uenados con biocitina v esta fue inyectada &
la célula registrada como ha sido descritc previamente (Horikawa y Armstrong, 1988: Flores-
Hemandez ef al., 1994) para su posterior reconstruccién. Los registros fueron obtenidos mediante un
electrometro de puente activo (Neuro Data Instruments), dipitalizados v grabados en una cinta VHS a
40 Khz para ser analizados fuera de linea con la ayuda de una PC y programas disefiados bajo el
ambiente Lab View (National Instruments, Austin TX). E! procesamiento final de los datos se realizo
con el software para PC Origin 4.1 32 Bit (Microcal Sofiware, Inc) v Sigma Plot 2.0 (Jandel Corp.).

La estimulacion experimental constd de pulsos cuadrados despolarizantes de corriente a
diferentes potenciales de mantenimiento que, una vez escogidos, se mantuvieron invariables.

Tas substancias utilizadas durante los experimentos fueron a las siguientes concentraciones:

Somatostatina 1pM, TEA 20 mM y TTX 1pM.



Protocolos experimentales

Se realizaron diversas manipulaciones experimentales para evidenciar los efectos moduladores
de la somatostatina sobre las neuronas estriatales de proyeccién. Dichas manipulaciones fueron
dirigidas para evidenciar los efectos tanto en la duracién como la amplitud del postpotencial
hiperpolarizante 6 en el incremento ¢ alteracién del patrén temporal de disparo a diversos potenciales
de mantenimiento. En otros casos las manipulaciones se realizaron para evidenciar ia accidn de ia
somatostatina sobre las conductancias entrantes de Ca®* & para mostrar los efectos modulatorios

eliminando la transmision sinéptica, dejando solamente los efectos postsinapticos.

Protocolo experimental |

Se obtuvieron curvas 'V (relacién corriente-voltaje), para registrar los cambios de resistencia
intracelular (Ry); fos cambios de resistencia son evidencia de ia apertura o cierre de canales idnicos.

Realizado el empale de la célula se mantuvo ésta a su potencial de membrana, y se inyectaron
pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes de corriente a diferentes intensidades. La duracion de los
puisos cuadrados de corriente fue de 320 ms. La intensidad de la corriente se incrementd hasta alcanzar
el umbral de disparo. La resistencia de entrada (R) se obtuvo de la relacién I~V como pendiente-Ry,.

Para realizar esto, un polinomio de la forma:

V()= 47" + 47" 4+ A+ MP

fue ajustado a la relacion I~V. Donde Vi, (§) es la respuesta del potencial de membrana como una
funcion de la corriente intracelular inyectada i. Ai-A, son coeficientes polinomiales. El dltimo término
constante MF es el potencial de mantenimiento, mientras que el dltimo coeficiente A, corresponde a la
resistencia de entrada en el potencial de mantenimiento. La Ry se evalud como la derivada de esta
funcion. Come la curva [~V exhibe cambios de pendiente, [a Ry es vista como dependiente del

potencial de membrana. Los gjustes se realizaron cuando r > 0.99.

Protocolo experimental 2

Se obtuve un sélo potencial de accién seguido por su postpotencial hiperpolarizante, inducido
por un breve pulso despolarizante, La célula se mantuvo apenas por debajo del umbral de disparo
espontaneo de fas neuronas (-45 mV, aproximadamente) inyectando corriente directa a la célula (DC)

mediante ¢l electrodo de registro.
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Protocolo experimental 3

La célula se fijo a un potencial de mantenimiento de -60 mV. Mediante pulsos fijos de corriente
despolatizantes de 320 ms de duracion, se obtuvieron trenes de disparo de PA's (entre 7-9 en condicién
control) y posteriormente en presencia de somatostatina. La infensidad de corriente despolarizante
aplicada no vari¢ durante el experimento.

Para realizar la cuwrva Intensidad-Frecuencia, se hizo una modificacién al protocolo
experimental 3, Una vez fijado el potencial de mantenimiento se dieron pulsos de corriente
supraumbral de mayor intensidad hasta alcanzar la pérdida total de latencia de disparo. Este protocolo

se realizd antes y después del tratamiento,

Protocolo experimental 4

Se realizé una setie de registros en presencia TEA 20 mM, generando un PA con un
componente predominantemente de Ca®’. Dichos registros fueron realizados en un potencial de
mantenimiento de -70 mV. El potencial de Ca®™ generado en presencia de TEA se sometié a
somatostatina para evidenciar los efectos del péptido sobre su duracién. Adicionalmente se realizé una
modificacidn a este mismo protocolo experimental adicionando TTX eliminando asi cualquier

actividad sindptica o efecto indirecto.

En todos los protocolos descritos previamente los experimentos se realizaron tanto en condicién
control como en presencia de somatostatina, comparando el efecto registrado sobre la misma célula. En
algunos casos la condicion control se realizé en presencia de TEA ¥ en otros casos dicha condicion fue

en presencia de TEA+TTX.
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Resultados

Se registraron 25 neuronas espinosas medianas de proyeccidn para evidenciar los efectos
modulatorios de la SOM sobre el postpotencial hiperpolarizante, la frecuencia de disparo neuronal, la
modulacién de las conductancias de Ca®" y los cambios en Ja resistencia de entrada de la célula. Los

experimentos fueron realizados en condiciones control y en presencia de somatostatina.

Caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas del neoestriado.

La figma 9 muestra las caracterfsticas electrofisiolégicas de una neurona representativa
registrada durante fa realizacién del presente trabajo. Dichas caracter{sticas concuerdan con las
descritas previamente (Wilson, CG 1992; Galarraga et al., 1994} para las neuronas estriatales medianas
de proyeccién. En la parte superior (A), se muestran los pulsos de corriente inyectados a la célula
registrada. Dichos pulsos son despolarizantes (hacia arriba) e hiperpolarizantes (hacia abajo). (B) La
respuesta a [a estimulacién se muestra en forma de cambios del voltaje. El incremento en la intensidad
de los pulsos despolarizantes se realizé hasta alcanzar el umbral de disparo de la neurona registrada.
Los cambios de voltaje en respuesta a los pulsos hiperpolarizantes se encuentran limitados por la
rectificacion entrante de la neurona. La refacion 1~V fie graficada {C) para obtener la resistencia de
entrada de la célula. Dicha refacién no es lineal debido a las variaciones en las conductancias
membranales. La resistencia de entrada (Ry) proporciona informacién acerca del estado general de la
célula al comenzar los registros. En términos generales, la Ry registrada en condicién control fue de
4951 = 7.88 MO (n=14) y el potencial de membrana de las células fue de $5.46  4.26 mV {n=14).

La figura 10 muestra la respuesta de una neurona de proyeccion del necestriade 2 la inyeccion
de pulsos de corriente de diferente intensidad. En todos los casos fa duracién del pulse de corriente es
la misma (320 ms). Un incremento en la intensidad de ia corriente aplicada a través del microelectrodo
de registro se ve reflejado en un aumento del nimero de potenciales de accidn evocados (10 A-I¥. De
manera paralela a este incremento de potenciales de accion, hay una disminucién en la latencia al
primer potencial de accién y una disminucidn de la duracién del postpotencial hiperpolarizante que

sigue a cada disparo.
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Resultados

Se registraron 25 neuronas espinosas medianas de proyeccién para evidenciar los efectos
modulatorios de la SOM sobre el postpotencial hiperpolarizante, la frecuencia de disparo neuronal, la
modulacién de las conductancias de Ca® y los cambios en la resistenciz de entrada de la célula. Los

experimentos fueron realizados en condiciones control y en presencia de somatostatina.

Caracteristicas eiectrofisioldgicas de Ias neuronas del neoestriado.

La figura 9 muestra las caracteristicas electrofisiologicas de una neurona representativa
registrada durante lz realizacion del presente trabajo. Dichas caracteristicas concuerdan con las
descritas previamente (Wilson, CG 1992; Galarraga ef al., 1994) pata las neuronas estriatales medianas
de proyeccidn. En la parte superior (A), se muestran los pulsos de corriente inyectados a 1z célula
registrada. Dichos pulsos son despolarizantes (hacia arriba) e hiperpolarizantes (hacia abajo). (B) La
respuesta a la estimulacién se muestra en forma de cambios del voltaje. El incremento en la intensidad
de los pulsos despolarizantes se realizo hasta alcanzar el umbral de disparo de la neurona registrada.
Los cambios de voltaje en respuesta a los pulsos hiperpolarizantes se encuentran limitados por la
reclificacién entrante de la neurona. La relacion I~V fue graficada (C) para obtener la resistencia de
entrada de la célula. Dicha relacién no es lineal debido a las variaciones en las conductancias
membranales. La resistencia de entradz (Ry) proporciona informacidn acerca del estado general de la
célula al comenzar los registtos. En términos generales, la Ry registrada en condicién control fue de
49.51 £ 7.88 MQ (n=14) y el potencial de membrana de las células fue de 85.46 + 4.26 mV (1= 14}.

La figura 10 muestra la respuesta de una neurona de proyeccién del neoestriado a la inyeccién
de pulsos de corriente de diferente intensidad. En todos {os casos la duracién del pulso de corriente es
la misma (320 ms). Un incremento en la intensidad de la corriente aplicada a través del microclectrodo
de registro se ve reflejado en un aumento del niimero de potenciales de accién evocados (10 A-D). De
manera paralefa a este incremento de potenciales de accién, hay una disminucién en la latencia al
primer potencial de accién y una disminucién de la duracién det posipotencial hiperpolarizante que

sigue a cada disparo.
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Figura 9. Curva IV de una neurona espinosa mediana de proyeceidn. A) Pulsos de cormiente inyectados a través
del microelectrodo de registro. B) Trazos de voltzje registrados ¢como respuesta 2 la corriente inyectada. <)
Ajuste de la curva IV y su resistencia de entrada (Ra)- En términos generales la Ry en condicidén control fue de
49.51 £ 7.88 ML) El ajuste del polinomio de 3er orden se encuentra por encima de los trazos de comente.
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La adaptacion de la frecuencia estd evidenciada en los incisos B-D de la figura 10, donde se puede
apreciar que el intervalo interespigas entre el primer y el segundo potencial de accién es de menor
duracion que el mismo intervalo entre el peniiltimo y el @ltimo potencial. El aumento en la duracién de
este periodo de tiempo entre cada espiga es una evidencia del fenémeno de adaptacién de las neuronas
estriatales de proyeccidn (Wilson et al., 1990; Pineda et al., 1992).

En la figura 10-C y D el incremento en el pulso de corriente ha disminuido la latencia al primer
PA, mientras que el postpotencial hiperpolarizante que sigue a cada disparo ha disminuido
considerablemente. La figura 10-D muestra una dristica disminucién en la duracién del postpotencial
hiperpolarizante; la intensidad de la corriente supraumbral ha provacado la pérdida de la iatencia en el
disparo y simultdneamente un marcado incremento en la frecuencia de disparo. Dicho incremento en el
nimero de potenciales de accién est4 cuantificado en grafica 10-E. Asf pues, a una menor intensidad de
corriente supraumbral, ¢l tiempo que tarda en aparecer el primer potencial de accidn es mayor que €l
tiempo que tarda cuando la corriente es mayor. Mientras que en 10-A el primer potencial de accién
tarda 320 ms en aparecer, en 10-D tiene un retraso de 91 ms. La corriente en 10-A fue de 0.6 nA, en
10-B 0.67 nA, en 10-C 0.77 y en 10-D 0.85 nA respectivamente.

La existencia del fendmeno de adaptacién es una evidencia de la activacién de conductancias
tentas que participan activamente en el patron temporal de disparo de las neuromas del neoestriado.
Cuando se aplican altas intensidades de corriente supraumbral, los trazos se vuelven menos lineales,
esto ¢s una evidencia de la adaptacidn en el disparo neuronal.

El postpotencial hiperpolarizante ha sido identificado como otro de los factores determinantes
del ritmo y ia frecuencia de disparo neuronal. La morfologia del postpotencial hiperpolarizante varia
entre las diferentes poblaciones neuronales, y dicha varizbilidad se debe a la contribucién de diferentes

conductancias i6nicas que participan en su generacidn.

En las neuronas estriatales de proyeccion existen dos fases del postpotencial hiperpolarizante;
fa primera es muy répida y sigue inmediatamente después de la generacién del PA (PPHg), mientras
que la segunda es mucho mds lenta y genera al postpotencial hiperpolarizante lento, esta fase dura
aproximadamente 250 ms (PPHy) (Pineda er al, 1992). La figura 11 muestra las dos fases del
postpotencial hiperpofarizante. Mientras que la fase rapida (PPHg) sigue al potencial de accidn y no

dura més de 2 ms, la fase fenta (PPHL) genera el intervalo inter-espigas y puede durar hasta 250 ms.
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Figura 11. Las distintas fases del postpotencial hiperpolarizamie que siguen al potencial de accién. La fase
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encuentra mediada por canales SK y puede durar hasta 250 ms.



Efecto de la somatostatina sobre el postpotencial hiperpelarizante en las neuronas

del neoestriado

Para probar el efecto de la somatostatina sobre el postpotencial hiperpolarizante que sigue a un
potencial de accién, se realizaron una serie de experimentos siguiendo el método descrito previamente
(protocolo experimentai 2). La figura 12 muestra el efecto de la somatostatina sobre el postpotencial
hiperpolarizante. En ia parte superior se muestra el pulso de corriente inyectado. En (A) se muestra la
condicidn control en un potencial de mantenimiento de -50 mV; La amplitud control promedio del PPH
fue de -6.152 £ 0.15 mV. Después del PA evocado por el pulse de cordente se encuentra el
postpotencial hiperpolarizante en presencia de SOM (1pM), cuya amplitud promedio fue de -4.187 +
0.345 mV; (B) lo que répresenta una disminucién en la amplitud de dicho evento. La flecha sobre el
registro en presencia de somatostatina muestra un incremento en la fase rapida del PPH no visible en
condicién contrel. La sobreposicion de dicho registro v en presencia de somatostatina se encuentra en
(C). Durante toda la serie de experimentos realizadoes, 100% de las células experimentaron una
disminucion en ia amplitud del postpotencial hiperpolarizante. Ei inserto D, muestra un diagrama de
caja mostrando la dismiinucién de la amplitud del PPH en presencia de sematossatina. Dicha

disminucién equivale a 32.220 + 4.561% de la amplitud control del mismo (n = 6).

Amplitud Control (mV) Somatostatina (mV} % disminucion

6,152 +£0.15 -4, 187 £0.345 32.22G 2 4.561

Tabla 1. El efecto de la somatostatina sobre el postpotencial hiperpolarizante de las neuronas espinosas
medianas de proyeccion. En todos los casos, ia fase lenta del PPH fue el blanco de modulacién del
pépiido (n = 6).

Accién de ia somatostatina sobre patrén temporal de disparo.

Para probar la accién de la somatostatina sobze el patrén temporal de disparo se realizé una

serie de registros siguiendo los protocolos descritos previamente (ver protocolo experimental 3).
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Efecto de la somatostatina sobre el postpotencial hiperpolarizante en las neuronas

del neoestriado

Para probar el efecto de la somatostatina sobre el postpotencial hiperpolarizante que sigue a un
potencial de accidn, se realizaron una serie de experimentos siguiendo ¢l método descrite previamente
(protocolo experimental 2). La figura 12 muestra el efecto de la somatostatina sobre el postpotencial
hiperpolarizante. En 1a parte superior se muestra el pulso de corriente inyectado. En (A) se muestra la
condicidn controf en un potencial de mantenimiento de -50 mV; La amplitud control promedio del PPH
fue de -6.152 = 0.15 mV. Después del PA evocado por el pulso de corriente se encuentra el
postpotencial hiperpolarizante en presencia de SOM (1uM), cuya amplitud promedio fue de -4.187 +
0.345 mV; (B) lo que representa una disminucion en la amplitud de dicho evento. La flecha sobre el
registro en presencia de somatostatina muestra un incremento en la fase rapida del PPH no visible en
condicién control. La sobreposicidén de dicho registro y en presencia de somatostatina se encuentra en
(C). Durante toda la serie de experimentos realizados, 100% de las células experimentaron una
disminucion en la amplitud del postpotencial hiperpolarizente. El inserto D, muestra un diagrama de
caja mostrando la disminucion de la amplitud del PPH en presenciz de somatostatina. Dicha

disminucién equivale a 32.220 + 4.561% de la amplitud control del mismo (n = 6).

Amplitud Control (mV) Somatostatina (mV) % disminucion

-6.152 £ 0,15 -4£.187 £ 0.345 32.220 £ 4.561

Tabla 1. El efecto de la somatostatina sobre el postpotencial hiperpolarizante de las neuronas espinosas
medianas de proyeccién. En todos los casos, la fase lenta del PPH fue el blanco de modulacion del
péptido (n =6).

Accifn de la somatostatina sobre patrén temporal de disparo.

Para prober la accidn de la somatostatina sobre el patrén temporal de disparo sz realizé una

serie e registros siguiendo los protocolos descritos previamente (ver protocolo experimental 3).
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control (A) y experimental (B). D) El grafico de caja muestra la diferencia significativa entre la amplitud del
PPH. Las flechas en {B) muestran Ja acentnacion del PPHg, no visible en condicién control. 35



Sobre un tren de disparo, la aplicacion de somatostatina al medio de perfusion (1uM) produjo
un incremento en la frecuencia de disparo. La respuesta evocada a través de un pulso despolarizante de
corriente de 320 ms de duracién en un potencial de mantenimiento de ~ -60 mV tuvo efecto en 100%
de tas células registradas; la frecuencia de disparo en condicién control fue de 21.875 + 1.97 Hz. En
presencia de somatostating, la frecuencia de disparo fue de 29.68 + 2.99 Hz. Diche incremento en la
frecuencia de disparo representa 35.634 + 4.97 %. Del total de las células sometidas a este protocolo de
estimulacion 72% mostré un incremento en la frecuencia de disparo (n = 8). La figura 13 muestra el
registro de una célula representativa. En la parte superior (A) el registro control de un tren de
potenciales d ; el incremento en la frecuencia de disparo en presencia de somatostating estd
regisirado en (B). Las flechas en ¢l registro en presencia de SOM muestran un acentuamiento de ia fase
rapida del PPH; este evento no es evidente en condicién control. El diagrama de caja muestra el
incremento en fa frecuencia de disparo.

El 28% restante de las células registradas presentd solamente una alteracion de la frecuencia de
disparo, dicha alteracion resulté en la irregularidad del mismo y ea la apericion de una serie de
oscilaciones membranales. Tales oscilaciones produjeron ura disminucién en ¢l nimero de potenciales

de accion en presencia de somatostatina (ver més adelante).

Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz) % de incremento
Control Somatostatina
21.875+1.97 29.68+2.99 35.634 +4.97

Tabla 2. Incremento en la frecuencia de disparo de Jas neuronas medianas de proyeccién en presencia
de somatostatina.

La relacion entre la frecuencia de disparo y corriente inyectada (curva I-F), también presenté
incremento en presencia de somatostatina (figura 14). El disparo provocado se realizé con pulsos de
corriente supraumbral de cada vez mayor intensidad en la misma neurona. Tanto en control (A) como
en presencia de somatostatina (B), la corriente es similar, sin embargo la frecuencia de disparo se ve
incrementada en presencia del péptido.

El aumento en la relacion frecuencia de disparo contra la corriente inyecta:ia (curva [-F) es

apreciable tanto en los primeros intervalos imter-espigas (15-A) como en los Gltimos (15-B).
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En condicidn control, durante los primeros intervalos interespigas la frecuencia de disparo es
mayor que durante los Gitimos intervalos interespigas. Este evento explica la participacion diferencial
de [as dos fases del PPH en la generacion del patrén temporal de disparo de las nevronas de proyeceion
del neoestriado. Mientras que en {os primeros PA's la frecuencia de disparo Hega hasta los 70 He, en
los dltimos intervalos dicha frecuencia no rebasa los 25 Hz (Fig 15 A-B). En presencia de SOM la
duracién de los primeros intervalos disminuye, incrementando pos consiguiente, la frecuencia de
dispara (15-A). Dicho fendmeno sugiere una potenciacion del PPHg mediado por canales BK.

Durante la generacion de fas dltimas espigas de PA's el intervalo de tiempo entre PA's es mayor
generando asf, una disminucién en la frecuencia de disparo. Esta fase mediada principaimente por el
PPHy, se ve incrementada en presencia de somatostatina (15-B); dicho atmento en la frecuencia de
disparo es inversamente proporcional a la disminucion de la amplitud del PPH micdiada por canates SK
(Pineda et al., 1992).

La figura 16-A muestra que la cantidad de corriente necesaria para evocar el disparo neuronal
disminuye en presencia de somatostatina. La disminucién del intervalo interespigas tanto de los
primezos como de los @ltimos PA's permite ver la disminucién en la adaptacion del disparo neuronal

en presencia del péptido (16-B). El ajuste realizado en estas curvas es de segundo orden.

En ofros casos, la accidn de la somatostatina fue producir un disparo con tendencia a la
adaptacién, disparo irregular ¢ en réfagas de PA's acompafiados de periodos silentes, dichos eventos

generaron una adaptacidn en el dispare neuronal (figuca 17-B).

Efecto de Ia somatostatina sobre el Potencial de Accién de Ca’'

Como ha sida reportado previamente, la aplicacién extracelular de Tetraetilamonio (20 mM) al
medio de perfusién induce la generacidn de un potencial de aceidn de Calcio (Heméndez-Lopez ef af.,
1997); la accidn de la somatostatina (! uM) fue probada entonces para obtener una prueba directa de 1a
accién modulatoria de] péptido sobre las conductancias de Ca”" cuantificando 2 duracion del PA.,

Los registros fueron realizados de acuerdo con lo descrito en el protocolo experimental 4 En
presencia de TEA (20 mM) se obtuvo un solo PA; la duracién promedic de dicho potencial fue de
193.440 + 53.29 ms; posteriormente se aplicd somatostatina al medio de perfusién y se registré su
efecto. En todas las células registradas {n=4) se observé una disminucién de la duracién de ta espiga de

Ca™". La duracitn promedio del PA en presencia de somatostatina fue de 147.387 £ 47.19 ms, 1o que
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En condicion control, durante los primeros intervalos interespigas la frecuencia de disparo es
mayor que durante los Gltimos intervalos interespigas. Este evento explica la participacidn diferencial
de las dos fases del PPH en la generacion del patrén temporal de disparo de las neuronas de proyeccion
del neoestriado. Mientras que en los primeros PA's la frecuencia de disparo llega hasta los 70 Hz, en
los titimos intervalos dicha frecuencia no rebasa los 25 Hz (Fig 15 A-B). En presencia de SOM la
duracién de los primeros intervalos disminuye, incrementando por consiguiente, a frecuencia de
disparo (15-A). Dicho fenémeno sugiere una potenciacién del PPHz mediado por canzles BK.

Durante fa generacién de Ias ditimas espigas de PA's el intervalo de tiempo entre PA's es mayor
generando asi, una disminucién en la frecuencia de disparo. Esta fase mediada principalmente por el
PPH, s¢ ve incrementada en presencia de somatostatina {15-B); dicho aumento en la frecuencia de
disparo es inversamente proporcional a la disminucién de la amplitud del PPH mediada por canales SK
(Pineda et al., 1992).

La figura 16-A muestra que la cantidad de corriente necesaria para evocar el disparo neuronal
disminuye en presencia de somatostatina. La disminucién del intervalo interespigas tanto de los
primeros como de los dltimos PA's permite ver la disminucién en la adaptacion del disparo neuronal

en presencia del péptido (16-B). El ajuste realizado en estas curvas es de segundo orden.

En otros casos, la accién de la somatostatina fue producir un disparo con tendencia a la
adaptacion, disparo irregular 6 en rifagas de PA's acompafiados de periodos silentes, dichos eventos

generaron una adaptacién en el disparo neuronal (figura 17-B).

Efecto de la somatostatina sobre el Potencial de Accién de Ca?*

Como ha sido reportado previamente, la aplicacién extracelular de Tetraetilamonio (20 mM) al
medio de perfusion induce la generacién de un potencial de accién de Calcio {Heméndez-Lopez ef al.,
1997); la accidn de la somatostatina (I uM) fue probada entonces para obtener una prueba directa de [a
accion modulatoria del péptido sobre las conductancias de Ca®" cuantificando la duracién del PA.

Los registros fueron realizados de acuerdo con lo descrito en el protocolo experimental 4, En
presencia de TEA (20 mM) se obtuvo un solo PA; la duracién promedio de dicho potencial fue de
193.440 + 53.29 ms; posteriormente se aplicé somatostatina al medio de perfusion y se registrd su
efecto. En todas las células registradas (n=4) se observd una disminucién de 1a duracién de la espiga de

Ca™. La duracién promedio del PA en presencia de somatostatina fue de 147.387 + 47.19 ms, lo que
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representa 27.401 + 4.46 % de disminucién (figura 18-A). La condicién control y la experimental se
encuentran sobrepuestas. Nétese que la accién primaria del TEA (concentracion 20mM) produce un
incremento en la duracién del PA y elimina fa aparicion del postpotencial hiperpolarizante, dejando en
su lugar una repolarizacién fenta mantenida por la entrada de Ca®". El inserto muestra el diagrama de

caja con la disminucidn en la duracién del PA en presencia de somatostatina.

Control (TEA 20 mM) Experimental TEA+ SOM % de disminucion
193.440 £53.29 ms 147387 £ 47.19 ms 27401 +4.46
Tabla 3. La disminucidn de la duracidn del potencial de Ca" inducido por TEA sizue presentando una reduccion

en su duracidn en presencia de SOM.

Efecto de la somatostatina sobre el PA de Ca®* en presencia de TTX

En presencia de TEA (20 mM) y TTX (1uM) el PA restante es solo de Ca’ (Galarraga er ol
1985). Bajo dicha situacion, el valor promedio del potencial de Calcio fue de 140.99 + 67.51 ms. La
adicién de somatostatina {1puM) al medio de perfusién produjo una disminucién del potencial de Ca®:
esta reduccion fue de 89.048 + 46.85 ms. En un potencial de mantenimiento de » -65 mV la
disminucién del potencial de Ca®* represent6 38.698 + 3.87% {n = 3). La figura 18-B muestra una
neurona representativa con los efectos del péptido sobre el PA de Ca®. El pulso de corrente
despolarizante se encuentra en la parte inferior. En ¢l inserto, el diagrama de caja muestra Ja

disminucién de iz amplitud del potencial restante ai agregar SOM.

Contrel TEA+TTX Experimental TEA+TTX+SOM | % de disminucion

140.99 £ 67.51 ms 89.048 £ 46.85 ms 38.698 £3.87

Tabla 4. Disminucién del potencial de Ca®* {(TEA+TTX) en presencia de Somatostatina.
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representa 27.401 + 4.46 % de disminucién (figura 18-A). La condici6n control v la experimental se
encuentran sobrepuestas. Nétese que la accién primaria del TEA (concentracion 20mM) produce un
incremento en la duracién def PA y elimina la aparicién del postpotencial hiperpolarizante, dejando en
su fugar una repolarizacién lenta mantenida por la entrada de Ca®*, El inserto muestra el diagrama de

caja con [a disminucién en la duracidn del PA en presencia de somatostatina.

Control (TEA 20 mM) Experimental TEA+ SOM % de disminucién

193.440 + 53.2% ms 147.387 £ 47.19 ms 27401 £ 4.46

Tabla 3. La disminucién de la duracién del potencial de Ca™ inducido por TEA sigue presentando una reduecion
en su duracidn en presencia de SOM.

Efecto de la somatostatina sobre el PA de Ca™ en presencia de TTX

En presencia de TEA (20 mM) y TTX (1uM) el PA restante es sdlo de Ca {Galarraga et al,
1985). Bajo dicha situacién, el valor promedio del potencial de Calcic fue de 140.99 £ 67.51 ms. La
adicion de somatostatina (1uM) al medio de perfusién produjo una disminucién del potencial de Ca’*;
esta reduccion fue de 89.048 £ 46.85 ms. En un potencial de mantenimiento de =~ -65 mV la
disminucién del potencial de Ca®' representd 38.698 + 3.87% {n = 3). La figura 18-B muestra una
neurona representativa con los efectos del péptido sobre el PA de Ca®. El pulso de corriente
despolarizante s¢ encuenira en la parte inferior. En el inserto, el diagrama de caja muestra la

disminucién de [a amplitud del potencial restante al agregar SOM.

Control TEA+TTX Experimental TEA+TTX+SOM | % de disminucion

140.99 £67.51 ms 89.048 + 46.835 ms 38.698 £3.87

(Tabla 4. Disminucién del potencial de Ca®* (TEA+TTX) en presencia de Somatostatina.
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Accidn de la somatostatina sobre la Ry de las neuronas estriatales de prayeccion

La figura 19 muestra un registro representativo de una cusva I~V en condicién control (A) y en
presencia de somatostatina {(B). En la parte superior de cada registro, los pulsos cundrados de corriente.
En 19-C se muestra la relacién -V ajustada con un polinomio de 3er orden (ver protocolos
experimentales). Dicha relacién muestra una disminucion en la pendiente de la curva experimental
acompafiado por un aumento en la rectificacién entrante. La disminucién de la Ry es visible en
presencia de somatostatina. En condicidn control la Ry tuvo un valor de 4951 + 7.88 MQ (n=15);
dicha resultado concuerda con lo reportade previamente (Herndndez-Ldpez et al., 1997; Reyes ef al.,
1998). Despues de la aplicacidn de somatostatina 1 ub, la resistencia disminuye hasta 32.15 + 5.91
MQ. La tabla § muestra los resultados de los experimentos. Estos datos sugieren que el efecto principal

observado de la somatostatina es postsindptco (directo sobre la neurona registrada).

Ry CONTROL l Ray SOM % Disminucién
Promedio = 49.5]1 + 7.88 Mﬂi Promedio = 38.15 + 591 MO | 20.58% 5.05

Tabla 5. Valores de las Ry registradas de las neuronas espinosas medianas de
proyeccion en condicion control v en presencia de somatostatina.

Al en presencia de TEA y de SOM la curva I-V muestra un cambio en las conductancias
subumbrales. El blogueo de las conductancias de K mediante 1a aplicacion de TEA es contrarrestada
por la SOM que se encuentra actuando directamente sobre las conductancias subumbrales (Figura 20).
En presencia de TEA, la resistencia presenta un incremento, tal cual ha sido reportado previamente
(Reyes ez al., 1998). Dicho aumento en la Ry vuelve a disminuir en presencia de SOM. (n=2) ¥ se
aprecia un incremento de la rectificacién entrante de fa célula en la regidn hiperpolarizante de la curva
V.
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Figura 19 Efecto de la somatostatina en la Curva I/'V. (A) Control v {B) Somatostatina. El incremento
en la rectificacion entrante en presencia de SOM se observa en la grafica (C), donde se aprecia que las
conductancias subumbrales aumentan en presencia del péptido. En términos generales, la condicién
control tuvo un valor promedio de 49.51 £ 7.88 MQ; en presencia de somatostatina fue de 38.15 +
5.91 MQ.

Figura 20. Curva I/V en presencia de TEA+SOM. (A) Curva IV en condicidr control; (B) Curva en
presencia de TEA 20mM; (C) Curva en presencia de TEA+SOM. Adn en presencia del blogueador de
canales de X (TEA), la accitn de 1a sometosiating favorece izs conductancias subumbrales que
participan en la rectificacidn entrante de la neurona registrada. En presencia del TEA vy lz somatostatina
la Ry sigue disminuyendo. Los registros pertenecen a la misma célula.
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Discusién

En este trabajo se presentan las primeras evidencias del efecto electrofisiolégico de la
somatostatina sobre el postpotencial hiperpolarizante que sigue 2 un potencial de accidn, sobre el
patrén temporal de disparo; evidencias sobre la disminucién de las conductancias de Ca** inducidas por
somatostatina y evidencias de que la accién del péptido es directa sobre las neuronas registradas del

neoesiriado de la rata.

Caracteristicas electrofisioldgicas de las células registradas

Las caracteristicas electrofisiologicas de las neuronas registradas en el presente trabajo
concuerdan con las reportadas previamente para las neuronas espinosas medianas de proyeccion
(Wilson, CI. 1990; Galarraga ef al., 1994). La Ry obtenida en condicidn conirol fue de 49.51 + 7.8%
ML y el potencial de reposo tegistrado fue de -85 mV +; datos semejantes a los reportado previamente
(Kita ef al., 1984, Wilson, 1990, Pineda ez al., 1992, Galarraga ef al., 1994, Flores-Hernandez, 1995).
La relacién corriente - voltaje no lineal descrita en este trabajo ha sido reportada previamente y es
debida a la presencia de una rectificacién entrante, razén por la cual la resistencia de entrada
incrementa su valor en estados despolarizados y disminuye en potenciales hiperpolarizados (Kita ef al.,
1985-B; Bargas ef al., 1989; Galarraga ef al., 1994. Flores-Hemaéndez, 1995).

En las células donde se inyectd el marcador intracelular biocitina, las neuronas reconstruidas
presentaron la morfologia descrita para las neuronas espinosas medianas de proyeccion del neoestriado
de la rata, tales células mostraron las mismas caracteristicas electrofisiologicas que las demds células
registradas y no marcadas con biocitina; por lo que s¢ pudo inferir que el tipo de célula registrada
durante los experimentos correspondia a las neuronas espinosas de proyeccion.

La adaptacion del disparo neuronal no es muy marcada en estas células {ver figura 10). Sin
embargo la generacion en la adaptacién de disparo no se debe solamente a fa presencia de
conductancias de K" dependientes de Ca’" sino que también se atribuye a la participacién de otras
corrientes (Kita ef al., 1984; Pineda 1994).

Pineda y cols., (1994) demostraron que, bajo la téenica de fijacion de corriente, al aplicarse un

pulso de corriente supraumbral, las neuronas neoestriatales peneran un disparo idnico con poca
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adaptacion en la frecuencia de disparo (ver figura 8); Este disparo es dependiente del potencial de
membrana en el que se encuentre la célula (Galarraga et al., 1989). Al aplicarse un blogueador de
canales de Ca®™, como lo es el Cd™", la duracién del intervalo interespigas se ve disminuido y se
presenta un incremento en la frecuencia de disparo; dichos resultados demostraron la importancia y
presencia de canales de K dependientes de Ca®* para la generacion de la frecuencia y Ia adaptacidn del
disparo en estas células. La poca adaptacion reportada en dicho trabajo concuerda con los datos

obtenidos durante la elaboracion del presente trabajo.

Accion de ia Somaiosfatina sobre ia Ry de ias neuronas esiriatales de proyeccion

La comparacion de las refaciones corriente~voltaje, muestran principalmente dos fendmenos: 1)
Una disminucidén de la Ry en presencia de somatostatina y, 2) un incremento en la rectificacion
entrante de 1a célula (fig. 19).

La accién de la somatostatina sobre la relacién I-V durante los experimentos de este frabajo,
sugieren una modulacién de conductancias subumbrales, como lo es la de rectificacién entrante (IRX).
Dicha conductancia ha sido reportada previamente como un blanco de accién modulatoria de la
somatostatina en otras neuronas (Kreienkamp ef al., 1997; Takano ef al., 1997). )

Aln en las células tratadas con TEA y TTX, donde las conductancias del rectificador entrante
han sido parcialmente bloqueadas (Reyes ef al, 1998), la somatostatina sigue teniendo una potente
accion modulatoria. La curva I-V (Figura 20-C) muestra que en presencia de TEA, Ia relacion corriente
- voltaje se vuelve mds lineal debido al bloqueo de los canales de potasio. Sin embargo, en presencia de
somatostatina, la pendiente de la curva I-V presenta una vez mds, rectificacion.

La disminucién de la Ry conduce a la célulz a un estado de menor excitabilidad guiado por el
incremento en la conductancia del rectificador entrante. Dicha accidn aleja a 1a célula del umbral de
disparo neuronal, propiciando de esta manera, 1a accion inhibitoria que ha sido atribuida previamente a
la somatostatina {Ver figura 6) (Galarraga ef al., 1994).

La Ry es subumbral, por consiguiente la SOM tiene efectos diferentes a2 nivel supra y sub

umbral respectivamente.

La disminucion de la Ry en presencia de somatostatina es un fenémeno que ha sido descrito

previamente (Greene y Mason, 1996); dicho fendémeno también se observé durante la realizacién de

50



estos experimentos. Tal disminucién de la Ry en presencia de somatostatina sugiers que este péptido

actlia postsindpticamente en las neuronas de proveccién del neoestriado de la rata.

Efecto de la somatostatina sobre el postpotencial hiperpolarizante

Las distintas fases que forman el postpotencial hiperpolarizantes descritas previamente para las
neuronas negestriatales (Pineda, 1989} fueron observadas en este estudio. El PPH presenta al menos
dos componentes que pueden ser diferenciados por su curso temporal: el "répido” (PPHg) que alcanza
su méxime entre 1 y 2 ms después de haberse originado y en el que participan canales BK v el "lento™
(PPHL) que puede durar hasta 200 ms y termina cuando la célufa regresa a su estado basal, en el que
participan los canales SK. Ambas conductancias BK y SK son de K™ dependientes de Ca™".

Pese ala variabilidad en Ia duracién de las 2 fases del PPH, estas no dejaron de ser reconocibles
y fue Ia fase lenta (amplitud del postpotencial hiperpolarizante) mediada por la conductancia de los
canales SK la que mostrd de manera constante una disminucién en presencia del péptido (Ver tabla 1).
La variabilidad en la duracién de cada una de las fases del PPH se debe a diversos factores intrinsecos
y/o extrinsecos que estdn afectando las diferentes conductancias involucradas en la generacion de este
evento. En condiciones fisioldgicas, el postpotencial hiperpolarizante funciona como factor limitante en
la respuesta electrofisioldgica neuronal fijando la frecuencia de disparo (Herndndez-Lépez ef ai.,
1996).

El PPH; es el blanco de diferentes tipos de neuromoduladores, los cuales son los reguladores
directos de la frecuencia de disparo de las neuronas (Pineda ef al,, 1995; Sah, 1996; Hernandez-Lopez
et al., 1996). Con el presente trabajo se ha demostrado que la somatostatina modula principalmente [a

fase lenta del postpotencial hiperpolarizante (ver figura 13) disminuyendo su amplitud.

Sin embargo, la fase ripida, también presentd cierto tipo de modulacién. Previamente, Duerson
y cols. (1996} habian reportado la accion estimulatoria de Ia somatostatina sobre los canales BK; sin
embargo no existen trabajos que mencionen accién modulatoria simultanea de fa SOM sobrz los
canales BK y los SK.

La modulacion sobre los canales BK se observd en algunas células como una acentuacién de la
fase rdpida del PPH; dicha acentuacion en el PPHg no fue evidente en condicidn control (Ver figura 12
y 13).
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Efecto de la somatostatina sobre el postpofencial hiperpolarizante

Las distintas fases que forman el postpotencial hiperpolarizantes descritas previamente para las
neuronas neoestriatales (Pineda, 1989) fueron observadas en este estudio. E1 PPH presenta al menos
dos componentes que pueden ser diferenciados por su curso temporal: ¢} “ripido” (PPHR) que alcanza
su méximo entre 1 ¥ 2 ms después de haberse originado y en ¢l que participan canales BX y el "lento”
(PPHL) que puede durar hasta 200 ms y termina cuando la célula regresa a su estado basal, en el que
participan los canales SK. Ambas conductancias BK y SK son de K© dependientes de Ca®'.

Pese a [a variabilidad en la duracién de Jas 2 fases del PPH, estas no dejaron de ser reconocibles
y fue la fase lenta (amplitud del postpotencial hiperpolarizante) mediada por la conductancia de los
canales SK la que mostrd de manera constante una disminucién en presencia del péptide (Ver tabla 1).
La variabilidad en la duracion de cada una de las fases del PPH se debe a diversos factores intrinsecos
y/o extrinsecos que estdn afectando las diferentes conductancias involucradas en ia generacidn de este
evento. En condiciones fisioldgicas, el postpotencial hiperpolarizante funciona como factor limitante en
la respuesta electrofisiologica neuronal fijando la frecuencia de disparo ({lerndndez-Lépez ef al.,
1996).

El PPHy, es ¢l blanco de diferentes tipos de neuromoduladores, los cuales son los reguladores
directos de la frecuencia de disparo de las neuronas (Pineda er al., 1995; Sah, 1996; Hemandez-Lépez
et al., 1996). Con el presente trabajo se ha demostrado que la somatostating modula principalmente la

fase lenta del postpotencial hiperpolarizante (ver figura 13) disminuyendo su amplitud.

Sin embargo, la fase rapida, también present cierto tipo de modulacién. Previamente, Duerson
y cols. (1996) habian reportado la accidn estimulatoria de la somatostatina sobre los canales BX; sin
embargo no existen trabajos que mencionen accidn modulatoriz simultanea de la SOM sobre los
canales BK y los SK.

La modulacion sobre los canales BK se observd en algunas células como una acentuacién de fa
fase ripida del PPH; dicha acentuacién en ei PPHR no fue evidente en condicién control (Ver figura 12
y 13).
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En el laboratorio, se han realizado una serie de experimentos para evidenciar la accién
modulatoria de la somatostatina sobre las cortientes salientes de K*. Dichos experimentos realizados
bajo Ia técnica de fijacién de voltaje han confirmado que la somatostatina incrementa la comiente tipo
BK (datos no publicados). Combirando tales resultados con los obtenidos durante la realizacién de este
trabajo, sugieren una modulacién opuesta de la somatostatina sobre los canales BK y SK que
participan en el postpotencial hiperpolarizante.

Esta posible modulacién muestra a la somatostatina como un neuropéptido que puede estar
actuando de manera diferencial sobre un mismo evento: el PPH, inhibiendo y aumentando sus
diferentes fases simultdneamente, pues mientras estarfa disminuyendo las conductancias de K*
dependientes de Ca® de 1a fase lenta (mediada por canales SK), estaria aumentando las conductancias
de K" dependientes de Ca®* (mediadas por los canales BK).

Es importante realizar una serie de experimentos en presencia de toxinas selectivas tanto de los
canales BK (TEA 1-2 mM) como de los canales SK (Apamina) para determinar asi, la accion del

péptido en la modulacién de las diferentes fases del PPH.

Efecto de 12 somatostatina sobre el potencial de Ca*

Trabajos previos han demostrado que la accién del TEA {20 mM) sobre las neuronas
neoestriatales produce un marcado aumento en 1a duracién del potencial de accién debido al retardo de
la fase de repolarizacion por el bloqueo de las conductancias de K* (Kita et al., 1985-B; Galarraga e
al., 1989; Bargas et al., 1988); dicho blogueo permite la generacion de espigas de Ca® (Hermandez-
Lopez et al., 1996) que son bloqueadas totalmente al afiadir cadmio al medio y perdura en presencia de
TTX (Galarraga et al., 1989).

Para probar si la accién del péptido somatostatina sobre las newronas espinosas medianag es
disminuir, como ha sido reportado previamente en otros tipos de neuronas, la entrada de Ca”", se
generaron potenciales de accién de Ca** inducidos mediante la aplicacion extracelular de TEA 20 mM
(Kita et al., 1984; Hernindez-Lapez et al., 1997; Reyes et al., 1998} y fueron examinzdos en presencia
del péptido (ver figura 16) después de que la accién del TEA fue estable.

La adicién de somatostatina al medio de perfusion en presenciz de TEA produjo una
disminucion de la duracién del potencial de accidn de Ca?*. Tales resultados confirman lo previamente
reportado en otras neuronas; donde se ha visto que la somatostatina produce una disminucién de

corrientes de Ca®* (Wang et al., 1990; Golard y Siegelbaum; 1993; Tallent et al., 1996; Viana y Hille;
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1996; Boehm y Betz; 1997). De igual manera, los resultados suglleren que el e{ec{o Jlé l!x !!ﬂl!lﬂﬂlﬂlﬂlﬂ
sobre las neuronas espinosas medianas del neoestriado de Ia rata es modular la entrada de Ca®* del
medio extracelular al interior de la neuroma. La disminucidn en la entrada de Ca® altera las
conductancias de potasio (SK) que dependen de este idn y que participan en la generacitn y
mantenimiento del postpotencial hiperpolarizante.

La disminucién en la entrada de Ca™ debe estar siendo mediada por canales‘ dependientes de
voltaje que participan directamente en la generacién de espigas vy contribuven al mantenimiento dei
postpotencial hiperpolarizante (Lancaster y Adams, 1986; Galarraga et al., 1989; Pineda er al., 1992;
Sah, 1996). Esto puede explicar el efecto sobre el PPH,, (disminuyendo la conductancia a través de los
canales SK dependientes de Ca®") y sugiere que el efecto de la SOM sobre el PPHy, es directo sobre
canales B,

Para descartar 1a posibilidad de posibles efectos presindpticos, se realizaron una serie de
experimentos bajo las mismas condiciones de estimulacion pero en presencia de Tetrodotoxina (TT%)
{1 uMD.

De esta manera se obtuvieron evidencias directas de Ia accién postsindptica de la somatostating
en las neuronas neoestriatales.

Previamente se ha reportado el efecto de la toxina TTX en diversas células del SNC. Dicho
veneno impide la conduccion del potencial de accidn en nervios y mitsculos 2 través del bloqueo de los
canales de Na'. Los primeros estudios de fijacién de voltaje en presencia de TTX demostraron la
eficiencia de dicha toxina en bloguear la Iy, selectivamente, dejando 1a Iy intacta (Naharashi ef al., en
Hille, 1992). La aplicacion de la TTX bloguea completamente los canales de Na* impidiendo asi, Ja
generacion de potenciales de accion rdpidos; sin embargo, la inyeccién de corriepte intracelular cuando
las células han side sometidas a un tratamiento con TEA + TTX permite seguir obteniendo potenciales
de accitn lentos (Kita et al, 1985) con un componente casi exclusivamente de Ca™ y canales
repolarizantes de K insensibles al TEA. Sin embargo, la aplicacion de TTX no solo bloguea de manera
eficiente los canales de Na*. Dicha toxina es un potente inhibidor de los circuitos sindpticos neuronales.
En presencia de TIX toda actividad sindptica queda suprimida; bajo estas condiciones es posible
realizar un regisiro exclusivamente postsindptico.

Asi, en los experimentos realizados en presencia de TEA + TTX + SOM el potencial de accién
lento registrado continua presentande una disminucién en su duracion de aproximadamente 38.69 +

3.87 % del valor control. Dichos resuitados sugieren que la disminucion en el duracién del potencial de

53



a2t Alhaoa dvirn 1 i " 1: .- s i
Ca®" ouservada durante los experimentos realizados para este frabajo es consecuencia directa de ia
activacién de los receptores de SOM en las neuronas espinosas medianas registradas y no un efecto

indirecto sobre la liberacidn de otros neurotransmisores,

En resumen, los resultados obtenidos sobre la Ry y el postpotencial hiperpolarizante, indican

que la somatostatina probablemente se encuentre modulando, distintas conductancias:

a) Aumentando fa conductancia def rectificador entrante de K (IRK a nivel subumbral),

b) Disminuyendo [a entrada de Ca*",

° Aumentando la conductancia a través de los BK directamente

¢ Disminuyendo la conductancia de los SK al disminuir la entrada de Ca?"

Bajo estas condiciones, surge la siguiente pregunta: ;Qué efecto tiene dicha modulacién sobre

la frecuencia temporal de disparo de las neuronas espinosas de proyeccién?

Accidn de fa somatostatina sobre el patrén temporal de disparo de Ias neurcnas de

proyeccion

Los resuliados de este trabajo muestran el efecto de la somatostatina sobre el PPH que sigue al
potencial de accidn. Tal efecto sugiere que la alteracidn del PPH modifica la frecuencia de disparo, lo
cual debe reflejarse durante la generacion de un tren de potenciales de accion.

Durante los experimentos realizados con los trenes de PA's y curvas UF se observé un
incremento en la frecuencia de disparo (ver figura 13 y 14} mediado por la disminucién del
postpotencial hiperpolarizante.

El incremento registrado en la frecuencia de disparo por la aplicacién de somatostatina es un
efecto probablemente debido a la disminucién de la entrada de Ca® a las células {Galarraga er ol ,
1989; Pineda er al., 1992). Por otra parte, trabajos previos han mostrado que este péptido disminuye la
entrada de Ca®” a las células a través de la activacion de sus diferentes receptores (Ver figura 5). Estos
dos fendmenos sugieren que ¢l incremento en la frecuencia de disparo de las neuronas neoestriatales al

aplicarse somatostatina se debe a la activacion de receptores de SOM que inhiben la entrada de Ca®* y
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que participan directamente en la disminucién del PPH, generando as, un incremento en la frecuencia
del disparo repetitivo.

Acompafiando al incremento en la frecuencia de disparo, se registré un fendmeno de
itregularidad en el disparo neuronal. Durante la realizacién de los experimentos de tren de disparo. la
irregularidad fue una caracteristica presente en algunas de las células sometidas a este protocolo
experimental. La irregularidad en el disparo se presentd en forma de oscilaciones membranales en lugar
det disparo repetitivo generando rifagas de PA's (ver fig. 17). Este disparo podrizn deberse a la
modulacién diferencial de las dos fases dei postpotencial hiperpolarizante. Parte de esa modulacion
diferencial del PPH podria deberse a la activacién de las conductancias de [os canales BK estimuladas
somatostatina, La posible doble accidn modulatoria del
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inhibitoria de] PPH y excitatoria sobre el patrén temporal de disparo.

En los primeros potenciales de accién de un tren de disparo, la fase ripida pudo ser observada
mds que en la parte final del tren (ver fig. 14). En el caso de la fase lenta, la mayor medulacion se
present6 en los ultimos PA's del mismo tren de disparo. Esta doble modulacion podria estar explicando
esta tendencia & la adaptacién del disparo que se reflejaria como oscilaciones en lugar de PA's. Bl
posible blogueo de las conductancias de los canales SK de la fase lenta del PPH, pueden ser una causa
de la pérdida del disparo repetitivo de las células registradas. De igual manera el incremento en la
conductancia de los canales BK podria estar contribuyendo directamente en la generacion de las
rifagas de PA's y juntando ambos efectos, la irregularidad del disparo podria ser consecuencia de la
perdida del equilibrio de las conductancias del PPH, incrementindose Ja BK y disminuyendo
notoriamente la SK. Es importante destacar que Ja irregularidad en el disparo se presenté como rifagas
de alta frecuencia de disparo acompafiadas por periodos largos de adaptacién sin disparo (ver fig. 15y
17)

Desde el inicio del presente trabajo se contempld la posibilidad de que el efecto de la
somatostatina sobre las neuronas espinosas medianas del neoestriado fuera de origen presinaptico. De
hecho, mucha de la bibliograffa consultada hace énfasis en que la somatostating actia a través de
receptores localizados presindpticamente (Scanziani ez al., 1992; Scholz y Miller, 1992; Scharfman,
1993; Gardette et al., 1995; Trudeau et af., 1996; Boehm y Betz; 1997). Sin embargo, en el iaboratoric
se¢ ha descartado un posible sitio de accién en terminales presindpticas para los receptores de SOM y
estin por realizarse una serie de experimentos que permitan identificar si la somatostatina modula

directamente otras terminales sindpticas.

el
i



Es importante recalcar que los experimentos realizades en ¢l laboratoric en neuronas disociadas
bajo la técnica de fijacién de voltaje han permitido confirmar dos acciones de la somatostatina: 1) el
aumento en la corriente de K* dependiente de Ca® de los canales BK v 2) una disminucién de la
corriente de Calcio. Bajo esta técnica, se permite el registro directo de las diferentes corrientes que
participan en los procesos de excitabilidad neuronal sin las aferentes al niicleo. Es importante
mencionar que los resultados obtenidos tanto en fijacidn de voltaje, como lo obtenido en fijacidn de

corriente presentan gran similitud,

Los resultados obtenidos hasta aqui muestran una modulacién diferencial de! péptido
somatostating sobre las nenronas espinosas medianas del neoestriade de la rata. Sin embarge
de receptares de somatostatina participan en la modulacion, sigue sin conocerse.

Los futuros experimentos a realizarse deben estar dirigidos para determinar las posibles vias de
sefializacién que el péptido puede estar sipuiendo en el necestriado para identificar los diferentes

receptores involucrados (ver introduccion)
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