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RESUMEN

El cuerpo estriado dorsal (CED), en el sistema nervioso central de la rata, es
el principal nucleo de entrada de informacion a los ganglios basales. Principalmente,
esta involucrado en el control del movimiento, seleccionando y reclutando
informacion de programas motores. Las neuronas espinosas medianas (NEM) son
la principal estirpe neuronal dentro del CED, son células cuyas propiedades
electrofisiolégicas ya han sido caracterizadas y se asociaron a diversas

conductancias idnicas que ellas expresan.

El CED recibe aferentes del nucleo tuberomamilar (en el hipotalamo), donde
se sintetiza a la histamina. Se ha reportado que en esta region se expresan con
gran densidad los receptores a histamina H2 y H3, mismos que modulan la actividad
electrofisiologica y la excitabilidad de diversas estirpes neuronales, incluyendo a las
NEM. Especificamente, la modulacién de la actividad mediada por la activacién de
los receptores H2 y H3 se debe a la apertura o cierre de conductancias de Ca?* y/o

K* alterando el patrén de disparo de las neuronas como las NEM.

En este trabajo, comparamos algunas propiedades electrofisiolégicas de las
NEM antes y después de activar a los receptores H2 y H3; mostrandose que dicha
activacion incrementa la frecuencia de los potenciales de accion (PA). Nuestros
datos sugieren que el mecanismo de accién difiere entre cada receptor. Mientras
que los receptores H2 alteran la entrada de Ca?* que se asocia al postpotencial
hiperpolarizante, mientras que los receptores H3 alteran el umbral de disparo,
asociado a la activacién de conductancias de Ca?* y/o K* que participan en el

mantenimiento del potencial de membrana.



ABSTRACT

The neostriatum (Nst), in the central nervous system of the rat, is the main
nucleus of information input to the basal ganglia. Mainly, it is involved in the control
of movement, selecting and recruiting information from motor programs. Medium
spiny neurons (NEM) are the main neuronal lineage in the Nst, are cells whose
electrophysiological properties have been characterized and associated with various

expressed ionic conductances.

The NS receives afferents from the tuberomamilar nucleus (in the
hypothalamus), where histamine is synthesized. It has been reported that in this
region histamine H2 and H3 receptors are expressed with great density, which
modulate the electrophysiological activity and the excitability of various neuronal
strains, including NEM. Specifically, the modulation of the activity mediated by the
activation of H2 and H3 receptors is due to the opening or closing of Ca?* and K*

conductances altering the firing pattern of neurons such as NEM.

In this work, we compare some electrophysiological properties of the NEM
before and after to active the H2 and H3 receptors; showing that increases the
frequency of action potentials. Our data suggest that the mechanism of action differs
between each receptor. While H2 receptors alter the entry of Ca?* that is associated
with afterhyperpolarization, while H3 receptors alter the trigger threshold, associated
with the activation of Ca?* and K* conductances that participate in the membrane

potential.



1. INTRODUCCION.
1.1 LOS GANGLIOS BASALES.

En el sistema nervioso central de los cordados, los ganglios basales son un
conjunto de nucleos ubicados por debajo de la corteza cerebral, que se conectan
sinapticamente de forma especifica. Estan involucrados en el control del
movimiento, seleccionando y reclutando informacién de programas motores
(Grillner, et al., 2005), asi como de algunas funciones cognitivas (Graybiel, et al.,
1994; Grillner, et al., 2005; Yin y Knowlton, 2006). Los ganglios basales estan
formados por la sustancia nigra, el area ventral tegmental y el nucleo subtalamico,
ademas de diferentes nucleos que conforman el sistema estriato-palidal dorsal y el
sistema estriato-palidal ventral (Marin, et al., 1998; Reiner, et al., 1998; Wilson,
2004). El sistema estriato-palidal dorsal incluye la region dorsal del cuerpo estriado
(formado por el nucleo caudado y el putamen), ademas del globo palido en su
secciones interna y externa, mientras que el sistema estriato-palidal ventral es
formado por la regidén ventral del cuerpo estriado (nucleo accumbens y parte del

bulbo olfatorio), asi como del globo palido ventral (ver Figura 1; Marin, et al., 1998).
1.1.2 Organizacion anatdomica y funcional de los ganglios basales.

En el sistema nervioso de los roedores el principal nucleo de entrada de
informacion a los ganglios basales es el neoestriado o cuerpo estriado dorsal,
nucleo que recibe aferentes glutamatérgicas de la capa V de la corteza cerebral
(sinapsis cortico-estriatal) y del talamo (sinapsis talamo-estriatal); sinapsis que
ejercen un fuerte control de la conducta motora (Steiner y Tseng, 2010). En el
neoestriado se encuentran diversas estirpes neuronales, entre las que destacan las
neuronas espinosas medianas (NEM; Steiner y Tseng, 2010), que son de naturaleza
GABAérgica y constituyen hasta el 95% de las neuronas presentes en el
neoestriado y proyectan a otros nucleos en los ganglios basales. Ademas de las
NEM en el neoestriado existen diversos tipos de interneuronas colinérgicas y/o
GABAérgicas (Reiner et al., 1998; Wilson, 2004; Hammond, 2008). Las NEM en el

neostriado se dividen en dos poblaciones. Por un lado, se encuentran aquellas que
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expresan a los receptores a dopamina de la familia D1 y que ademas proyectan al
globo palido interno (GPi) y/o a la sustancia nigra pars reticulata (SNr), formando la
llamada via directa. Por su parte las NEM que expresan receptores a dopamina de
la familia D2 y que proyectan sus aferentes al globo palido externo (GPe),

generando la via indirecta (ver Figura 1B; Reiner et al., 1998; Wilson, 2004).

estriado

Vias estriata
directa e indirec

Figura 1. Diagrama simplificado y modelo representativo de los ganglios basales y estructuras asociadas.
A) Conexion general de los ganglios basales y su asociacion con la corteza cerebral. Las neuronas
piramidales de la capa V proveen la mayoria, aunque no la unica conexion hacia al cuerpo estriado dorsal,
que comprende los niicleos caudado-putamen (CP). Dos subtipos de neuronas corticales envian aferentes
al cuerpo estriado dorsal, las neuronas interelencefalicas (IT) y del tracto piramidal (PT). La salida de los
ganglios basales surge de las neuronas GABAérgicas en el niicleo entopeduncular (EP) y la sustancia nigra
pars reticulata (SNR), que inhiben al talamo, incluyendo el nucleo ventrolateral (vl), mediodorsal (md) y
ventromedial (vim), asi como al coliculo superior (SC) y el nuicleo pedunculotegmental (PPT). B) Conexiones
especificas en las vias de proyeccion directa e indirecta del cuerpo estriado dorsal desde dos poblaciones
de NEM. Las neuronas de la via directa envian un axon principalmente al globo palido interno (IGP) y a la
sustancia nigra pars reticulata (Snr). Las neuronas de la via indirecta proyectan al globo padlido externo
(GP). Estas neuronas estan indirectamente conectadas a globo pdlido y la sustancia nigra a través de
conexiones que implican el globo padlido externo y el niicleo subtalamico (STN). C) Corte sagital del cerebro
de rata, se muestra unicamente el cuerpo estriado dorsal y un acercamiento a una NEM. Modificado de
Paxinos 2015.




La actividad de las NEM en la via directa por su naturaleza inhibitoria
disminuye la actividad de las neuronas del GPi y/o de la SNr, bloqueando el control
GABAérgico que estos nucleos ejercen sobre el talamo, permitiendo a este ultimo
activar a las neuronas de la corteza motora con lo que se favorece el movimiento.
Por el contrario, las NEM de la via indirecta al establecer sinapsis con las neuronas
GABAérgicas del GPe, inhiben el disparo de las neuronas glutamatérgicas del
nucleo subtalamico. Entonces las neuronas del nucleo subtalamico (Reiner, et al.,
1998; revisado por Bolam y Ellender, 2015) generan indirectamente un aumento en
la actividad de las neuronas del GPi y de la SNr, favoreciendo el control inhibitorio
sobre las neuronas del tdlamo y en consecuencia se disminuye el movimiento
(revisado por Bolam y Ellender, 2015; Paxinos, 2015). En resumen, la via directa
facilita el movimiento, mientras que la indirecta lo inhibe, entonces, el
funcionamiento de los ganglios basales ocurre al existir una actividad balanceada

entre ambas vias (Paxinos, 2015).

Un aspecto a considerar, es que las NEM poseen actividad electrofisiologica
intrinseca con la que se pueden incluso caracterizar. Dicha actividad es producto de
diversas conductancias idnicas presentes en su membrana y, por si fuera poco, son
susceptibles a ser moduladas por diversos compuestos o neuromoduladores
(Bargas, et al., 1989; Pineda, et al., 1992; Perez-Garci, et al., 2003). La actividad de
las NEM es modulada localmente por interneuronas GABAérgicas y/o colinérgicas
(Kreitzer, 2009), sin embargo, el cuerpo estriado recibe aferentes de diversas
regiones cerebrales que liberan en él, diversos neurotransmisores y/o
neuromoduladores (como la histamina, dopamina, etc.) qué activan receptores de
membrana capaces de modular conductancias ionicas, alterando las propiedades
electrofisiologicas de diversas neuronas (Barral et. al 2010). Especificamente, en
este trabajo, presentamos aspectos de la modulacion que lleva a cabo la histamina
sobre las propiedades electrofisioldgicas de las NEM, por lo que a continuacion se

describe brevemente este neurotransmisor.



1.2 HISTAMINA.

La histamina es una amina biogénica con peso molecular de 111 Da y su
estructura molecular exhibe dos regiones, la primera formada por una amina alifatica
y la segunda por un anillo imidazol. Su nombre quimico es [2-(4-imidazol)-etilamina]
y es un compuesto sintetizado por los seres vivos a partir del aminoacido L-histidina
(revisado por Bolam y Ellender, 2015). Desde su descubrimiento se involucré con
diversas respuestas fisioldgicas y patoldgicas, como, por ejemplo, la respuesta
alérgica (inflamacion) y del sistema inmune, la regulacion de la secrecion del acido
gastrico y la neurotransmision (Jones y Kearns, 2011; revisado por Bolam y
Ellender, 2015). Este compuesto se une a 4 tipos de receptores de membrana, es
sintetizada en diversas células en el cuerpo, pero al no poder atravesar la barrera
hematoencefalica, en el sistema nervioso central (SNC) se cuenta con un propio
sistema histaminérgico, mismo que sintetiza, almacena, distribuye y libera a la
histamina (Shahid, et al., 2010; Jones y Kearns, 2011).

1.2.1 Sintesis de la histamina

La histamina es sintetizada por la enzima histidina descarboxilasa (HDC), a
través de una reaccion de un solo paso, en la que se extrae el grupo carboxilo del
aminoacido L-histidina (Figura 2A). En el caso del SNC, la histamina es almacenada
en vesiculas dentro de las terminales sinapticas de las neuronas histaminérgicas y
liberada por despolarizacion en un proceso similar a la liberacion de los
neurotransmisores clasicos, mientras que fuera del SNC, la histamina es sintetizada
y almacenada en mastocitos y basdfilos, existiendo niveles importantes en la piel y

diversas mucosas del cuerpo (Ramos-Jiménez, et al., 2009).
1.2.2 Metabolismo de la histamina.

Existe en el SNC un sistema de desactivacion de la histamina, el cual inicia
con la captura del neurotransmisor en las neuronas y/o en células de la glia
mediante un transportador dependiente de Na* y CI- (Sakurai, et al., 2006; Ramos-

Jiménez, et al., 2009; Yoshikawa, et al., 2013), para después ser metabolizada por



la enzima histamina N-metiltransferasa (HNMT) y/o la enzima diamino oxidasa
(DAO). Por un lado, la enzima HNMT es especifica, siendo la responsable de
inactivar entre el 50 y el 80% de la histamina en el SNC, esto lo hace agregando un
grupo metilo en el anillo imidazol de la histamina, produciendo N-metilhistamina (o
tele-metilhistamina), compuesto sin actividad biolégica que es metabolizado por
monoacido oxidasas y aldehido deshidrogenasas en acido n-metil-imidazol acético
que finalmente sera excretado en la orina (Maintz, et al., 2006; Mainz y Novak,
2007). La enzima DAO es una glicoproteina almacenada en vesiculas de las células
epiteliales del colon y el rindn desde donde es liberada a la circulacién sanguinea
donde es inactivada la histamina (pero también a otras aminas), convirtiendo a la
histamina en acetaldehido imidazol que después se degrada en acido imidazol
acético que es conjugado con una ribosa fosfato para poder ser eliminado en la
orina (Figura 2B; Mainz y Novak, 2007).

H,N
A) 2 % COOH NH,
L-histidina descarboxilasa
N H N
L [
N N
H H
L-HISTIDINA H* CO2 HISTAMINA
NH o)
B) 2 J COOH
N N AD N
HISTAMINA MAO / {
el = L
|
@ cle3 C|:H3 CH,4
Q\é N-METIL N-METIL-IMIDAZOL ACIDO N-METIL
" HISTAMINA ACETALDEHIDO IMIDAZOL ACETICO
NH (0]
o Y
‘ 2 COOH
A ° N y
N P AD, I \
H N N
H ) H
IMIDAZOL’ ACIDO I’MIDAZOL
ACETALDEHIDO ACETICO

Figura 2. Sintesis y degradacion de la histamina. 4) Sintesis de la histamina, ocurre a partir del aminodcido
L-histidina, por eliminacion del grupo carboxilo mediante la enzima L-histidina descarboxilasa. B)
Metabolismo de la histamina, por dos vias principales, la primera implica la metilacion del grupo imidazol
por la enzima Histamina N-Metil Transferasa (HNMT), que genera el compuesto sin actividad biologica N-
metilhistamina y que es seguida de una serie de reacciones de oxidacion y reduccion por las enzimas
Monoamino oxidasa (MAQO) y Aldehido Deshidrogenasa (AD), la segunda via es por desaminacion oxidativa
directa de su cadena lateral mediante la enzima Diamino Oxidasa (DAO) que es completa por AD, se
muestran los compuestos generados en ambas vias. Ambos productos finales (el dacido n-metil-imidazol
acético y el acido imidazol acético) son excretados por vias urinarias. Modificado de Shahid, et al., 2010.
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1.2.3 El sistema histaminérgico en el Sistema Nervioso Central.

La existencia de la histamina en el SNC fue reportada hace mas de 70 afnos
(Takagi, et al., 1985). Sin embargo, fue recientemente y con el empleo de
anticuerpos especificos para la enzima HDC que se demostré la existencia de un
sistema histaminérgico en el SNC (revisado por Arias-Montafio y Guerrero-Serna,
1995). Actualmente se sabe que las neuronas histaminérgicas son células que
miden entre 25 y 30 ym de diametro y ademas de la histamina sintetizan otras
moléculas neuroactivas (o al menos las enzimas que los sintetizan) como el GABA,

la adenosina, encefalinas, galanina y sustancia P (Brown, et al., 2000).

El soma de las neuronas histaminérgicas se localiza en el nucleo
tuberomamilar (NTM), que se encuentra en el hipotdlamo posterior (revisado por
Bolam y Ellender, 2015) y se concentran en 5 grupos (Figura 3; Inagaki, et al., 1990).
Ademas, estas neuronas reciben aferentes de la corteza prefrontal, del area
predptica media y del septum, areas que liberan diversos neurotransmisores o
neuromoduladores como el glutamato, la noradrenalina, la serotonina, la sustancia

Py el neuropéptido Y (Arias-Montafo y Guerrero-Serna, 1995).

A pesar de que las neuronas histaminérgicas se dividen anatomicamente en
grupos, la liberacion de la histamina se orquesta como si solo fuese un grupo. Sus
aferentes forman 2 grupos de fibras ascendentes presentes en el haz medial del
cerebro anterior y en la superficie ventral del hipotalamo, ademas de un grupo de
fibras que descienden por la sustancia gris central del cerebro medio y la zona
dorsal del rombencéfalo, por lo que las neuronas histaminérgicas inervan de una
forma heterogénea a practicamente todo el SNC, desde el bulbo olfatorio, pasando
por diversos nucleos en los ganglios basales e incluso la médula espinal (ver Figura
3; Wada, et al., 1991).



Primer plano de corte Segundo plano de corte
3V v

Figura 3. Localizacion topografica de los grupos de neuronas histaminérgicas (E1 a E5) e inervacion de
axones a través del SNC. Representacion esquemdtica de cinco cortes coronales consecutivos del
hipotdlamo posterior en la rata donde se muestra la distribucion de las neuronas histaminérgicas.
Abreviaturas: 3V, tercer ventriculo, Arc, nucleo hipotaldamico arqueado,; DA, nucleo hipotalamico dorsal;
DM, nuicleo hipotalamico dorsomedial; LH, nucleo hipotaldamico lateral; MM, nucleo mamilar medial; PM,
nucleo premamilar; SuM, niucleo supramamilar; VMH, niuicleo hipotalamico ventromedial. Modificado de
Inagaki et al. 1990. Ademds, se muestra la ubicacion del nucleo tuberomamilar y de las neuronas
histaminérgicas se marca en el asterisco. Abreviaturas: OB, bulbo olfatorio; MO, bulbo raquideo, Cb,
cerebelo; IC, coliculo inferior; SC, coliculo superior, CC, corteza cerebral; St, cuerpo estriado dorsal; Hi,
hipocampo,; Hy, hipotalamo; Sp, médula espinal; Th, talamo; TM, nucleo tuberomamilar. Modificado de
Wada et al. 1991.

1.3 RECEPTORES DE MEMBRANA PARA LA HISTAMINA EN EL SNC.

Se han descrito 4 tipos de receptores de membrana para la histamina (H1,
H2, H3 y H4) y, como ocurrié con otros receptores su descripcion fue paralela al
desarrollo de farmacos con accion especifica. Los receptores a histamina
pertenecen a la super familia de receptores acoplados a proteinas G
heterotriméricas (GPCR por sus siglas en inglés), todos unen en su estructura a la

histamina, pero su afinidad difiere entre ellos, siendo mas afin la histamina por los
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receptores H3 y/o H4 y menos afin por los receptores H1 y/o H2 (revisado por
Panula, et al., 2015). Los GPCR son nombrados asi, porque se asocian a proteinas
G heterotriméricas (formadas por subunidades “a”, “B” y “y”), y tienen la capacidad
de hidrolizar GTP en GDP. Las proteinas G son capaces de modular la apertura o
el cierre de canales idénicos y/o la actividad de enzimas que sintetizan mensajeros
secundarios que permiten que la sefial se propague hacia el interior de las células
(Nestler et al. 2009). Otro aspecto que considerar es que los 4 receptores a
histamina poseen baja homologia entre sus secuencias de aminoacidos (revisado
por Bolam y Ellender, 2015). Sin embargo, su estructura protéica se constituye por
un extremo amino extracelular y un extremo carboxilo intracelular, el resto de la
cadena generan siete segmentos transmembranales, unidos mediante asas intra y
extracelulares, conociéndose también como receptores a histamina de siete

dominios transmembranales (Nestler et al. 2009).
1.3.1 Receptor H1.

El receptor a histamina H1 (H1R) fue identificado al estudiar el efecto de la
histamina sobre la respuesta alérgica en el cuerpo. Se observd que se expresa en
células del musculo liso, en las vias aéreas y en vasos sanguineos, ademas de
hepatocitos, condrocitos, células endoteliales, neutrdéfilos, monocitos, linfocitos B y
T, ademas esta demostrada su expresion en el SNC (revisado por Panula, et al.,
2015). Asimismo, el H1R es una glicoproteina de 56 KDa (Ramos-Jiménez, et al.,
2009; Shahid, et al., 2010) cuya activacion en el SNC se asocia principalmente al
control del ciclo suefo-vigilia (Ramos-Jiménez, et al., 2009; Thakkar, 2011). El H1R
se acopla a una proteina Gq/11 (ver Figura 4) desencadenando la accién de enzimas
del grupo de fosfolipasa C (PLC) involucrada en la sintesis de los segundos
mensajeros inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Por un lado, el IP3 detona
una rapida liberacion de Ca?* de depdsitos intracelulares (el aparato de Golgi y/o el
reticulo endoplasmico) y el DAG activa a la proteina quinasa C (PKC), enzima que
fosforila los aminoacidos serina y treonina en diversos receptores, enzimas, canales
idnicos o proteinas que generan diversas respuestas celulares (Nestler, et al., 2009;

Ramos-Jiménez, et al., 2009; Shahid, et al., 2010; revisado por Panula, et al., 2015).
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1.3.2 Receptor H2.

El receptor a histamina H2 (H2R) es una glicoproteina de 359 aminoacidos
con un peso de 40 kDa (Shahid, et al., 2010). Al igual que el primer receptor descrito,
el H2R se expresa en una gran diversidad de células y tejidos, como la mucosa
gastrica, el musculo liso, en el SNC, en adipocitos y en algunas células del sistema
inmune (revisado por Panula, et al., 2015). Este H2R se asocia a funciones como la
regulacion de la secrecidon del acido gastrico (revisado por Panula, et al., 2015),
ademas su activacion disminuye la proliferacion celular de carcinomas y/o presenta
una funcion reguladora del sistema inmune, inhibiendo la quimiotaxis de neutrofilos
y basofilos (Del Valle y Gantz, 1997). Los H2R se acoplan a proteinas Gs y su
activacién estimula la formacion de AMPc a través de la enzima adenilil-ciclasa de
varios tejidos, como el cerebro, corazén, pulmon y la mucosa gastrica (Leurs, et al.,
1995; revisado por Panula, et al., 2015). El AMPc activa a la enzima proteina cinasa
A (PKA) que a su vez fosforila residuos de serina y treonina de diversas proteinas,
como las proteinas de unién a CRE (CREB), proteinas nucleares que se unen a
promotores de genes, activando su transcripcion (Ramos-Jiménez, et al., 2009).
Ademas, se ha reportado que la activacion del H2R en sistemas de expresion
heterdloga disminuye la liberacion de acido araquiddnico e incluso son capaces de
unirse a proteinas Gq/11 (Leurs, et al., 1995; Ramos-Jiménez, et al., 2009; revisado

por Panula, et al., 2015).
1.3.3 Receptor H3.

El receptor a histamina H3 (H3R) posee un peso de 49 kDa, tiene cerca de
445 aminoacidos y el gen codificante se encuentra en el cromosoma 20 en el ser
humano. A diferencia de los anteriores, el H3R se ha reportado que en ratones y en
el ser humano existen 3 isoformas originadas por el corte alternativo de su ARNm
(Ramos-Jiménez, et al., 2009). Los H3R se expresan principalmente en células del
sistema nervioso, donde inhibe principalmente la liberacién de la histamina y de
otros neurotransmisores como la dopamina, la serotonina, la noradrenalina y la

acetilcolina (Arrang, et al., 1983; Arias-Montafio, et al., 2001).
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Mediante ensayos de unién de radioligando, se han identificado sitios de
unién al H3R en otras células y tejidos periféricos, aunque son cuantitativamente
menos abundantes que los sitios de unién a los H1R y H2R (Lazar-Molnar, 2004).
La actividad de los H3R se ha implicado en el control de procesos cognitivos y
memoria (Esbenshade, et al., 2008), asi como en funciones cerebrales como la
regulacion del ciclo suefio-vigilia (Lin, et al., 2011) y la ingesta de alimento (Passani
y Blandina, 2011; Tiligada, et al., 2009). Ademas, el H3R se acopla a una proteina
Gino (ver Figura 4), que disminuye la produccion de AMPc en las células; inhibiendo
eventos celulares corriente abajo, como la transcripcion de genes activada por
proteinas CREB. Los H3R, ademas generan la acumulacién de Ca?* en el interior
celular y la activacion de la via de sefalizacion de las proteinas quinasas activadas

por mitdgenos (MAPK; Leurs, et al., 1995; Ramos-Jiménez, et al., 2009).
1.3.4 Receptor H4

Se ha reportado la expresion del receptor a histamina H4 (H4R) en células
de la médula 6sea, en basdfilos, eosinofilos, monocitos y células T (Zampeli y
Tiligada, 2009). Al igual que el H3R, el H4R esta acoplado a una proteina Gio, por
lo que actua principalmente inhibiendo la actividad de la enzima adenililciclasa
(Lazar-Molnar, 2004; ver figura 4). El H4R fue descrito a partir de un analisis de la
secuencia codificante del H3R, por lo que esta tanto estructural como

farmacoldgicamente relacionado con dicho receptor (37 a 43 % de homologia).

El H4R Es una proteina de 390 aminoacidos y su peso molecular es de 44
kDa, el gen codificante para el H4R se encuentra en el cromosoma 18 en el ser
humano (lgaz y Hegyesi, 2004). Hasta el momento el H4R se ha relacionado en
fendmenos de inflamacion como el asma, el prurito y algunos tipos de alergias,
sugiriendo que el H4R desempenfa funciones en el sistema inmune (Cowden, et al.,
2010; Zhang, et al., 2007).
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Figura 4. Receptores para histamina y principales vias de transduccién asociadas. Diagrama
representativo de los distintos tipos de receptores para histamina conocidos, todos son receptores acoplados
a proteinas G, por lo que se indica la principal via de seiializacion asociada a su activacion. Los receptores
H3y H4 debido a que se acoplan a proteinas Gi/o se esquematizan juntos. Los signos representan activacion
(+) o inactivacion (-) de la via sefialada. Abreviaturas: PLC, fosfolipasa C; IP3, inositol 3-fosfato; DAG,
diacilglicerol; NO, oxido nitrico; AC, adeniliciclasa; PI3K, fosfatidilinositol 3 cinasa, PK fosfocinasa (4, B,
C y/o G). Modificado de Panula, et al., 2015.

2. ANTECEDENTES.

2.1 ACTIVIDAD ELECTROFISIOLOGICA EN LAS NEURONAS ESPINOSAS
MEDIANAS (NEM).

2.1.1 Propiedades electrofisiologicas de las NEM.

Las NEM tienen un potencial de membrana en reposo hiperpolarizado y una
baja resistencia de entrada, asi como varios tipos de conductancias idnicas que dan
forma a un patron de disparo caracteristico (Kreitzer, 2009). En condiciones in vitro
si a las NEM se les aplica pulsos de corriente tanto hiperpolarizantes como
despolarizantes se puede obtener la relacion entre la corriente aplicada y el voltaje
obtenido (Curva I/V). En las NEM la curva I/V se describe como una relacién que no

es lineal, rectificando hacia potenciales hiperpolarizados (Figura 5).
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Figura 5. Propiedades electrofisiologicas de las NEM. 4) Registro representativo de una NEM (arriba)
producto de la aplicacion de pulsos de corrientes hiperpolarizantes y despolarizantes (abajo). B) Curva I/V.
C) Trenes de disparo de la NEM a tres distintas amplitudes de corriente (abajo), D) Fotomicrofotografia de
la célula analizada. Se serialan las propiedades del disparo de una NEM: Corriente A, postpotencial
hiperpolarizante, rectificacion y la adaptacion. (Modificado de Gonzalez, 2016).

Por otro lado, cuando a las NEM se le aplica corriente suficiente para alcanzar
el umbral del primer potencial de accién (PA), se observa que este aparece con un
retraso de al menos 500 ms después de iniciar el estimulo. Los PA en las NEM son
de al menos 50 mV de amplitud y tienen poca duracion (~2 ms) y al final del PA
presentan una caida por debajo de su umbral seguida de una recuperacion en el
voltaje denominado postpotencial hiperpolarizante (PPH; Kreitzer, 2009). Al aplicar
corriente positiva superior al umbral del disparo hay un aumento de la frecuencia

con la que aparecen los PA en las NEM que es proporcional al incremento en la
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estimulacion aplicada. Ademas, las NEM poseen adaptacion lenta, ya que al
registrarse trenes de disparo de PA se observa una mayor frecuencia al inicio que
al final de un estimulo. En condiciones in vivo las NEM presentan una frecuencia de
disparo baja, sin embargo, son capaces de disparar trenes de potenciales de accidn
con una duracion de entre 1y 2 segundos. Ademas, se observa que el potencial de
membrana de las NEM puede oscilar entre dos estados, uno hiperpolarizado (down
state) y otro despolarizado (up state), dicha oscilacion puede ocurrir como respuesta

a las aferencias excitatorias que reciben (Hammond, 2008; Wilson, 2004).

2.1.2 Principales conductancias asociadas a las propiedades electrofisiolégicas en
las NEM.

Las propiedades electrofisiolégicas de las NEM son producto de diversas
conductancias idnicas que expresan en su membrana. Durante el potencial de
reposo las NEM poseen principalmente activos canales de K* rectificadores
entrantes (Canales Kir) que contribuyen al mantenimiento del potencial de reposo y
a su baja resistencia de entrada (Mermelstein, et al., 1998; Nisenbaum, et al., 1996;
Uchimira, et al., 1989). Cuando se aplican pulsos de corriente positivos, la
despolarizacion de la membrana inactiva a los canales Kir y activa diversas
corrientes de potasio que generan la llamada corriente de K+ tipo A (principalmente
por canales rapidos Kv4.2), asi como canales de inactivacion lenta Kv1.2 y canales
persistentes del tipo Kv7 (Shen, et al., 2004; Tkatch, et al., 2000; Nisenbaum, et al.,
1996). La activacion de estas conductancias de potasio induce una resistencia a la
despolarizacion que genera cierta inclinacion en los registros, con lo que se origina
el retraso en la aparicion del primer potencial de accion (Kita, et al., 1985). A pesar
de observarse dicha resistencia al cambio en el potencial de membrana, si la
despolarizacién alcanza el umbral se activan corrientes entrantes de sodio (canales
Nav) que detonan el disparo del primer potencial de accion (revisado de Kreitzer,
2009; Nisenbaum, et al., 1994, 1995, 1996; Bargas, et al., 1989).

La repolarizacion de la membrana ocurre por la participacién de diversas
conductancias de potasio (revisado de Kreitzer, 2009; Nisenbaum, et al., 1994,
1995, 1996; Bargas, et al., 1989). Durante el postpotencial hiperpolarizante (PPH)
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se observan dos componentes, el postpotencial hiperpolarizante rapido y el lento, y
es generado por canales de K* activados por Ca?* (Kca). Por un lado, el PPH rapido
es originado por canales del tipo BK (canales con cinética de activacién e
inactivacion relativamente rapida) y se asocia a la repolarizacién del potencial de
membrana después de la aparicion de un potencial de accién, ademas posee una
duracion entre 1 y 10 ms. ElI PPH lento es generado por canales SK (canales con
cinética de activacién e inactivacidn relativamente lenta) al que se les han atribuido
la funcidn de limitar la frecuencia de disparo y la adaptacidn mencionadas
previamente (Pineda, et al., 1992; Faber y Sah, 2003). Un resumen de las
conductancias que participan en las propiedades electrofisiolégicas de las NEM se

esquematiza en la Figura 6.
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hiperpolarizante (PPH)
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membrana Kv1.2/ Kv7 4 T
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Figura 6. Conductancias asociadas a las propiedades electrofisioldgicas de las NEM. Se muestra el
acercamiento de un potencial de accion de una NEM (linea negra gruesa), al que se le asocian algunos de
los canales ionicos que las producen (flechas rojas y caja anaranjada).

De los canales de Ca?* operados por voltaje (Cav), las NEM expresan
unicamente a los canales Cav conocidos como de alto umbral (HVA o canales Cav1,
Cav2.1, Cav2.2 y Cav2.3). En estas neuronas se ha descartado la expresion de
canales Cav de bajo umbral (LVA), tipo T o Cav3 (Foehring et al., 2000; Perez-Garci,
et al., 2003; Hérnandez-Lépez, et al., 1997). Particularmente, se ha observado que
el bloqueo especifico de los canales Cav1 genera en las NEM la disminucion de la
frecuencia de disparos de PA, siendo un efecto atribuido a que dichos canales Cav1
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contribuyen en mantener el potencial de membrana en el que se montan los trenes
de disparo de los PA (ver Figura 7A; Perez-Garci, et al., 2003; Hérnandez-Lépez, et
al., 1997). Asimismo, fue reportado que el bloqueo de los canales Cav2.1 y Cav2.2
aumenta la frecuencia de los disparos de los PA en las NEM (ver Figura 7B; Perez-
Garci, et al., 2003) y su participacion recae en que el Ca?* que es introducido en las
NEM a través de ellos es utilizado por los canales Kca involucrados en generar el
PPH, limitando indirectamente la frecuencia de disparo de las NEM (Perez-Garci, et
al., 2003; Bargas, et al., 1999). Las NEM ademas expresan canales Cav2.3 siendo
los unicos canales Cav que se actuvan a potenciales subumbrales al PA 'y al parecer
no ha sido evaluado cabalmente su participacion en las propiedades de disparo de
las NEM (ver Figura 7C y 7D; Foehring et al., 2000).
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Figura 7. Presencia de los Canales Cav en las NEMS. 4) Registros representativos de una NEM, se muestra
el registro control, el registro después del bloqueo de canales Cayl (nicardipina) y el registro después de
un lavado. Se observa que la nicardipina hiperpolariza la respuesta del voltaje. B) Registros representativos
de una NEM, en la que se muestra el registro control y el registro después del bloqueo de canales Cay2
(trazo conotoxina y agatoxina), se observa la participacion de los canales Cay2 sobre la amplitud del
postpotencial hiperpolarizante. C) Experimento para obtener la dependencia al voltaje de activacion de los
canales Cay2.3 (al bloquear canales Cayl, Cay2,1 y Cay2.2) en una NEM. D) Permeabilidad relativa vs
voltaje aplicado, obsérvese que ~ -50 mV empieza a registrarse permeabilidad en los canales (A y B
modificados de Perez-Garci, et al., 2003; C y D modificados de Foehring et al., 2000).
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2.2 HISTAMINA'Y EL CUERPO ESTRIADO DORSAL.

Hace mas de 40 afos, se reportd una de las primeras evidencias que
sugirieron que la histamina puede controlar conductas motoras involucrando a los
ganglios basales. En ese trabajo, los autores aplicaron por microdialisis histamina
en el ventriculo lateral del cerebro de en ratas y observaron que la histamina
disminuye o genera la pérdida del movimiento (Nowak et al., 1977). Posteriormente,
se observd una disminucion del movimiento similar, pero que es seguida por un
aumento en la locomocion al aplicar histamina directamente en el cuerpo estriado
(Bristow y Bennett, 1988). Desde entonces se ha desarrollado conocimiento que
permite demostrar la participacion del sistema histaminérgico en el cuerpo estriado

dorsal, que a continuacién se describe brevemente.
2.2.1 Sistema histaminérgico en el cuerpo estriado dorsal.

Mediante el uso de técnicas inmunocitoquimicas, se demostré que la enzima
HDC y la histamina estan presentes en neuronas en el NTM, desde, las cuales
proyectan aferentes a la mayoria de las regiones del encéfalo. Ademas, se observo
una gran cantidad de aferentes histaminérgicas que se encuentran en el cuerpo
estriado dorsal y la corteza cerebral (Takagi et al., 1985). Previo a conocer la
ubicacion de los receptores a histamina y para confirmar el papel fisiolégico de la
histamina, con técnicas de microdialisis, se confirmd que existe liberacion de
histamina en el cuerpo estriado dorsal (Adachi, et al., 1992). En consistencia con lo
anterior, se observo que la histamina es liberada desde varicosidades de los axones
del NTM de manera difusa y que el efecto depende del tipo de receptor que es
activado (Schwartz, et al., 1991). Con el desarrollo de ligandos radiactivos de gran
afinidad, se estudid la distribucion de los receptores a histamina en el SNC.
Asimismo, el desarrollo de técnicas como la hibridacion in situ, permitié ademas del
mapeo de la expresién de las proteinas de los receptores, también marcar la
expresion del ARNm que codifica a las proteinas, particularmente, de los H2R y
H3R en el cerebro de roedores como la rata y el cobayo (Pillot et al., 2002; Vizuete
et al.,, 1997). En la rata, se ha reportado una alta densidad de H1R en regiones del
sistema neuroendocrino como el nucleo periventricular, supraquiasmatico y

18



ventromedial en el hipotalamo, diversos nucleos colinérgicos y aminérgicos en el
tallo cerebral, el talamo y la corteza cerebral, una menor densidad se observa en el
talamo y los coliculos superior e inferior, aunque en el cuerpo estriado dorsal se
reportd poca o nula la expresion del H1R (Wada, et al., 1991; Palacios, et al., 1981;

revisado por Panula, et al., 2015).

En el caso de los H2R se encuentran practicamente en todo el SNC, aunque
la cantidad expresada es bastante heterogénea, existiendo regiones como la
corteza cerebral, el cuerpo estriado dorsal y ventral que concentran gran cantidad
de este receptor, mientras que en menor cantidad se observa en los coliculos
superior e inferior, el talamo y el hipotalamo (Vizuete, et al., 1997). Algo similar fue
reportado para el H3R, que se concentran en regiones como la corteza cerebral, el
cuerpo estriado dorsal, la sustancia nigra, el bulbo olfatorio, el hipocampo, el talamo
y en el propio NTM (Pillot et al., 2002). Actualmente se sabe que los H1R, H2R y
H3R estan presentes en todas las regiones cerebrales, sin embargo, existen
diferencias en la concentraciéon y su ubicacion, variando segun la especie reportada.
Ademas, fue planteada la idea que los H1R y H2R son receptores postsinapticos,
mientras que los H3R al inhibir la sintesis y liberacién de histamina se ubican en las
terminales sinapticas funcionando también como autorreceptor (Arias-Montano y
Guerrero-Serna, 1995; Wada, et al.,, 1991). Otra observacion que demuestra la
participacion del sistema histaminérgico en el cuerpo estriado dorsal es que, esta
€s una region que recibe una alta densidad de fibras histaminérgicas provenientes
del NTM (ver tabla 1; Wada, et al., 1991).

Tabla 1. Expresion relativa de los receptores a histamina H1, H2, H3 y fibras provenientes del NTM

presentes en algunos ndcleos de los ganglios basales.

Fibras Receptores a histamina
histaminérgicas H1 H2 H3
Ganglios Basales:

C. estriado dorsal ++ a +++ Oa+ ++ a +++ ++ a +++
Globo palido ++ Oa+ ND ++ a +++
N. accumbens ND Oa+ ++ a +++ +++
Sustancia nigra Oa+ Oa+ + g
N. subtalamico ND ND ND +a++

ND, no determinado; 0 no detectado; + densidad baja; ++ media; +++ alta. Tomado de Arias-Montafio y

Guerrero-Serna, 1995.
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A. Expresion de las proteinas de los receptores H1 (Palacios et al. 1981).
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B. Expresion del ARNm y proteinas de los receptores H2 (Vizuete et al. 1997)
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Figura 8. Expresion de receptores a histamina en el cuerpo estriado dorsal. 4. Izquierda: fotografia
representativa de la expresion de los receptores HI en el cuerpo estriado dorsal de rata (aprox. en circulo).
Derecha: Atlas de cerebro de rata, el autor marca en diferentes tonos la expresion del receptor HI, notese
que se menciona que en caudado-putamen (cuerpo estriado dorsal) es muy leve a nula la expresion. B.
Expresion del ARNm (izquierda) y proteina (derecha) del receptor H2 en el cuerpo estriado dorsal (flecha).
C. Expresion del ARNm (izquierda) y proteina (derecha) del receptor H3 en el cuerpo estriado dorsal
(flecha). Nota: Por la naturaleza del marcaje y la forma de obtencion de las imdgenes, en A. a mayor
oscuridad de la imagen, menor expresion de la proteina, mientras que, en B. y C. a mayor oscuridad de la
imagen mayor expresion del ARNm y/o de la proteina.

La alta densidad del H3R (Figura 8), permite suponer que estos receptores
no se ubican unicamente sobre las terminales axonicas histaminérgicas del NTM,
debido a que se sabe que el H3R actua también como heteroreceptor inhibiendo la
liberacion de otros neurotransmisores en rebanadas que contienen el cuerpo
estriado dorsal, aunque con estos hallazgos no se puede descartar su presencia en
el soma de las NEM (Doreulee, et al., 2001; Gonzalez-Sepulveda, et al., 2013).

Dado que el cuerpo estriado dorsal recibe densa inervacién del NTM (revisado por
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Bolam y Ellender, 2015) se piensa que los efectos fisiolégicos atribuidos a la
histamina en esta regién del encéfalo son generados principalmente por los H2R
y/o H3R (Pillot et al., 2002; Schwartz, et al., 1991; Wada, et al., 1991; Palacios, et
al., 1981), aunque no se descartada la presencia del H1R (Munaka y Akaibe, 1994).

2.2.2 Efectos fisiologicos de la histamina en los ganglios basales.

La administracion local de la histamina modifica la actividad de distintas
regiones en el cerebro, por ejemplo, al aplicarla directamente en el cuerpo estriado
dorsal se induce catalepsia, que es un trastorno nervioso caracterizado por la
pérdida momentanea de la movilidad y de la sensibilidad en el cuerpo, efecto
suprimido por la administracion de antagonistas para receptores a histamina
(Munaka y Akaibe, 1994). A nivel neuronal, se demostré que la histamina ejerce
distintos efectos, que van desde modular la liberacibn de diversos
neurotransmisores en las terminales sinapticas, modificar la actividad eléctrica
intrinseca de las neuronas, alterando el patron y la frecuencia en el disparo de
potenciales de accion entre otros, e incluso es capaz de generar cambios en rutas
metabdlicas de las células (revisado por Bolam y Ellender, 2015). Asimismo, en los
GB, la histamina inhibe la transmision sinaptica regulando negativamente la
liberacion de GABA en las NEM, esto se observé en preparaciones que solo
contenian las terminales estriato-nigrales (Garcia, et al., 1997), o en preparaciones
que incluyeron el cuerpo estriado dorsal completo (Arias-Montafio et al., 2001).
Ademas, la histamina reduce la liberacién de glutamato en sinaptosomas obtenidos
aislando el cuerpo estriado dorsal (Molina-Hernandez, et al., 2001) y también reduce
la respuesta de campo glutamatérgico provocado en rebanadas en las que se
estimulo la sinapsis cortico-estriatal mediante la activacion de los H3R (Sergeeva,
et al., 2005; Doreulee et al., 2001). Por ultimo, existe evidencia que sugiere que la
histamina actua modulando la actividad de estirpes neuronales ubicadas en el
cuerpo estriado dorsal, especificamente cambiando el potencial de membrana
(despolarizandolo) en interneuronas colinérgicas (Figura 9), efecto originado por la
disminucién de conductancias de potasio generado al activar especificamente por
H1R (Munakata y Akaike, 1994).
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Histamine, 10~° M

-85 mV —

Figura 9. Respuesta electrofisioldgica inducida por la histamina en neuronas colinérgicas del cuerpo
estriado dorsa (CED). Respuesta inducida en una interneurona colinérgica del CED a la administracion de
histamina (100 uM). Se observa registro de voltaje, al aplicar histamina se genera una despolarizacion
capaz de inducir disparo repetitivo en la célula representativa (Tomado de Munaka y Akaibe, 1994).

Al aplicar histamina y registrar la actividad de las NEM, fue reportado que
esta no genera cambios significativos sobre el potencial de membrana y/o la
resistencia de entrada en las células registradas (ver Figura 10A; Doreulee et al.,
2001), por lo que en ese trabajo no sé evalud su participacion en el disparo. A su
vez, se observo que la administracién local de histamina en el cuerpo estriado altera
la frecuencia de los disparos de PA (incrementando o disminuyendo) de neuronas
ubicadas en el cuerpo estriado dorsal en el cerebro de ratas anestesiadas, por lo
que este efecto no puede atribuirse exclusivamente a la actividad de las NEM
presentes en este nucleo (Sitting y Davidowa, 2001). Recientemente empleando
técnicas electrofisiolégicas fue reportado que la histamina induce una corriente
entrante dependiente de la concentracion utilizada, y fue un efecto atribuido a la
accién de los H1R y/o H2R en NEM caracterizadas tanto de la via directa como de

la indirecta (ver Figura 10B; Zhuang, et al., 2018).
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Figura 10. Accidn de la histamina en las NEM del cuerpo estriado dorsal. Registro intracelular de una
NEM, en el que el autor indica que no existe una diferencia significativa del potencial de membrana (curva
1/V; Tomado de Doreulee et al. 2001). B) Respuesta inducida por la administracion de histamina (1, 3 y 10
uM) en condiciones de “patch clamp” sobre una NEM tipo D1 (identificada farmacologicamente con la
aplicacion de SKF38393 10 uM). Se observa registro de corriente entrante al aplicar histamina (Tomado
de Zhuang et al. 2018, se reporta un efecto similar en las NEM tipo D2 por lo que se descartan los trazos).

El cuerpo estriado dorsal recibe aferencias histaminérgicas que se origina en
el NTM y aunque la mayoria de estudios sobre modulacién histaminergica en el
estriado se encamina a entender su papel sobre la modulacion presinaptica de la
liberacion de diversos neurotrasmisores (por H3R), no hay descripciones claras de
la participacién de los receptores a histamina sobre la actividad directa de las NEM.
Previamente, se describieron las principales conductancias i6nicas que participan
en la actividad intrinseca de estas células (como el patron de disparo, rectificacion,
etc), siendo estas, posibles blancos de la activacion de los receptores a histamina
expresados en las NEM. Debido a lo anterior, nos cuestionamos si la activacién de
los H2R y H3R podrian modular el patron de disparo de las NEM en el cuerpo

estriado dorsal.
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3. JUSTIFICACION.

Como ya se menciond los GB expresan altas densidades de los H2R y los
H3R, sin embargo, su funcion especifica no ha sido plenamente dilucidada (Brown,
et al., 2000). Dada la importancia de los GB en la sintomatologia de diversas
patologias (revisado de Bolam y Ellender, 2015; Aquino-Miranda, 2012) el estudio
de la funcion de los receptores H2R y los H3R en las NEM, es relevante debido a
que permitira entender el papel neuromodulador de la histamina en la actividad de

este circuito neuronal.

El funcionamiento del cuerpo estriado dorsal y en general de los GB se ha
conocido en gran parte a la observacion de diversas enfermedades o trastornos
neurologicos, dado que alteran la funcidén global del circuito que controla el
movimiento voluntario. Mas aun, actualmente el sistema histaminérgico ha sido
involucrado en procesos fisioldgicos y patolégicos en enfermedades que atafien a
los GB. Por ejemplo, en pacientes con enfermedad de Parkinson la liberacion de
histamina en el putamen, la sustancia nigra y el globo palido aumenta
significativamente, ademas se ha reportado que existe una mayor expresion de H3R
en el globo palido (revisado por Bolam y Ellender, 2015 y por Panula, et al., 2015).
Sin embargo, en pacientes con la enfermedad de Huntington el nivel de expresion
del ARNm de la enzima HDC incrementa mientras que los niveles de ARNm de los
H2R y H3R disminuye (revisado por Bolam y Ellender, 2015 y por Panula, et al.,
2015).

4. HIPOTESIS.

Dado que los H2R y los H3R estan presentes en las NEM, entonces su
activaciéon podria modular conductancias intrinsecas que modificaran las

propiedades de disparo nativas a una NEM.
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5. OBJETIVOS.
5.1 OBJETIVO GENERAL:

Describir los efectos de la activacion de los receptores a histamina H2 (H2R)
y H3 (H3R) sobre las propiedades de disparo de neuronas espinosas medianas

(NEM) en el cerebro de la rata (Rattus norvegicus variedad Wistar).
5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Demostrar electrofisiolégicamente la expresién de los receptores a histamina H2

y H3 en el soma de las NEM.

b) Determinar si la activaciéon de los receptores a histamina H2 en las NEM afectan

las propiedades de disparo de estas neuronas.

c) Analizar si la activacion de los receptores a histamina H3 en las NEM modifican

las propiedades de disparo de estas neuronas.

6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 ANIMALES EXPERIMENTALES Y OBTENCION DE REBANADAS DE
CEREBRO.

Se utilizaron ratas machos (R. norvegicus), cepa Wistar de entre 14 y 16 dias
producidas en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FESI). Los
protocolos fueron aprobados por el Comité de Etica de la FESI de acuerdo con la
Guia para el uso de animales en investigacion de neurociencias de la Society for
Neuroscience y la declaracion de Helsinki. Los animales fueron anestesiados por
inyeccion intraperitoneal de una mezcla de ketamina/xilazina (40-90/5-10 mg/Kg) y
se infundid via intracardiaca solucién salina de perfusion (en mM: 2.49 KCI, 28
NaHCOs, 1.43 NaH2POs4, 7 glucosa, 233 sacarosa, 0.1 MgClz2, 0.1 CaCl2 y 3.6

piruvato sdédico), con la finalidad de limpiar el tejido de restos de sangre, evitando
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su degradacion y para mejorar la observacion en el microscopio. Posteriormente los
animales fueron decapitados y se les extrajo el cerebro completo, separandose
ambos hemisferios cerebrales, los cuales se colocaron en un vibratomo (EasiSlicer,
Ted Pella, Inc., Redding, California, USA). Se hicieron cortes sagitales del tejido de
200 a 250 ym, durante todo el proceso, el tejido se mantuvo en solucion salina Krebs
a 4°C (en mM: 125 NaCl, 3 KClI, 1 MgClz, 2 CaClz, 25 NaHCOs, 0.2 &cido ascérbico,
0.2 tiourea, 11 glucosa a pH de 7.4) con oxigenacidén constante (con carbogeno:
Mezcla Oz y CO2 de 95% y 5%).

6.2 REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO.

Se uso la técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana (“patch
clamp”) en la configuracion de célula completa (“whole cell’). Se colocé una
rebanada de cerebro en el sistema de registro, haciéndole circular solucion Krebs a
temperatura ambiente a un flujo de ~1 mL/min, con oxigenacion constante. Los
electrodos de registro se hicieron a partir de capilares de vidrio (World Precision
Instruments, Inc), asimismo se estiraron y forjaron a una resistencia de entre 3y 5
MQ (estirador de pipetas Modelo P87, Sutter Instrument Co., Novato CA, USA y
microforja MF-830 Narishige, Amityville NY, USA) y se llenaron con solucién interna
(en mM: 115 KH2PO4, 10 NaCl, 1.1 EGTA, 10 HEPES, 1 CaClz, 2 MgClz, 2 ATP-Mg,
0.3 GTP-Na aun pHde 7.3y 290 £ 5 mOsm/L).

Las neuronas fueron visualizadas usando microscopia de interferencia
diferencial (Nikon Instruments, Melville, NY), eligiéndose células viables ubicadas
dentro del cuerpo estriado dorsal, a cada neurona se les acercé la punta de un
electrodo hasta tocar su membrana y se generd un sello con una resistencia de al
menos 10° Q (1 gigasello). La formacién del sello fue favorecida por la aplicacion de
presion negativa. El potencial de membrana fue llevado y mantenido a —-80 mV, y
se aplicd una segunda succién a través del electrodo con la finalidad de romper la
membrana dentro de dicho electrodo, estableciendo un continuo entre el interior de
la neurona y el interior del electrodo, caracteristica de la configuracion de célula

completa (Hamill et al., 1981). Durante todo el proceso de registro y almacenamiento
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de los datos en una CPU, se uso el software FSIENN creado por el Dr. Jesus Pérez
Ortega (obtenido por cortesia del Dr José Bargas del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM), software creado en ambiente LabView™ (National Instruments,
Austin, TX, USA). Ademas, se usé un amplificador BVC-700A (DAGAN,
Minneapolis, USA), y los datos fueron filtrados y digitalizados mediante la tarjeta
PCI-6221 (National Instruments, Austin, TX, USA).

6.2.1 Protocolos de estimulacion.

A toda neurona ubicada dentro del cuerpo estriado dorsal se le aplicaron los
protocolos de estimulacion. La caracterizacion de las propiedades
electrofisiologicas de las NEM inicialmente se realizé de forma cualitativa (durante
su adquisicién) mediante la observacion en los registros de un evidente retraso en
la aparicion del primer PA, ademas se observé la presencia del PPH y con el apoyo
del software de adquisicion se revisoé la relacion entre la corriente inyectada y el
potencial obtenido permitiéndonos observar si la neurona rectifica el potencial. El
analisis cuantitativo (ver ANALISIS DE DATOS) de los registros electrofisiolégicos

se hizo posterior a la adquisicion de los experimentos.

El primer protocolo que se aplicé a las neuronas fue llamado Curvas
corriente-voltaje (o curva I/V), que consistié en enviar (desde la CPU) una serie de
pulsos cuadrados de corriente tanto despolarizantes como hiperpolarizantes de 800
ms de duracién. Asimismo, posteriormente se aplicé un protocolo denominado
Curvas corriente-frecuencia (o curva I/F) que consistié en enviar Unicamente pulsos
cuadrados despolarizantes sub y supraumbrales de 800 ms de duracion para
registrar disparos de potenciales de accién en las células, en todos los experimentos
el potencial de mantenimiento de estos protocolos fue de -80 mV. A un total de 6
células que fueron caracterizadas como NEM (3 para evaluar a los H2R y 3 para los
H3R) se les aplicé un protocolo de corriente en rampa (Figueroa, et al., 2002). Este
protocolo consistio en mantener a un potencial de -80 mV a las NEM y a una tasa
no mayor de 0.1 mV/ms se llevo el potencial a -100 mV para después llevar el

potencial a un voltaje cercano al umbral (entre -45 mV y -40 mV).
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6.3 EXPERIMENTOS FARMACOLOGICOS.

Después de grabar un registro control aplicando los protocolos descritos
previamente se disolvio el o los farmacos en la solucion salina Krebs (ver Tabla 2).

Se hizo un monitoreo cada 5 minutos aplicando nuevamente los protocolos de

estimulacién.
Tabla 2. Farmacos utilizados.
CONCENTRACION
FARMACOS DE USO CARACTERISTICA

Dimaprit 10 uM Agonista de H2R

Immepip 1 UM Agonista de H3R

Cadmio 25 uM Bloqueador inespecifico de canales Cay
Nifedipina 10 uM Blogueador especifico de canales Cav1

6.4 ANALISIS DE DATOS.

Debido a que el analisis de los registros electrofisioldgicos es un proceso
posterior al grabado de estos, a toda neurona ubicada anatbmicamente en el cuerpo
estriado dorsal se le aplicaron los protocolos de estimulacion previamente descritos.
Sin embargo, los registros fueron considerados de una NEM solo si presentaban (1)
el retraso en la aparicion del primer potencial de accidn y la presencia del PPH; (2)
la rectificacion a potenciales hiperpolarizados y (3) el proceso de adaptacion, por lo
que aquellos registros de neuronas que no cumplieron con las caracteristicas
descritas se descartaron para el presente reporte. Para evaluar el retraso en el
disparo se cuantifico el tiempo de aparicion del primer potencial de accion.
Asimismo, se midi6 la duracioén y/o amplitud tanto del PA como del PPH de las NEM
(de acuerda a la Figura 11). Por otro lado, la evaluacién del proceso de rectificacion
se hizo con los registros obtenidos al aplicar los protocolos de curvas I/V e inyeccion
de corriente en rampa, con estos se construyeron graficas de la corriente aplicada
vs voltaje obtenido (I/V), cuyos puntos se ajustaron a una curva exponencial. En
dichas curvas I/V la rectificacion se observa como la disminucion en la pendiente a

potenciales por debajo de -80 mV.
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Ademas, el proceso de adaptacion de la frecuencia de disparo de PA se
evalu6 electrofisiolégicamente a partir de los registros obtenidos al aplicar el
protocolo de curvas I/F, en los cuales se grafico tanto la frecuencia inicial (tiempo
de aparicion de los potenciales de accion por unidad de tiempo) de los primeros 4
PA de cada registro como la frecuencia final obtenida de los ultimos 4 PA. La
adaptacién se reporta como la disminucion de la frecuencia inicial al compararla
contra la frecuencia final. Después de la caracterizacidon cuantitativa de las NEM se
compararon los datos obtenidos de los registros control y los diversos registros
experimentales, reportandose solo las diferencias entre ambos registros. Ademas,
debido a que las conductancias intrinsecas de las NEM alteran la frecuencia de
aparicion (generando la adaptacion a la frecuencia de disparo) cambiando las
dimensiones (amplitud y/o la duracion) tanto del PA como del PPH, solo se comparo
la frecuencia inicial y las dimensiones del primer potencial de cada registro. Por
ultimo, con los datos obtenidos se aplicaron pruebas estadisticas (t de student para
datos apareados), reportandose promedios y su respectivo error estandar. Todos
los analisis se llevaron a cabo con el uso de diversos programas estadisticos como
OriginPro 8 (OriginLab Co, Massachusetts, USA), Sigma Plot 10 (Systat Software
Inc, California, USA) y/o Excel (Microsoft Corporation, Seattle, USA).

___.JJ4\Q- :3
= ————— |5

Figura 11. Obtencion de datos en el potencial de accién (amplitudes y duracién). Registro de un potencial
de accion en la que se marcaron los parametros que se midieron rutinariamente en cada experimento.
1)Amplitud del potencial de accion (PA), se mide la diferencia del voltaje entre el umbral y el pico del PA;
2) Duracion de la subida del PA, se mide el tiempo que le toma al PA llegar del umbral al pico,; 3) Duracion
de la caida del PA, se mide el tiempo que le toma al PA a su base; 4) Duracion total del PA. Es la suma de
la medicion 2 y 3; 5) Amplitud del Postpotencial hiperpolarizante (PPH). Se mide la diferencia del potencial
desde el umbral del PA y el pico del PPH; 6) Duracion de caida del PPH. Se mide el tiempo desde la base
del PA hasta el pico del PPH,; 7) Duracion de la recuperacion del PPH. Si mide el tiempo que le lleva al
PPH alcanzar el potencial de membrana; 8) Duracion total del PPH. La suma de las mediciones 6 y 7.
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7. RESULTADOS.
7.1 CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DE LAS NEM.

Se registro un total de 41 neuronas ubicadas en el cuerpo estriado dorsal de
la rata, de las cuales 35 fueron identificadas como NEM por sus propiedades
electrofisiologicas, la Figura 12 muestra el registro una célula representativa, en
donde desde un potencial de mantenimiento de -80 mV, se obtiene una familia de
curvas a partir de pulsos cuadrados de corriente, tanto despolarizantes como
hiperpolarizantes con las que se estimulé a cada NEM. En la NEM representativa
se aprecia que al alcanzar con la estimulacion el umbral del primer disparo de PA
(trazo de color rojo) aparece con un retraso que en promedio fue de 615.51 £ 34.7
ms. Con la familia de curvas se construyo la curva I/V, que se observa que no es
lineal (Figura 12B), dado que rectifica en los potenciales hiperpolarizados. La
rectificacion se reporta como la disminucion significativa en la resistencia en los
potenciales por debajo de -80 mV (R1 = 30.65 £ 2.4 MQ vs R2 = 25.12 £ 2.3 MQ,
n = 35, p = 0.0002; ver Figura 12C).

Ademas, al aumentar la intensidad de la estimulacion en las NEM, se
incremento la frecuencia de disparo (Figura 12D), existiendo mayor frecuencia al
inicio que al final de los registros (frecuencia Inicial = 11.5 £ 0.93 Hz vs frecuencia
final = 10.35 £ 0.84, n = 35, p = 0.0001; ver Figuras 12E y 12F), evidenciando con

esto la adaptacion de la frecuencia de disparo en las NEM registradas.
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Figura 12. Propiedades electrofisiol6gicas de las NEM registradas. 4) Registro representativo de una NEM
a la que se aplicaron pulsos cuadrados de corriente despolarizantes e hiperpolarizantes (grdfica inferior).
B) Curva I/V de la neurona representativa, se obtuvo al graficar la corriente de estimulacion vs el potencial
obtenido entre los 600y 700 ms, los puntos se ajustaron a una curva (linea roja), a partir de la que se calculo
la resistencia de acceso de la NEM (medida como la pendiente de la curva) a potenciales por arriba de -80
mV (R1) y/o por debajo de -80 mV (R2) C) Grdfica de barras que representa los valores de resistencia
obtenidos del total de neuronas registradas, se aprecia una disminucion significativa en la resistencia a
potenciales por debajo de -80 mV respecto a aquellos tomados por arriba de -80 mV, indicandonos la
presencia de la rectificacion en las NEM registradas. D) Registros representativos supraumbrales a partir
de 3 estimulos de magnitud creciente (registro color negro estimulado con 80 pA, rojo con 90 pA y azul con
100 pA) E) Curvas I/F de la neurona representativa, se obtuvo al graficar la corriente de estimulacion vs la
frecuencia inicial (primeros 4 potenciales de accion o PA) y/o final (ultimos 4 PA) de un tren de disparos
PA. F) Grdfica de barras que representa los valores de frecuencia tanto inicial como final obtenidos del
total de neuronas registradas (n=35, p=0.0001), se evidencia el proceso de adaptacion de la frecuencia de
disparo de PA, como una menor frecuencia al final respecto al inicio de un tren de disparos de PA.
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7.2 PRESENCIA FISIOLOGICA DE LOS RECEPTORES A HISTAMINA.,
7.2.1 Activacion de receptores a histamina H2 (H2R).

En 14 neuronas ubicadas dentro del cuerpo estriado dorsal se evaluo la
presencia del H2R, para ello se disolvié en la solucion externa Krebs el agonista
especifico para estos receptores dimaprit a una concentracién de 10 yM (Figuras
13 a 18). Del total de neuronas, 12 cumplieron cabalmente con las propiedades de
las NEM, de las cuales a 9 se les aplico tanto el protocolo Curva I/V como el de
Curva I/F, mientras que a 3 de ellas se les aplico el protocolo de Curva I/V y el de
Rampa de corriente (ver Materiales y Métodos). Asimismo, las NEM presentaron
previo a la aplicacion de dimaprit un retraso de 685.1 £ 54.7 ms en la aparicion del
primer PA, mientras que después de activar a los H2R en las NEM disminuyé en
promedio el tiempo del retraso a 647.3 + 34.2 ms, aunque la diferencia no fue

significativa (n =12, p = 0.82).

En la Figura 13 se muestra el registro representativo de una NEM, ademas
se presenta la comparacion de la curva I/V, antes y después de activar a los H2R,
que denota que no existe un desplazamiento del potencial de mantenimiento (-79.51
+ 0.7 mV contra -79.25 + 0.3 mV con dimaprit n =9, p > 0.05). En todas las NEM se
observé la rectificacion del potencial de membrana ante estimulos
hiperpolarizantes, esto antes y después de activar a los H2R. Por otro lado, al
observar las curvas I/V se torna evidente que no existe un cambio significativo en la
pendiente de las curvas I/V control vs experimental (30.2 £ 3.0 MQ en el control
contra 31.96 + 3.2 MQ con dimaprit, n = 14, p = 0.3), resultados que sugieren que
no se alteran conductancias idnicas asociadas al mantenimiento del potencial de
membrana (Vm), asi como de aquellas que generan la resistencia de entrada en las
NEM. Aunado a lo anterior, el umbral del primer disparo de las NEM fue un
parametro evaluado en las NEM registradas, observandose que tampoco tuvo un
cambio significativo pasando unicamente de -46.07 £ 1.3 mV en el control a -47.63
+ 1.48 con dimaprit (n=9, p=0.8), esto resultados son similares a lo reportado

previamente al aplicar en las NEM directamente histamina (Doreulee, et al., 2001),
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Ademas, previamente se reporté que la aplicacion de agonistas para
histamina produce cambios en el Vm por activacion de diversas conductancias de
potasio (Munaka y Akaibe, 1994), por esta razon se monitoreo la corriente inyectada
a las NEM para mantenerlas a un potencial de -80 mV (ver tabla 3). Los resultados

anteriores sugieren que las NEM no expresan el H2R en su membrana.
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Figura 13. Relacién Corriente-Voltaje entre el control y el agonista de receptores a histamina H2. 4)
Trazos representativos de la condicion control (sin farmaco) y B) experimental usando Dimaprit (10 uM),
ambos trazos fueron obtenidos usando un protocolo de pulsos cuadrados de corriente tanto despolarizantes
como hiperpolarizantes (grdfica inferior). C) Curva I/V de la NEM representativa ajustada a una curva
exponencial D) Comparacion de la relacion Corriente-Voltaje de la condicion control y experimental,
diferencia no significativa.

Tabla 3. Corriente inyectada para mantener el potencial a -80 mV.

FARMACO 5 min 10 min 15 min 20 min 25 min

Dimaprit 83.129.7pA | 83.7+9pA 80+ 8.4 pA 80+ 8.3 pA | 80.2+ 8.4 pA
Immepip | 87.1+10.1 pA | 90.6+14.4 pA | 92.4+85pA | 87+ 14.7pA | 954+ 9.9 pA
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Los parametros comparados hasta el momento soélo evidencian la

participacion de conductancias idnicas en las NEM que se activan a potenciales por

debajo del umbral de disparo de los PA, a partir de lo anterior, se aplicd un protocolo

de rampa de corriente para explorar la accion de los H2R en el rango de voltaje

tanto subumbral, pero sobre todo supraumbral al disparo de PA, determinando

posibles cambios sobre el voltaje registrado. Entonces, en la Figura 14 se muestra

2 registros representativos obtenidos con este protocolo junto a la respectiva

comparacién de las curvas I/V antes y después de la aplicacion del agonista

dimaprit, al igual que con las curvas I/V mostradas en la Figura 13 no se pudo

observar un cambio significativo sobre la pendiente de la curva (n=3, p>0.05).
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A)
-80 mV
DIMAPRIT
20 mV
-80 mV 250 ms
100 pA
250 ms
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CONTROL

—— DIMAPRIT
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Figura 14. Propiedad de la membrana subumbral de la activacion de receptores histaminérgicos H2. 4)
Serie de registros representativos de la condicion control (registro negro superior) y después de la
aplicacion de dimaprit 10 uM (trazo rojo) al inyectar el protocolo de rampa de corriente (Trazo negro
inferior). B) Comparacion de la relacion Corriente-Voltaje de la condicion control y experimental. Arriba.
Curva 1/V representativa obtenidos de los registros en A. Abajo. Grdfica de barras del total de NEM a las
que se aplico el protocolo de corriente en rampa, diferencia no significativa.
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Al superponer los registros antes y después de la aplicacion de dimaprit, se
puede apreciar que cuando el potencial (Vm) se lleva de aproximadamente -100 mV
hasta un potencial previo al umbral de disparo del primer PA no provoca ningun
cambio, mientras que a potenciales por arriba al umbral de disparo la aplicacion de
dimaprit desenmascara un cambio en la respuesta de voltaje alterando la pendiente
del potencial de membrana en el cual se establecen los trenes de disparo (marcado

con flechas en la Figura 15).

10 mv]_

70 ms

b1l |
Ll ”l”l”
3

-80 mV

10 mV

-100 mV 70 mV

10 mV

250 ms

Figura 15. Comparacion de registros obtenidos mediante la rampa de corriente. Superposicion y
acercamiento de los registros mostrados en la Figura 14, en negro es el registro control y en rojo el
experimental. En la region subumbral (superior izquierda) los trazos se sobreponen, mientras que en la
region supraumbral (superior derecha) se observa un cambio en el potencial de membrana en el que se
establece el tren de disparos de potenciales de accion (marcado con flechas).

Previamente se menciond, que en las NEM el potencial de membrana en el
que se establecen los trenes de disparo de los PA es una propiedad asociada a la
activacion de los canales Cav1 (Perez-Garci et al., 2003), por lo que la separacion

en el potencial observada al activar a los H2R (Figura 15) sugiere la participacion

35



de los canales Cav1. Ademas, el hecho de que la separacion en el potencial inicie
muy cercano al umbral de disparo del primer PA permite suponer que las
conductancias que son moduladas por la activacion de los H2R también participan
en la generacion o el mantenimiento de dicho disparo. Con base en lo anterior, se
analizé el cambio de la frecuencia de disparo de los PA, observandose que después
de la activacién de los H2R hay un aumento significativo de 28.02 + 0.5% en la

frecuencia de disparo, esto respecto al control (n=9, p=0.01; Figura 16).
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Figljllqa 16. Efectaage la aplicacion de Dirpaprit (10 uM) e1r(1) NEMS. 4) y B) Trazos representativos de la
condicion control (sin f@ornenteuipAdo Dimaprit (10 uM) respectﬁ@ﬁ@ﬁ@, registrandose a 3 WRM@RIges kM
(pA) similares, ambos fueron evocados usando un protocolo de pulsos cuadrados de corriente
despolarizantes, se observa qué ante estimulos similares, aumenta la cantidad de disparos de potenciales de
accion. C) Comparacion de la relacion frecuencia obtenida entre la condicion control y experimental. Los
puntos de color naranja representan los valores promedio D) Grdfica de barras de los experimentos sobre

el aumento en la frecuencia de disparo.
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La modulacion de la frecuencia de disparo en las NEM depende de las
multiples conductancias presentes en su membrana. Para evaluar la participacion
de las conductancias que se activan durante la despolarizacion de las NEM (por
ejemplo, la corriente de potasio tipo A), se compararon los registros bajo la misma
estimulacion y se observo que no existen diferencias en el cambio de voltaje previo
a la aparicién del primer potencial de accion, que se ve reflejado al comparar el
potencial obtenido a los 150, 250 y 350 milisegundos (ver Figura 17 y Tabla 4).

Tabla 4. Relacion del potencial obtenido a los 150, 250 y 350 ms.

R150 R250 R350
DIMAPRIT | 0.99+0.03 | 1.00+0.03 | 0.95*0.06

IMMEPIP | 0.98+£0.07 | 0.96+0.05 | 0.93 £0.06
Nota: Los datos representan el promedio + EEM.

—— Control
—— Dimaprit

R350

\/"4:: 200 mseg

R250
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N
o o
el

Figura 17. Efecto de la aplicacién de Dimaprit (10 uM) sobre el cambio de voltaje generado por la
corriente de K* tipo 1A. Alineamiento de 2 trazos representativos, ambos fieron estimulados a la misma
corriente (40pA). Se observa un incremento en el numero de potenciales de accion (3 disparos en el control
v 5 después de aplicar dimaprit), ademas el cambio en el voltaje inicial se superpone entre ambas
condiciones. Se muestran los puntos utilizados para obtener la relacion (R) entre el potencial obtenido a los
150, 250 y 350 ms reportados en la tabla 4.
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Nuestros datos sugieren (1) que la activacién de los H2R no posee como
efector algun canal (o canales) que se activen durante la despolarizacién de la
membrana y (2) que el incremento en la frecuencia observado se debe a la
participacion de conductancias involucradas directamente en el disparo. Al
respecto, se evaluo la duracion y amplitud tanto del disparo del primer PA como de
su PPH, observandose que después de la activacion de los H2R no existe una
diferencia significativa en las dimensiones del PA, y que practicamente estos se
pueden superponer entre ellos, sin embargo, como se podria esperar el aumento
en la frecuencia de disparo genera un PPH significativamente con menor duracion
(p<0.05), particularmente al medir el tiempo de recuperaciéon del PPH (ver Figura 18
y Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de la activacion de receptores H2 sobre la amplitud y duracion del

potencial de accion y el postpotencial hiperpolarizante.

CONTROL | DIMAPRIT Prueba t.

Potencial de Accién (PA)

Amplitud del PA (mV) 60.1+£29 | 629+3.2 | n=9, p=0.09
Tiempo de subida del PA (ms) 1.5+01 1.6+01 n=9, p=0.18
Tiempo de bajada del PA (ms) 53+0.7 6.1+£0.9 n=9, p=0.71
Duracién total del PA (ms) 6.8+1.1 7.7+£0.9 n=9, p= 0.64

Postpotencial hiperpolarizante (PPH)

Amplitud del PPH (mV) -3.7+1.2 -5.6 £ 0.6 n=9, p=0.34
Tiempo de bajada del PPH (ms) 179+ 25 16.4+2.3 | n=9, p=0.38
Tiempo de recuperacion del PPH (ms) 929+ 14 80.9+15 n=9, p=0.04
Duracion total del PPH (ms) 1099+16 | 97.1+14 | n=9, p=0.02
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Figura 18. Efecto de la aplicacion de dimaprit (10 pM) sobre el disparo de las NEM. Sobreposicion de dos
trazos representativos, iniciando en el umbral de disparo del primer potencial de accion (PA), antes y
después de la aplicacion de dimaprit, se identifico un aumento, notese que mientras en el control (trazo
negro) solo aparecen 2 disparos de similar amplitud y duracion, en el experimental (en rojo) y en el mismo
lapso aparecen 3 disparos.

7.2.1 Activacion de receptores a histamina H3.

De un total de 17 neuronas ubicadas dentro del cuerpo estriado dorsal soélo
15 tuvieron las propiedades de las NEM, a 12 de ellas se le aplico tanto el protocolo
Curva I/V como el de Curva I/F, mientras que a 3 de ellas se les aplico el protocolo
de Curva I/V y el protocolo de Rampa de corriente. Para determinar los cambios que
produce la activacion de los H3R sobre las propiedades electrofisiologicas de las
NEM, se utilizé el agonista especifico immepip a 1 uM. En las NEM, se observé que
a potenciales hiperpolarizantes (debajo de -80 mV), y después de la activacion de
los H3R no se generd un cambio significativo sobre la resistencia de entrada (31.43
1+ 3.9 MQ en el control, contra 33.39 + 3.7 MQ con immepip, n=12, p=0.18; ver Figura
19). Tampoco existié algun desplazamiento del potencial de mantenimiento (-79.87
1+ 0.18 mV en el control, y -80.26 £ 0.36 mV con immepip, n=12, p=0.6). Ademas, al
igual que con el agonista de H2R, se hizo la medicion de la corriente inyectada a las
NEM para mantenerlas a un potencial de -80 mV (Tabla 3). Al no observarse
diferencias significativas sobre los parametros anteriores, consideramos que la
activacion de los H3R no actue sobre efectores o conductancias que participan en

el mantenimiento del potencial de membrana. Sin embargo, conviene mencionar
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que al construir las curvas |/V, unicamente se utilizaron los datos necesarios para
obtener el primer disparo de PA, siendo importante porque en la curva I/V
representativa, el ultimo punto graficado difiere entre ambas condiciones
experimentales (marcado con una flecha en la Figura 19C), aspecto no observado

al activar a los H2R (Figura 13).
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Figura 19. Relacion Corriente-Voltaje entre el control y el agonista de receptores H3. Registros
representativos antes (4) y después (B) de la aplicacion de immepip (1 uM), ambos trazos fueron evocados
usando un protocolo de pulsos cuadrados de corriente tanto despolarizantes como hiperpolarizantes
(grdfica inferior). C) Curva I/V de la NEM representativa ajustada a una curva exponencial, la flecha marca
el punto de aparicion del primer potencial de accion al aplicar immepip. D) Comparacion de la relacion
Corriente-Voltaje de la condicion control y experimental, diferencia no significativa.

El resultado de que se requiere menor estimulacidon para alcanzar el umbral
de disparo después de activar a los H3R sugiere que estos receptores, pueden
modular la excitabilidad de las NEM. Bajo esta premisa se observo que el umbral
del primer potencial de accién difiere entre cada condicion experimental. Mientras
que en el control se registré en promedio a -46.6 £ 2.1 mV, al activar a los H3R se

desplazo significativamente el umbral a -49.7 £+ 1.6 mV (n=12, p=0.02). Asimismo,
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se midié el tiempo en la aparicion del primer disparo, observandose un retraso
promedio de 545.8 + 61.2 ms (control), contra 537.9 + 54.8 ms después de activar

a los H3R, aunque la diferencia no fue significativa (n=12, p=0.7).

Por otro lado, al aplicar el protocolo de rampa de corriente para establecer la
participacion de la activacion de los H3R sobre las conductancias subumbrales y
supraumbrales al disparo del PA, se muestra el registro obtenido antes y después
de la aplicacién de immepip, que evidencia una ligera pero significativa disminucion
de la Re pasando de 25.2 + 1.5 MQ a 23.6 + 1.2 MQ después de activar a los H3R
(n=3, p=0.03), que se observa en los analisis como una separacion entre las curvas
I/V control y la experimental (Figura 20), que también se observa como un cambio

en el potencial de membrana registrado previo al umbral de disparo (Figura 21).
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Figura 20. Propiedad de la membrana subumbral de la activacion de receptores a histamina H3. 4) Serie
de registros representativos de la condicion control (registro negro superior) y después de la aplicacion de
immepip 1 uM (trazo rojo) al inyectar el protocolo de corriente en rampa (trazo negro inferior). B)
Comparacion de la relacion Corriente-Voltaje de la condicion control y experimental. Arriba. Curva I/V
representativa obtenidos de los registros en A. Abajo. Grafica de barras del total de NEM a las que se aplico
el protocolo de corriente en rampa.

Posteriormente se construyé la curva I/V llevando el potencial de membrana
de -100 mV a cerca de -50 mV, potencial previo al umbral de disparo de los

potenciales de accidn, al sobreponer los registros control y experimental se denota
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que los trazos se sobreponen en las regiones subumbrales hasta cerca de los -60
mV (previo al disparo del primer PA), explicando porque no existe un cambio en la
pendiente de la curva I/V realizada aplicando el protocolo de pulsos cuadrados de
corriente de la Figura 19, sin embargo, esta superposicion muestra que hay una
clara separacion de los trazos previa a la aparicion del primer potencial de accion
(Figura 21). Este resultado propone que la activacion de los H3R pudiese tener
como efector alguna conductancia involucrada en el mantenimiento del potencial de

membrana subumbral al disparo del PA.

-80 mV 9mvV
g 90 ms

90 ms |
-100 mV @

Figura 21. Comparacion de registros obtenidos mediante la rampa de corriente. Alineamiento y
acercamiento de los registros mostrados en la Figura 20, en negro es el registro control y en rojo el
experimental. En la region subumbral (superior izquierda) los trazos se sobreponen, mientras que en la
region supraumbral (superior derecha) se observa una separacion en el potencial de membrana previo a la
aparicion del primer potencial de accion (marcado con flechas).

Adicionalmente, el analisis sobre el cambio en la frecuencia muestra que el
immepip, ante una estimulaciéon similar aumenta la frecuencia de disparo de las
NEM. Este resultado se observé en todas las células registradas encontrandose un

aumento promedio de 19.12 £ 2.7 % (n=15, p=0.001) respecto a la condicidén control
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(Figura 22), este hallazgo confirma la expresion de los H3R y su participacién en la
modulacién de las propiedades electrofisiolégicas de las NEM, demostrando que
estos receptores no sélo actuan como receptores presinapticos, modulando la
liberacion de diversos neurotransmisores sino, que también tienen efecto

postsinaptico como se contempld en otras estirpes neuronales (Park, et al., 2014).
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Figura 22. Efecto de la aplicacion de immepip sobre la frecuencia de disparo en las NEM de larata. 4) y
B) Trazos representativos de la condicion control (sin farmaco) y usando immepip (1 uM) respectivamente,
registrandose a 3 intensidades similares, ambos fueron evocados usando un protocolo de pulsos cuadrados
de corriente despolarizantes, se observa qué ante estimulos similares, aumenta la cantidad o la frecuencia
de disparos de potenciales de accion. C) Resumen de los experimentos sobre la frecuencia obtenidos. Los

puntos naranjas representan el promedio de todos los datos. D) Grafica de barras de los experimentos
mostrando el aumento en la frecuencia de disparo (n=15, p=0.001).
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A partir de la superposicién de la respuesta de voltaje ante la misma
estimulacion, en todas las células estimuladas con immepip se observo que se
produce al menos un PA, lo que no ocurrié en las células control. Cuando se midi6
el potencial de membrana a los 150, 250 y 350 milisegundos y se calculo la relacion

entre ellos, se encontrd una diferencia del 3 al 8% entre sus dimensiones (Figura 23
y Tabla 4).
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Figura 23. Efecto de la aplicacién de immepip (1 uM) sobre el cambio de voltaje generado por la corriente
de K* tipo 1A. Alineamiento de dos trazos representativos, ambos fueron estimulados a corriente similar (80
pA). Se observa una separacion entre los trazos de voltaje desde el inicio de la mesera de potencial que
permite que al aplicar immepip aparezcan dos potenciales de accion.

El incremento en la frecuencia debida a immepip disminuye la duracién del
PPH, a diferencia de lo visto al aplicar el agonista de los H2R, cuando se
superponen los trazos no hay una alteracion aparente sobre la pendiente del periodo
de recuperaciéon del PPH, en lo que parece ser que el periodo refractario entre el

primer y segundo disparo sélo disminuye su duracién (Figura 24 y Tabla 6).

44



6 mVL

10 mseg

m CoNtrol
| MIMepip

Figura 24. Efecto de la aplicacién de immepip (1 pM) sobre el disparo de las NEM. Superposicion de dos
trazos representativos, iniciando en el umbral de disparo del primer potencial de accion (PA), antes y
después de la aplicacion de immepip, se identifico un aumento, notese que mientras en el control (trazo
negro) solo aparecen 2 disparos de similar amplitud y duracion, en el experimental (en rojo) y en el mismo
lapso aparecen 3 disparos.

Tabla 6. Efecto de la activacion de receptores H3 sobre la amplitud y duracion del

potencial de accidn y el postpotencial hiperpolarizante.

CONTROL IMMEPIP Prueba ¢
Potencial de Accion (PA)
Amplitud del PA (mV) 59.6 +29 57+29 n=12, p=0.1
Tiempo de subida del PA (ms) 19+0.2 21+0.2 n=12, p=0.13
Tiempo de bajada del PA (ms) 872 72+12 n=12, p=0.31
Duracién total del PA (ms) 10.7+2 94+12 n=12, p=0.36
Postpotencial hiperpolarizante (PPH)
Amplitud del PPH (mV) -3.9+08 | -42+07 | n=12,p=0.31
Tiempo de bajada del PPH (ms) 17.3+35 158+ 2.6 n=12, p=0.5
Tiempo de recuperacion del PPH (ms) 104.4+26.1 63+16.1 n=12, p=0.05
Duracion total del PPH (ms) 121.7427.3 | 78.8+18.1 | n=12, p=0.04
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7.3 CONDUCTANCIAS ASOCIADAS A LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES
A HISTAMINA H2 y H3.

En las neuronas los trenes de potenciales de accidén son el medio por el cual
se codifica un mensaje que sera transmitido hacia sus axones (Pineda, et al., 1992),
por lo que no debe sorprendernos que la activacion de los H2R y H3R en las NEM
detone un aumento en la frecuencia de disparos de sus PA. Sin embargo, parece
ser que el mecanismo por el cual actuan los receptores difiere entre ellos, por un
lado, la activacion de los H2R, alterd la meseta en la que se monta el tren de disparo,
disminuyendo ademas la duracion del PPH, por otro lado, la activacién de los H3R

generd un cambio sobre la respuesta previa al umbral de disparo.
7.3.1 Canales Cav1 y la activacion de los receptores a histamina H2.

El resultado de la activacion de los H2R fue aumentar la frecuencia de
potenciales de accién generando una disminucion en la duracidn de la recuperacion
del PPH, por lo que es posible que los H2R modulen la actividad de los canales de
Kca que se expresan en las NEM, efecto que ha sido reportado en otras estirpes
neuronales (Faber y Sah, 2003). Sin embargo, al observar los registros obtenidos
con el protocolo de rampa de corriente (Figura 15) se aprecia que la activacion de
H2R modifica el voltaje en el cual se montan los trenes de PA, involucrando también
a los canales Cav1 (Perez-Garci, et al., 2003). De acuerdo con lo anterior, si se
bloquea la entrada de Ca?* a las NEM podriamos disminuir o incluso impedir el
incremento en la frecuencia inducido por la activacion de los H2R, por lo que se
disefid el siguiente experimento. (1) Observar el incremento en la frecuencia
activando a los H2R; (2) lavar el efecto del dimaprit con Krebs sin farmaco; (3)
bloquear la entrada de Ca?* a las NEM (con cadmio a 25uM) y finalmente (4) activar
de nuevo los H2R. La funcién de este experimento (Figura 25) fue discernir sobre
que conductancias de Ca?* y/o K* es mas probable que la activaciéon de los H2R
utilice como efector, debido a lo anterior sélo se describe cualitativamente el

resultado de una sola NEM.

46



Como era de esperarse en la NEM analizada, se aprecia un incremento en la
frecuencia de disparos después de activar a los H2R. Este incremento es observado
como un desplazamiento de los puntos hacia la izquierda, posteriormente al tratar
de recuperar la frecuencia control con Krebs sin farmacos esperabamos un
desplazamiento de los puntos hacia la derecha, sin embargo, a pesar de que, si se
existio dicho desplazamiento, esté no alcanzo el nivel de la condicion control (puntos
azules), posiblemente se necesitdé mayor tiempo para el lavado. De hecho, al
bloquear a los canales Cav con cadmio (25 uM) en la solucion externa y al
compararse con el control se generd, como era de esperarse (Pineda et al., 1992)
un aumento en la frecuencia de disparo, que no fue tan marcado como en los puntos
del dimaprit solo (puntos rojos), por ultimo, cuando se aplicd de nuevo el agonista
dimaprit se observa un desplazamiento hacia la izquierda (incremento en la

frecuencia, Figura 25B).
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Figura 25. Efecto del bloqueo inespecifico de los canales Cav sobre la activacion de los receptores H2.
A) Serie de trazos obtenidos durante el procedimiento experimental estimulando a 120 pA. B) Curva en la
que se usa la corriente inyectada a una NEM contra su frecuencia tomando 5 valores supraumbrales para
cada condicion del procedimiento experimental. El procedimiento experimental consistio en (1) tomar los
registros control (trazos y puntos en color negro) para después activar los receptores a histamina H2 (2)
agregando dimaprit (10 uM) a la solucion Krebs externa (trazos o puntos en color rojo), después se cambio
la solucion externa por aquella que no contiene ningun farmaco y se puso en contacto haciendo un lavado
(3) por 30 min (trazos o puntos de color azul); se bloquearon los canales Cay con cadmio (3) a una
concentracion de 25 uM por 15 min (trazos o puntos color verde), para nuevamente agregar dimaprit (trazos
0 puntos en color naranja).
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De forma similar se evalué la participacién de los canales Cav1 sobre la
modulacién ejercida por los H2R, utilizando nifedipina 10 uM. Se observé que la
frecuencia de disparo de los PA (frecuencia normalizada) disminuyé de manera
significativa del 100% a 73.03+5.1% (n=3, p=0.001) en presencia de nifedipina de
acuerdo a lo esperado (Perez-Garci, et al., 2003) y la aplicacién de dimaprit ya no
produjo el aumento significativo en la frecuencia de disparo de PA, pasando de
73.0£5.1% a 70.2+7.4% (n=3, p=0.08). Este hallazgo indica que el efecto del

dimaprit fue ocluido por el bloqueo previo de los canales Cav1 (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del bloqueo especifico de los canales Cavl sobre la activacion de los receptores H2.
A) Serie de registros representativos de una NEM, antes (columna “control”), durante el bloqueo de los
canales Cayl (columna “nifedipina”) o en conjunto con la activacion de los receptores H2 (columna
“nifedipina + dimaprit”’) obtenidos a 3 intensidades crecientes e iguales. B) Curva I-F de la NEM en A) en
la que se grafico la corriente inyectada contra la frecuencia obtenida tomando 4 o 5 valores supraumbrales
para cada condicion, se observa un desplazamiento de la curva control (en negro) hacia la derecha
indicando una disminucion de la frecuencia de los potenciales de accion después de aplicar nifedipina (en
rojo) que no es recuperado después de agregar dimaprit (en azul). C. Grdfica comparativa de la frecuencia
normalizada (controles al 100%), se observa que el dimaprit no es capaz de aumentar la frecuencia en
presencia de nifedipina.
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7.3.2 Canales Cav1 y la activacion de los receptores a histamina H3.

El resultado evidente de la activacion de los H3R también fue aumentar la
frecuencia de los PA, pero a diferencia de la activacion de los H2R no involucré un
cambio evidente en las dimensiones del disparo del PA. Al contrario de lo observado
al activar a los H2R, el efecto de la activacion de los H3R repercute en
conductancias que generan en las NEM cambios previos al umbral de disparo. Al
observar detenidamente los registros obtenidos con el protocolo de corriente en
rampa (Figura 20 y 21), se pudo apreciar que la activacion de los H3R modifica la
meseta de voltaje en el cual se montan los potenciales de accién, pero este cambio
ocurre previo a la aparicion del primer PA y probablemente involucran a
conductancias como la corriente de K* tipo A y/o a los canales Cav. De acuerdo con
lo anterior, se evalué de forma especifica e inespecifica la participacion de los

canales Cav1 en la activacion de los H3R.

De forma similar a lo observado en los experimentos donde se activé a los
H2R y como se aprecia en la figura 27, en una NEM (1) se midié el incremento en
la frecuencia de disparos de PA después de la activacion de los H3R, observandose
un desplazamiento de la curva hacia la izquierda; (2) al tratar de recuperar la
frecuencia control cambiando la solucién externa por solucion fresca y después de
20 min obtuvimos que la NEM sigui6é incrementando la frecuencia desplazando
nuevamente los puntos hacia la izquierda (Figura 27). Para entender el efecto
anteriormente descrito hay que recordar que los H3R poseen actividad constitutiva
(Shahid, et al., 2010) posiblemente sdlo la incrementamos con el immepip y durante
el lavado no fue restablecida a la actividad basal, (3) cualquiera que sea el caso
resulta que al bloquear de forma inespecifica los canales Cav (4) la NEM analizada
sigue desplazando los puntos hacia la izquierda, lo que podria indicar que la
activacion de los H3R no involucra la participacion de los canales Cav (Figura 27).
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Figura 27. Efecto del blogueo inespecifico de los canales Cav sobre la activacion de los receptores H2.
Serie de curvas en la que se usa la corriente inyectada a una NEM contra su frecuencia tomando de 3 a 5
valores supraumbrales para cada condicion del procedimiento experimental. El procedimiento experimental
consistio en (1) tomar los registros control (puntos y/o curvas en color negro) para después activar los
receptores H3 (2) agregando immepip (1 uM) a la solucion Krebs externa (color rojo), después se cambio
la solucion externa por aquella que no contiene ningun farmaco y se puso en contacto haciendo un lavado
(3) por 20 min (color azul); se bloquearon los canales Cay con cadmio (3) a una concentracion de 25 uM
por 15 min (color verde), para nuevamente agregar immepip (color naranja).

Sin embargo, al igual que con la activacion con los H2R se evalud la
participacion de los canales Cav1 sobre la modulacioén ejercida por la activacion de
los H3R, encontrando que cuando los canales Cav1 son bloqueados (con nifedipina)
la frecuencia disminuye del 100% a 73.0 = 6.1% (n=3, p=0.001) como se vio
previamente, pero después de la aplicacion de immepip (en presencia de
nifedipina), la frecuencia de disparo de los PA aumenta a un valor cercano al control
pasando de 73.0 £ 6.1% a 98.2 + 6.4%(n=3, p=0.002), indicandonos que la
modulacién en las NEM de los H3R no parece actuar sobre los canales Cav1 (Fig.
28).
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Figura 28. Efecto del bloqueo especifico de los canales Cavl sobre la activacion de los receptores H3.
A) Serie de registros representativos de una NEM, antes (columna “control”), durante el bloqueo de los
canales Cayl (columna “nifedipina”) o en conjunto con la activacion de los receptores H3 (columna
“nifedipina + immepip ") obtenidos a 3 intensidades crecientes. B) Curva I-F de la NEM mostrada en B) en
la que se grafico la corriente inyectada contra la frecuencia obtenida tomando 4 o 5 valores supraumbrales
para cada condicion en la que se observa un desplazamiento de la curva control (en negro) hacia la derecha
indicando una disminucion de la frecuencia de los potenciales de accion después de aplicar nifedipina (en
rojo) que es recuperado después de agregar immepip (en azul). C. Grdfica comparativa de la frecuencia
normalizada (controles al 100%), antes de algun farmaco, después de aplicar nifedipina y/o nifedipina con
immepip, se observa que el immepip aumenta la frecuencia en presencia de nifedipina.

Asimismo, la superposicion de los trazos mostrados en la figura 28 obtenidos
a la menor estimulacion (70 pA), observamos que la nifedipina disminuye la meseta
en la que se montarian los trenes de disparos de potenciales de accidon y que la

aplicaciéon de immepip genera un depolarizaciéon del potencial de membrana de
dicha meseta (Figura 29).
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Figura 29. Efecto del bloqueo de los canales Cavl sobre la activacion de los receptores H3. Alineamiento
de tres trazos representativos, ambos fueron estimulados a la misma corriente (70 pA). Se observa que la
nifedipina disminuye la amplitud de la meseta en la que se montan los trenes de disparo de potenciales de
accion mientras que el immepip desplaza el voltaje a valores mas positivos.

8. DISCUSION
8.2 CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DE LAS NEM.

Desde un punto de vista anatdmico y fisiolégico, existen mecanismos
relacionados a la transmisién sinaptica y a su modulacion que se han dividido en
pre- y postsinapticos, dependiendo del componente de la sinapsis que se ve
afectado. Aquellos mecanismos que se relacionan con la liberacion de los
neurotransmisores son parte del elemento presinaptico, mientras que aquellos que
se relacionan con la respuesta de las neuronas forman parte del elemento
postsinaptico (Hammond, 2008). Para evaluar la modulacion por la accién de H2R
y H3R en las propiedades de disparo de las NEM en el cerebro de la rata, fue
necesario registrar la actividad intrinseca de la NEM y asi separarla de la actividad
de otras neuronas presentes en el cuerpo estriado dorsal. Sabemos que la
poblacion neuronal presente en el cuerpo estriado dorsal es heterogénea,
morfoldgica y electrofisiolégicamente, de hecho, a la fecha se han descrito a la NEM

como la unica neurona de proyeccién en este nucleo y al menos 5 tipos de
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interneuronas (Kita, et al., 1984, 1985; Kreitzer, 2009), permitiendonos garantizar
que el efecto de la activaciéon de receptores a histamina es reportado sobre las

NEMs y no sobre las interneuronas.

En primer lugar, se describieron las propiedades electrofisiolégicas de las
NEM donde se muestran registros antes y después de las manipulaciones
experimentales con las caracteristicas intrinsecas a las NEM del cuerpo estriado
dorsal (proceso de rectificacion, retraso en la aparicion del primer disparo, aumento
en la frecuencia de disparo, proceso de adaptacion, postpotencial hiperpolarizante,
etc.), todas descritas previamente (Kita, et al., 1984, 1985; Nisenbaum, et al., 1996;
Barral, et al., 2010). ElI hecho de que podamos caracterizar a las NEM por sus
propiedades sugiere que su actividad es conservada evolutivamente (Reiner, et al.,
1998), siendo necesaria en la transmision de informacién entre las NEM vy los
nucleos con los que se conectan, entonces, su excitabilidad neuronal definida como
el patron de disparos de potenciales de accion a lo largo del tiempo se convierte en
la informacion transmitida hacia las terminales nerviosas (Wilson, 2004). Asimismo,
las propiedades y la excitabilidad neuronal se deben a las proteinas que expresan
en la membrana, aunque es principalmente debido a sus canales i6nicos, que las
neuronas cuentan con una gran cantidad de mecanismos que, ante procesos
metabdlicos o farmacolégicos podrian alterarse generando cambios en la duracion
de los potenciales de accion, en la frecuencia de disparo etc. (Kita, et al., 1984,
1985; Nisenbaum, et al., 1996), como lo observado al activar los H2R y H3R en las
NEMSs.

8.2 EFECTO DE LA ACTIVACION DE RECEPTORES A HISTAMINA EN LAS NEM.
8.2.1 Activacion de los H2R en las NEM.

La respuesta bioldgica de la activacion del H2R que mejor se conoce es el
incremento de AMPc, mismo que ocasiona a su vez un aumento en la excitabilidad
de las neuronas que lo expresan. Por ejemplo, el aumento del AMPc en las
neuronas del nucleo ventromedial del hipotalamo por la activacion de H2R genera

la despolarizacion del potencial de membrana, haciendo mas excitable a estas
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neuronas, efecto que probablemente se debe al bloqueo de canales de K* de fuga
o de dos poros (Zhou, et al., 2007). Por su parte en las neuronas mientéricas se
reportd que el mismo aumento de AMPc suprime corrientes de K* (posiblemente
corriente de K* tipo IA) que favorece la excitabilidad en estas neuronas (Starodub y
Wood, 2000).

Por otro lado, en diversas areas del cerebro, la activacion de los H2R
conduce a la disminucion de la actividad neuronal y aunque es menos conocida la
naturaleza de esta inhibicion, parece ser una accion indirecta regulada por la
excitacion de neuronas GABAérgicas cercanas a las terminales axénicas (Brown,
et al., 2000). No obstante lo anterior, la actividad electrofisiologica observada en las
NEM no parece corresponder a ninguno de los casos anteriores. De hecho, el efecto
observado involucra a los canales Cav1, que en las NEM modulan el potencial o la
meseta en la cual se monta el tren de disparos de potenciales de accion (Perez-
Garci, et al., 2003), explicando con esto, porque la activacion de los H2R altera esa
caracteristica después de aplicar el protocolo de rampa de corriente (Figura 14 y
15). De hecho, el aumento en la frecuencia de disparo observada al inducir la
activacion de los H2R en las NEM parece deberse a una alteracion en el
postpotencial hiperpolarizante (PPH). Ademas, al no existir ninguna alteracion en el
cambio del potencial de membrana antes de la aparicion del primer potencial de
accién a los 150, 250 y 350 ms, ni en la pendiente de las curvas I/V. Lo anterior
permite descartar la participacion de la corriente de K* tipo IA o de los canales Kir,
relacionados a dicho cambio en el potencial (Kita, et al., 1984 y 1985; Nisenbaum,
et al., 1996).

Sin embargo, se observé que la activacion de los H2R produjo cambios en la
duracion del PPH, cambiando incluso la pendiente de la recuperacion del PPH.
Justamente, en las NEM el PPH es el principal mecanismo para controlar la
frecuencia de disparo de los potenciales de accién por lo que su modulacion por la
activacion de H2R no debe sorprendernos, el PPH es una caracteristica generada
por los canales de potasio activados por calcio (Kca) especificamente de los tipos

BK y SK, (Bargas, et al., 1989; Pineda, et al., 1992). Del mismo modo en células
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piramidales del hipocampo y células granulares del giro dentado, la histamina
modifica las dimensiones del PPH, pero a diferencia de lo visto en las NEM parece
actuar directamente sobre los canales Kca, al ser un efecto que no es inhibido
cuando se bloquea la entrada de Ca?* al interior de las neuronas y sélo cuando hay

un bloqueo directamente de los canales de K* (Brown, et al., 2000).

En las NEM se ha demostrado que el Ca?* que activa a los canales Kca
proviene principalmente de los canales de Ca?* de alto umbral operados por voltaje,
especificamente por la activacion de los canales Cav2.1 y/o Cav2.2, (Vilchis, et al.,
2000). Llama la atencion entonces, que la activacion de los H2R en las NEM alterd
las dimensiones del PPH y que ademas implico la participacion de los canales Cav1
y no de los canales Cav2.1 y Cav2.2 (Figura 25 y 26), sin embargo, se sabe que el
bloqueo especifico de los canales Cav1 no reduce significativamente la amplitud del
PPH (Vilchis, et al., 2000). No obstante, en las NEM de la via directa la activacién
de los receptores dopaminérgicos del tipo D1 (acoplado a proteinas Gs como los
H2R) de forma similar a lo visto en este estudio modifica las dimensiones del PPH
actuando sobre canales Cav1 (Hérnandez-Lopez, et al., 1996 y 1997). Asi que no
debe sorprendernos que el incremento de la actividad de los canales Cav1 debida
a la activacion de los H2R genere un aumento de Ca?* intracelular capaz de activar
a los canales Kca que puede modificar las dimensiones del PPH, e incluso este
mecanismo podria explicar por qué el bloqueo de los canales Cav2.1 y Cav2.2 de

acuerdo con Vilchis, et al. 2000, no disminuyen el 100% de la amplitud del PPH.
8.2.2 Activacion de los H3R en las NEM.

Aunque el PPH es el principal regulador de la frecuencia de disparo de los
PA en las NEM, en el caso de la activacion de H3R, el PPH parece no ser afectado
ni su amplitud o su duracion. De hecho, nuestros datos sugieren que la activacion
del H3R produce un cambio en el potencial de membrana previo al disparo de los
potenciales de accion, cambio que ademas hace mas excitable a las NEM, lo
anterior se observa claramente cuando se aplica el protocolo de rampa de corriente.
Recientemente se ha descrito la presencia de los H3R en el soma y las dendritas
de las NEM e interneuronas del cuerpo estriado dorsal (Gonzalez-Sepulveda, et al.,
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2013), asi como en otras estirpes neuronales (Park, et al., 2014). Al relacionar a los
H3R con la actividad inhibitoria de las presinapsis donde se expresan hubiéramos
esperado que su activacidon en el soma de las NEM generase una disminucion de
su actividad (Schlicker, et al., 1993; Arias-Montano, et al., 2001; Molina-Hernandez,
et al., 2001; Aquino-Miranda, et al., 2012), por lo que nuestros resultados ademas
de demostrar la participacion fisiolégica de los H3R en las NEM permiten suponer
que la via de sefalizacion difiere a la utilizada en la presinapsis. Otra idea que
sustenta lo anterior es el hecho que los H2R y H3R se acoplan a proteinas G de los
cuales su principal efector es la enzima adenilil ciclasa, solo que una favorece su
activacion (Gs en los H2R) y la otra la inhibe (Gio en los H3R) por lo que si
compartieran la via de sefalizacion podriamos haber generado eventos
contrastantes entre ellos (Zhou, et al., 2007; Shahid, et al., 2010; revisado por Bolam
y Ellender, 2015).

Explicar como la actividad aparentemente contrastante en la enzima adenilil
ciclasa unicamente produce un incremento en la frecuencia de disparo, resulta
complicado e implica establecer previamente algunos supuestos: (1) si los H2R y
H3R se encuentren en NEM diferentes (quiza en neuronas de la via directa o
indirecta) permite plantear que el aumento del AMPc generado por los H2R y que la
disminucién del AMPc ocacionado por la activacién de los H3R active o inactive la
misma via de sefalizacion. Algo a considerar es que practicamente toda NEM
analizada en esta tesis tuvo un incremento en la frecuencia de disparos de
potenciales de accion sin importar que receptor a histamina se haya activado,
siendo poco probable que exista una distribucion diferencial de los H2R y H3R entre
las NEM del cuerpo estriado dorsal. (2) Es posible suponer entonces que las NEM
pueden expresar ambos tipos de receptores en su membrana y de hecho al
observar que el efecto ocurre sobre diferentes propiedades electrofisioldgicas (el
PPH durante el disparo al activar los H2R y/o el cambio en el voltaje previo al umbral
al activar los H3R) y sobre todo que parecen actuar sobre distintas conductancias
idnicas, dichos receptores a histamina se ubiquen en compartimientos separados
entre ellos (el soma, las dendritas y/o el axén), con lo que el aumento o la

disminucion de AMPc seria un evento local sobre diferentes compartimientos

56



celulares que no necesariamente detonaria un efecto contrastante. En el caso
especifico de la activacion de los H3R se sabe que ademas de inhibir la actividad
de la enzima adenilil ciclasa genera acumulacién de Ca?* en el interior celular via
sefalizacion por diacilglicerol cinasa (DAG-cinasa) y existe evidencia de que los
H3R se involucran en procesos de diferenciacion y crecimiento celular por activacion
de la via de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK; Leurs, et al.,
1995; Ramos-Jiménez, et al., 2009) por lo que otra opcidn seria (3) que la activacion
de los H3R desencadene en las NEM vias de sefializacidon diferentes a la de la

enzima adenilil ciclasa.

Cualquiera que sea la via activada por los H3R, sus efectores generan
cambios en las propiedades electrofisiologicas en las NEM, cambiando tanto el
potencial previo al umbral de disparo, el umbral de disparo, e incrementando
posiblemente la frecuencia de disparos de los PA. Recordando que en las NEM el
retraso en la aparicion del primer potencial de accion (Kita, et al., 1985) es producto
de la activacion espacial y temporal de corrientes entrantes (canales Nav y Cav) y
de corrientes salientes de K* (corriente de K* tipo IA; Nisenbaum, et al., 1994, 1995,
1996; Bargas, et al., 1989), estos son blancos directos o indirectos del efecto
observado por la activacion de H3R. Sin embargo, la aplicacién de histamina en las
NEM que expresan tanto receptores a dopamina del tipo D1 (NEM de la via directa)
o del tipo D2 (NEM de la via indirecta) se reportd, que genera corrientes entrantes
cuya amplitud y/o duracion depende de la concentracién de histamina utilizada
(Zhuang, et al., 2018), esto permite suponer que el efecto de la activacién de los
receptores ocurre sobre canales Cav. Ciertamente el Ca?* es un idn que
dependiendo el canal Cav por el que sea introducido a las NEM puede aumentar o
disminuir su excitabilidad, de hecho, estas neuronas expresan canales Cav1 (tipo
L), Cav2.1 (tipo P/Q), Cav2.2 (tipo N) y Cav2.3 (Tipo R) que contribuyen de forma
importante en la generacién de corrientes de Ca?* en el soma de estas neuronas
(Foehring et al., 2000; Vilchis et.al., 2000; Perez-Garci, et al., 2003).

Cada una de las corrientes de Ca?* se ha asociado a propiedades

electrofisiologicas diferentes en las NEM. Como se menciono anteriormente, entre
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el 50 y 70% del Ca?* que entra a las NEM lo hace a través de los canales Cav2.1y
Cav2.2 modulando a su vez la amplitud del PPH (Vilchis et al., 2000; Perez-Garci,
et al., 2003) y su bloqueo desencadena un aumento en la frecuencia de disparo en
la NEM. Por otro lado, la activacion de los canales Cav1 modula principalmente al
potencial en el que se montan los trenes de disparo de los potenciales de accion
(Perez-Garci, et al., 2003), y al observar nuestros resultados parece que también
modulan la duracion del PPH, ademas su bloqueo genera una disminucion de la
frecuencia de disparo de potenciales de accion en las NEM (Perez-Garci, et al.,
2003). A partir de lo anterior, nuestros datos sugieren que la activacién de los H3R
no actua por medio de los canales Cav1, dado que su bloqueo con nifedipina no
ocluyé el efecto sobre el incremento de la frecuencia de disparo y dado que la
activaciéon de los H3R no altera la amplitud del PPH podria descartarse la

participacion de los canales Cav2.1 y Cav2.2.

Por otro lado, datos generados por nuestro equipo de trabajo han mostrado
que en la presinapsis, la activacion de los H3R disminuye la liberacion de los
neurotransmisores en la hendidura sinaptica, basicamente por dos metodos, el
primero de ellos implica el bloqueo de conductancias de Ca?' involucradas
directamente en la liberacién de los neurotransmisores y el segundo mecanismo, se
asocia a la activacion de diversas conductancias de K* cuya funcion es evitar el
cambio abrupto en el potencial de membrana durante la llegada de un PA al botén
sinaptico, evitando indirectamente la apertura de los canales Cav y con ello disminuir
la liberacion de los neurotransmisores (Arias-Montano, et al., 2001; Adachi, et al.,
1992; Arrang, et al., 1983). De acuerdo con lo anterior, de las conductancias de
Ca?*, lade los canales CaV2.3 (canales tipo R) podriaser la Gnica que tiene actividad
sobre un potencial subumbral al disparo PA, esto porque las NEM no expresan
canales Cav3 (tipo T o LVA; Foehring et al., 2000) y retomando que el retraso en la
aparicion del primer PA es un efecto que depende de diversas conductancias
entrantes y salientes, el posible bloqueo de los canales Cav2.3 por la activacién de
los H3R no permite explicar el incremento en la frecuencia observada. El hallazgo
de que con la activacion de los H3R en las NEM se generd un cambio en el potencial
de membrana que despolariza aproximadamente -50 mV y la posible eliminacion de
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la corriente entrante del canal Cav2.3 o de cualquier corriente entrante, lo que
generaria es que aquellas corrientes salientes (de K* principalmente) rectifiquen el
potencial, con lo que hiperpolarizaria la membrana, generando un efecto distinto al
observado (Hammond, 2008). En este momento el o los efectores finales de la
activacion de los H3R no se ha caracterizado, entonces se vuelve especulativo
sobre que conductancia actuan estos receptores. Sin embargo, existen dos posibles
respuestas que debe tener las NEM ante el cambio en el potencial reportado que
explicarian el efecto observado. Por su naturaleza inhibitoria, que el bloqueo de un
posible efector final, debe implicar en lugar del bloqueo de conductancias entrantes
(hiperpolarizando a la membrana), se bloqueen conductancias salientes
(despolarizando a la membrana), mientras que otra opcion es que los H3R utilizen
una via de sefalizacion diferente a la proteina Gi (posiblemente Go) que en lugar de

inactivar conductancias entrantes las active (Nestler, et al., 2009; Hammond, 2008).

9. CONCLUSIONES

A partir de los resultados mostrados en el presente trabajo se proponen las

siguientes conclusiones:

1. La respuesta electrofisioldgica (medida como el aumento en la frecuencia de
disparo) de las NEM permite demostrar la expresién de los receptores a histamina

H2 y H3 en estas neuronas.

2. El receptor a histamina H3 al modular la frecuencia de disparo, actia como un

receptor postsinaptico en las NEM.

3. La activacion de receptores a histamina H2 en las NEM aumenta la frecuencia de

disparo, alterando las dimensiones del postpotencial hiperpolarizante.

4. La activacion de receptores a histamina H2 modula la actividad en las NEM por

la participacion de canales Cav1.
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5. La activacion de receptores a histamina H3 en las NEM genera un aumento en la
frecuencia de disparo modificando la respuesta previa al umbral del potencial de

accion.

6. La activacion de receptores a histamina H3 modula su actividad en las NEM por

la participaciéon de conductancias diferentes a los canales Cav1.
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