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RESUMEN 

Las fibras aferentes que proyectan al neoestriado liberan glutamato. Las corrientes de 

Ca2
+ tipo P/O y N participan en esta liberación. Estos canales pueden ser modulados por el 

ácido gamma-aminobutírico (GASA) a través de la activación presináptica del receptor 

GASAB• Lo que produce una disminución en la liberación de glutamato a través de la 

activación de proteínas G. 

Para determinar que canales de Ca2
+ son modulados presinápticamente por GASA a 

través de la activación del receptor GASAs, se realizaron registros poblacionales en rebanas 

de cerebro de rata. Se utilizó el protocolo de Facilitación por Pulsos Pareados (FPP), el cual 

evalúa la inhibición presináptica producida por un neuromodulador. 

El presente trabajo demuestra que el baclofen, agonista del receptor GASAB, 

incrementa la facilitación sináptica en las aferentes glutamatérgicas al neoestriado, de 

manera dependiente de la concentración. La EC50 es de 0.57 J.1M Y el efecto máximo de 457%. 

Los antagonistas selectivos de los canales de Ca2
+ tipo P/O y N, incrementan la FPP, lo que 

confirma su participación en la liberación del neurotransmisor. Los bloqueadores de los 

canales de Ca2
+ tipo N y P, ro-CgTx-GVIA (1J.1M) y la ro-AgTx-TK (20 nM) respectivamente, no 

bloquearon el incremento en la FPP producido por baclofen, lo que sugiere que estos canales 

no son modulados por la activación del receptor GASAs. A concentraciones suficientes para 

empezar a bloquear los canales de Ca2
+ tipo O, la ro-AgTx-TK (50 nM), bloqueó parcialmente 

el efecto de baclofen sobre la FPP. 

A una concentración de 400 nM de ro-AgTx-TK se ocluye casi totalmente el incremento 

de la facilitación sináptica producida por baclofen. Esto sugiere que la activación del receptor 

GASAB en las aferentes neoestriatales inhibe la liberación del neurotransmisor glutamato a 

través de la modulación de los canales de Ca2
+. 



I INTRODUCCIÓN 

A. LOS GANGLIOS BASALES 

Los ganglios basales son núcleos del cerebro medio y anterior de los vertebrados. 

Están constituidos por los núcleos caudado (Cd), putamen (Put), acumbens, globo pálido 

externo, globo pálido interno, globo pálido ventral (GPe, GPi, GPv), el núcleo subtalámico 

(STN), la substancia nigra pars reticulata, la substancia nigra pars compacta (SNr, SNc) y los 

núcleos pedúnculo pontinos (PPN). 

La disfunción de los ganglios basales está relacionada con algunas enfermedades 

degenerativas que producen alteraciones en los movimientos voluntarios, entre ellas se 

encuentran la enfermedad de Parkinson, el síndrome de Tourett, las diskinesias y la corea de 

Huntington (Lovinger y Tyler, 1996; Wilson, 1998). 

Las estructuras que reciben las aferentes a los ganglios basales son el núcleo 

caudado y el putamen, los cuales constituyen el neoestriado. En algunos mamíferos como la 

rata es una sola estructura, pero en otros consta de 2 porciones, el caudado medial y el 

putamen lateral divididos por las fibras de la cápsula interna (Albin, et al., 1989). 

AFERENCIAS y EFERENCIAS DE LOS GANGLIOS BASALES 

El neoestriado recibe entradas glutamatérgicas de áreas de asociación, sensoriales y 

motoras de la corteza cerebral, presentando una regionalización topográfica que determina 

su organización anatómica y funcional (Alexander, et al., 1986). Adicionalmente recibe 

entradas glutamatérgicas de los núcleos centromediano y parafascicular del tálamo (Sadikot, 

et al., 1990), dopaminérgicas de la SNc, serotoninérgicas de los núcleos del rafé y del 

núcleo basolateral de la amígdala. También presenta aferentes GABAérgicas del GPe 

(Graybiel y Ragsdale, 1983). Al núcleo acumbens convergen entradas de la corteza Iímbica 

y del hipocampo. 

8 



Los axones de la corteza cerebral y del tálamo forman sinapsis principalmente sobre 

las espinas dendríticas de las neuronas principales. Se ha establecido que el neurotransmisor 

de las aferentes al neoestriado de los núcleos intralaminares del tálamo y de la vía 

corticoestriatal es el glutamato (Parent, 1990; Lovinger y Tyler, 1996). 

La figura 1 muestra que los principales núcleos a donde proyecta el neoestriado son: 

el GPe, el GPi y la SNr. El GPe proyecta principalmente al STN. El GPi y la SNr proyectan a 

estructuras externas de los ganglios basales, proporcionando el principal camino de salida de 

las operaciones neuronales efectuadas en estos núcleos. Sus núcleos blanco son 

principalmente los núcleos ventrales del tálamo, que proyectan a la corteza frontal. También 

lo son la habénula lateral, la capa profunda del colículo superior y los núcleos pedúnculo 

pontinos. CORTEZA 
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Figura 1. Diagrama que muestra las conexiones entre los diferentes núcleos de los ganglios 

basales y los neurotransmisores utilizados (Modificado del Lovinger y Tyler, 1996) 

(Ver lista de abreviaturas). 
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B. ELEMENTOS NEURONALES DEL NEOESTRIADO 

NEURONAS PRINCIPALES 

Las neuronas principales del neoestriado constituyen del 91-94% de la población 

neuronal (Chang, et al., 1982). Se conocen como "neuronas espinosas medianas" (DiFiglia, 

et al., 1976) por la gran densidad de espinas dendríticas que presentan, la cual es una de las 

mayores encontradas en el cerebro. Tienen un soma con un diámetro de 12-18 ¡.¡m, del cual 

surge un pequeño número de troncos dendríticos. Presentan de 25 a 30 ramas terminales 

dendríticas que irradian en todas direcciones dando un volumen cuasi esférico con un 

diámetro de 300-500 ¡.¡m. El axón se origina en el soma o en un tronco dendrítico próximal, 

dando arborizaciónes locales antes de alejarse del soma (Wilson, 1998). 

Estas .neuronas sintetizan y liberan el ácido gamma-aminobutírico (GASA) por lo que 

sus botones terminales son inhibitorios (Precht y Yoshida, 1971). Una gran proporción de sus 

sinapsis es sobre las espinas dendríticas de otras neuronas espinosas (Kita, et al., 1990), por 

lo que se asume que ejercen inhibición entre ellas (Park, et al., 1980). Además, se han 

localizado varios neuropeptidos como: sustancia P (SP), encefalinas (ENK) y dinorfina 

(DYN), los cuales presentan una distribución específica según el núcleo al que proyectan. Las 

ENK están en altas concentraciones en neuronas que proyectan al GPe; la SP y la DYN en 

neuronas que proyectan a la SNr. 

INTERNEURONAS 

Estudios anatómicos en el neoestriado muestran una diversidad morfológica de 

neuronas sin espinas que no pfoyectan su axón fuera del neoestriado, y constituyen un 

pequeño porcentaje del total de la población neoestriatal; 3 tipos han sido categorizadas 

funcional y estructuralmente. 
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Las interneuronas colinérgicas representan menos del 2% de la población 

neoestriatal y fueron identificadas por la presencia de colina acetiltransferasa (ChAT) (Bolam, 

et al., 1984). Presentan un soma alargado de diámetro mayor a 50-60 ¡!m de longitud y 

menor de 15-25 ¡!m. Las dendritas dístales presentan apéndices y varicosidades. 

Estas neuronas son pocas en número, pero su arborización axonal es grande y densa, 

dando una rica inervación colinérgica al neoestriado y ejerciendo una gran influencia en el 

disparo de las neuronas espinosas medianas. 

Las interneuronas GABAérgicas representan del 3-5% de la población neuronal. 

Se distinguen de las neuronas espinosas de proyección por la presencia de la 

parvoalbúmina, proteína intracelular que amortigua Ca2
+ (Kita, et al., 1990), y por su alta 

concentración de GABA. Presentan un soma con un tamaño similar al de las neuronas de 

proyección, tienen dendritas varicosas y una extensa arborización axonal y dendrítica. 

Las interneuronas que contienen somatostatina/óxido nitrico (NO) representan 

1-2 % de la población neuronal del neoestriado, tienen pocas ramas dendríticas sin espinas 

y un extenso campo axonal. Estas interneuronas liberan somatostatina, neuropeptido Y 

(NPY), NO Y GABA (Kawaguchi, et al., 1995). 

C. MODULACiÓN DE LA TRANSMISiÓN SINÁPTICA 

La sinapsis es la zona de contacto específico que se establece entre las neuronas 

para transmitir la información neuronal, la cual puede ser eléctrica o química. 

La transmisión sináptica se inicia con la llegada de un potencial de acción en la 

terminal presináptica, los canales de Ca2
+ dependientes de voltaje se abren por la 

despolarización e incrementan la concentración del Ca2
+ intraterminal (Charlton, et al., 1982; 

Matthews, 1996). Esto provoca la exocitosis de moléculas transmisoras que se unen a un 

sitio de reconocimiento específico en la neurona postsináptica, provocando diversas 
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reacciones celulares dependientes del neurotransmisor y la neurona involucrada (Stanley, 

1997; Fossier, et al., 1999). En la figura 2 se muestra una sinápsis química. 

La modulación de las propiedades de los canales iónicos de membrana es importante 

para la regulación de la actividad eléctrica neuronal. La neuromodulación generalmente actúa 

a través de proteínas G y otras vías de señalización intracelular que reconfiguran las 

respuestas neuronales por reducción o incremento de las conductancias iónicas (Sargas y 

Galarraga, 1995). 

Las proteínas G (proteínas que unen GTP) presentan una estructura heterotrimérica 

compuesta por las subunidades a, 13 y y, (Mr 40K, 32K Y 8K respectivamente) (De Waard, et 

al., 1997). Estas proteínas envían las señales que reciben a efectores intracelulares, los 

cuales inducen un cambio en la concentración de segundos mensajeros como: el AMPc, el 

Ca2
+, el fosfato de inositol y diacilglicerol. 

La unión del agonista al receptor de membrana acoplado a proteínas G, produce el 

intercambio del guanosin difosfato (GDP) por guanos in trifosfato (GTP) en la subunidad Ga, 

la cual se disocia del heterodímero Gj3y. Este reemplazo permite que el GTP unido a 

subunidad a y el heterodímero /3y puedan regular la actividad de sus respectivos efectores 

(Ford, et al., 1998). 

La hidrólisis de GTP a GDP realizada por la actividad GTPasa de la subunidad a, 

permite que esta subunidad se reasocie nuevamente con el heterodímero j3y, y de esta 

manera se termina la transmisión de señales. 

Los efectores del complejo Gj3y incluyen la fosfolipasa A2 ' la adenilato ciclasa, 

canales iónicos, proteínas cinasas etc. (Srown, 1993)(Figura 3). La subunidad Ga puede 

competir con los efectores de las subunidades G/3y, lo que sugiere una interacción común. 
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Figura 2. Sinapsis química: A-E describen procesos sinápticos que incluyen la síntesis, 

transporte y almacenamiento de neurotransmisores y neuromoduladores. 1 al 12 señalan 

procesos que participan en la transmisión de señales. IP3, inositol trifosfato; CaM 11, proteína 

cinasa 11 dependiente de Ca2+'Calmodulina; DG, diacilglicerol; PK, proteína cinasa; R, 

receptor; G, proteína G; AC, adenilato ciclasa (Sheperd, 1998). 
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Figura 3. Diagrama que muestra diversas vías de modulación en la transmisión sináptica. 

DG, diacilglicerol; IP3, inositol trifosfato; ON, óxido nítrico; CO, monóxido de carbono; AMPc, 

AMP cíclico; GMPc, GMP cíclico, PKC, proteína cinasa C; PKA, proteína cinasa A (Modificado 

de Cooper, 1996), 
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MODULACiÓN PRESINÁPTICA 

Se puede modular la liberación del neurotransmisor que depende de Ca2+, a través de 

autorreceptores o heterorreceptores situados en la terminal sináptica. Los primeros se 

activan por transmisores liberados en la misma terminal y los heterorreceptores son aquelios 

que se activan por un transmisor liberado por otra neurona. 

Existen varios autorreceptores reconocidos como son: para la noradrenalina el a2; 

para la dopamina los D2 y los D3; para la acetilcolina el M2 y el M3; para el GABA el receptor 

GABA,.; para la histamina el receptor H3; para la serotonina el receptor 5-HT1D en el humano y 

el receptor 5-HT18 en el roedor (Langer, 1997; Milier, 1998). 

Se puede modular la liberación sináptica por las siguientes vías: a) incremento de la 

conductancia de K+ en la terminal presináptica; b) la regulación de las proteínas involucradas 

en la liberación del neurotransmisor c) la regulación de la entrada de Ca2+ en la terminal 

presináptica (Milier, 1998). 

MECANISMOS DE MODULACiÓN PRESINÁPTICA 

La modulación presináptica de los canales de potasio consiste en activar 

conductancias de K+, por ejemplo de rectificación entrante de la familia de los GIRK u otros 

tipos de canal de K+, a través de receptores acoplados a proteínas G (Mintz, et al., 1995; 

Huang , et al., 1995; Chuang, et al., 1997). Al aumentar la conductancia del ion K+ se 

disminuye la duración y amplitud del potencial de acción en la terminal sináptica. Por lo 

tanto, la despolarización en la terminal es menos efectiva, ya que menos canales de Ca2+ 

se abren y en consecuencia menor cantidad de neurotransmisor es liberado (Graham y 

Redman, 1994). 

La modulación presináptica a través de la maquinaria de liberación consiste en 

activar receptores presinápticos que modulan ciertos componentes de la maquinaria de 
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liberación, alterando las propiedades de una o más proteínas involucradas y por tanto 

inhibiendo la liberación del neurotransmisor. Se ha mostrado que la aplicación de Cd2
+, 

bloqueador de los canales de Ca2
+, no afecta la frecuencia de liberación espontánea, lo que 

indica que la maquinaria de liberación puede ser independiente de la activación de canales 

de Ca2
+ (Wu y Saggau, 1997). Asimismo, el baclofen agonista del receptor GASA¡¡, puede 

suprimir la frecuencia de corrientes sinápticas espontáneas miniatura de manera 

independiente de Ca2
+ (Scanziani, et al., 1992; ROhrbacher, et al., 1997). 

Modulación presináptica a través de canales de Ca'>. Se ha mostrado que la 

activación de receptores que se unen a proteínas G producen una disminución en las 

corrientes de Ca2
+ dependientes de voltaje, al cambiar las propiedades de estos canales. 

Las subunidades ~y de las proteínas G son las que transducen esta señal mediante su 

unión al dominio I y 11 de la subunidad <x, del canal de Ca2
+ (Ikeda, 1996; Herlitze, et al., 

1996). 

Considerando que la modulación presináptica de los canales de Ca2
+ es el mecanismo 

más frecuente para inhibir la liberación del neurotransmisor que depende de Ca2
+, a 

continuación se describen las características principales de estos canales. 

D. CANALES DE CALCIO 

Los canales de Ca2
+ dependientes de voltaje están presentes en todas las células 

excitables y regulan procesos fisiológicos como: transcripción de genes, contracción 

muscular, neurotransmisión, liberación de hormonas, activación e inactivación de canales 

iónicos etc. (Hille, 1992). 

CLASIFICACiÓN 

La expresión de diferentes genes forma subtipos de canal de Ca2
+ con diferentes 

propiedades biofísicas, distribución, modulación y sensibilidad farmacológica (Miljanich y 
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Ramachandran, 1995). La siguiente clasificación es en base al voltaje de activación e 

inactivación y a su sensibilidad farmacológica. 

VOLTAJE DE ACTIVACiÓN E INACTIVACIÓN 

Los canales de Ca2
+ que se activan a voltajes de -70 a-50 mV, son llamados de bajo 

umbral (LVA) y se les conoce como canales de Ca2
+ tipo T por su corriente transitoria 

(Perez-Reyes, et al., 1998). Son sensibles a Ni2+ y C0 2+. Están implicados en las 

propiedades de disparo de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) (White, et al., 

1989; Zhang, et al., 1993), en la actividad de marcapaso, en las espigas de Ca2
+ de bajo 

umbral etc. (Huguenard,1996). Estos canales se inactivan rápidamente y de manera 

dependiente al voltaje con un constante de tiempo ( "t ) de 10 a 40 ms (Carbone y Swandulla, 

1989). 

En los canales de Ca2
+ de alto umbral (HVA), el voltaje que los activa varía según el 

tipo de célula, pero en general las corrientes se activan a voltajes entre -50 y -20 mV, e 

incluyen los subtipos N, L, P, Q y R, los cuales son bloqueados con Cd2
+ ( 50-200 11M) 

(Miller, 1992; Randall y Tsien, 1995; Mermelstein y Surmeier, 1997; Manira y 8ussiéres, 

1997). Estos canales son muy permeables al 8a2
+, incluso en mayor proporción que el Ca2

+ 

(Hess, 1990), y se inactivan lentamente (una"t mayor de 50 ms) de manera dependiente del 

Ca2
+ y/o del voltaje (Carbone y Swandulla, 1989). 

SENSIBILIDAD A ANTAGONISTAS 

Las toxinas secretadas por ciertos organismos han permitido clasificar 

farmacológicamente los diferentes tipos de canal de Ca2
+ activados por voltaje (Adams y 

Olivera, 1994). 

Los canales de Ca2
+ tipo P fueron identificados en neuronas granulares y de 

Purkinje de cerebelo donde constituyen el 90% de la corriente de Ca2
+ (Regan, 1991; Mintz, et 
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al., 1992a; Randall y Tsien, 1995). Se caracterizan por no presentar sensibilidad a la 

ro-CgTx-GVIA ni a las dihidropiridinas. Estos canales son bloqueados selectivamente por las 

toxinas ro-Agatoxina-IVA (ro-AgTx-IVA) (Mintz, et al., 1992b) y ro-Agatoxina-TK (conocida 

también como ro-AgTx-IVB ), ambas obtenidas del veneno de la araña americana Agelenopsis 

aperta. Estas toxinas son péptidos de bajo peso molecular de 48 aminoácidos (Adams, et 

al., 1993; Kuwada, et al., 1994; Teramoto, et al.,1995). Se ha reportado una concentración 

de 30 nM de ro-AgTx-TK para inhibir totalmente estos canales, los cuales presentan una alta 

afinidad por estas toxinas y un bajo desbloqueo durante el lavado (Mintz, et al., 1992ab; 

Teramoto, et al., 1995). 

Los canales de Ca2
> tipo Q fueron identificados en neuronas de Purkinje de 

cerebelo. Se distinguen de los canales de Ca2
+ tipo P por su menor sensibilidad a ro-AgTx-TK 

(ECso 90 nM) por su rápida cinética de inactivación y por su alta afinidad a 

ro-Conotoxina-MVIIC. Se requiere una concentración de 400 nM a 1 IlM de ro-AgTx-TK para 

bloquear totalmente estos canales (Randall y Tsien, 1995; Teramoto, et al.,1997). 

Los canales de Ca2
> tipo N son bloqueados por el péptido ro-Conotoxina-GVIA 

(ro-CgTx-GVIA), purificado del gasterópodo marino Conus geographus; consta de 27 

aminoácidos (Feldman, et al., 1987). 

Esta toxina disminuye la corriente de Ca2
+ tipo N de manera dependiente de la 

concentración, reportándose una concentración saturante para bloquear estos canales de 

11lM (Boland, et al., 1994; Wall y Dale, 1994; Manira y Bussiéres, 1997). En neuronas 

neoestriatales el bloqueo por esta toxina es parcialmente reversible por el lavado (Bargas, et 

al., 1994). 

Los canales de Ca2
> tipo L son bloqueados selectivamente por las dihidropiridinas, 

tales como nifedipina (10 IlM), nimodipina ( 5-10 IlM) Y por el péptido calciceptina que es 
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obtenido del veneno del ofidio Dendroaspis polylepis polylepis; consta de 60 aminoácidos 

(Regan, 1991; DeWeille, et al., 1991). 

ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS CANALES DE Ca2
' 

La biología molecular de los canales de Ca2
• activados por voltaje se inicia con la 

clonación de la subunidad a,s del receptor a dihidropiridinas del músculo esquelético 

(Pérez-Reyes y Schneider, 1995). 

Estudios bioquímicos han mostrado que los canales de Ca2
• neuronales son un 

complejo compuesto por las subunidades a" n.1i y /3, (Mermelstein y Surmeier, 1997; 

Zamponi y Snutch, 1998), cada subunidad está compuesta por cuatro dominios (1 al IV), cada 

uno con seis regiones transmembranales (S1 a S6). La región S4 tiene lisinas y argininas que 

le dan una carga positiva, por lo que se postula que forma parte del censor del voltaje 

(Tanabe, et al., 1987). La subunidad a, forma el poro del canal de Ca2
• (De Waard, et al., 

1997; Namkung, et al., 1998) y muestra una gran selectividad por unir este catión al 

presentar cuatro residuos de glutamato con cargas negativas. Los agentes farmacológicos se 

unen a esta subunidad (Snutch y Reiner, 1992). 

Por clonación molecular se han identificado 9 genes para la subunidad a , ( a ,A- a
'H 

y 

a,s); 4 para la subunidad /3 (/3, -/3.) y un gen para la subunidad n.1i (Birnbaumer, et al., 1994; 

Pérez-Reyes, et al., 1998). La subunidad y se encuentra sólo en ciertos canales. La 

subunidad a 'A corresponde a los canales de Ca2• tipo P y Q; la subunidad a'B al tipo N; a,c' 

a 1D y a,s son subunidades del tipo L (a,C cerebro, músculo liso y cardiaco; a 1D cerebro, 

sistema endocrino y riñón, a ,S músculo esquelético) (Dunlap, et al., 1995), la subunidad a
'E 

corresponde al canal de Ca2
• tipo R (Zamponi y Snutch, 1998). Más recientemente se han 

identificado las subunidades a'G' a'H Y el a" para las diferentes isoformas de canal de Ca2• 

tipo T (Pérez-Reyes, 1998). 

19 



EL CALCIO Y LA LIBERACiÓN DEL NEUROTRANSMISOR 

Los canales de Ca'· dependientes de voltaje que participan en la liberación del 

neurotransmisor en las neuronas, son los tipos P, Q Y N, ya que los L sólo tienen una 

pequeña contribución en el proceso (Bourinet, et al., 1996; Zhang, et al., 1996; Bargas, et al., 

1998). 

La exocitosis del neurotransmisor ocurre en zonas donde están las vesículas 

sinápticas (VS) y para que se lleve a cabo se forma un complejo de proteínas de la 

membrana plasmática (sintaxina y SNAP-25 ) y de la VS (sinaptobrevina y VAM) (Stanley, 

1997), además de otras proteínas como las Rab (Gorvel, et al., 1991; Stahi, et al., 1994; Li, 

et al., 1994). 

Se ha mostrado que las toxinas botulínicas y tetanícas inhiben la exocitosis, ya que 

digieren específicamente a la sinaptobrevina, a la SNAP-25 y a la sintaxina, lo que 

demuestra que la formación del complejo es esencial para la liberación del neurotransmisor 

(Südhof, 1995). 

La sinaptotagmina es una proteína de la VS que actúa como un sensor de Ca'· en 

el sitio de la exocitosis (Davletov y Südhof, 1994). Después de la exocitosis, la membrana de 

la VS es reciclada por endocitosis, proceso que es dependiente de Ca'· extracelular 

(Ceccarelli y Hurlbut, 1980; De Camilli y Takei, 1996). 

MODULACiÓN PRESINÁPTICA DE LOS CANALES Ca'· 

La inhibición de canales de Ca'· mediada por receptor se lleva a cabo por la 

interacción del complejo 13y de la proteína G con la primera asa intracelular que conecta los 

dominios I y 11 de las subunidades a'A' a'B Y a'E del canal de Ca'· (Dunlap, 1995; 

Dolphin, 1995; Herlitze, et al., 1996; Ikeda, 1996; Wu y Saggau, 1997). Las subunidades a,. 
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CL1D Y CL,. no son moduladas directamente por proteínas G (Toth, et al., 1996; Zhang, et al., 

1996; De Waard , et al., 1997). 

La unión citoplásmica de los dominios I y 11 de la subunidad CL, del canal de Ca2
+, 

presenta un dominio de interacción con una secuencia de 18 aminoácidos, de los cuales 9 

residuos son universalmente conservados (QQ-E--L-GY--WI---E) y son el sitio de unión de las 

subunidades 13y de la proteína G (De Waard, et al., 1997) (Figura 4). 

COOH 

G 

Figura 4. Sitio de interacción del complejo G13y con la primera asa intracelular que une los 

dominios 1-11 de la subunidad a, del canal de Ca 2+ (DI, dominio de interacción) (Modificado 

de De Waard, et al., 1997). 

Se sugiere que la subunidad 133 de los canales de Ca2
+ antagoniza la acción de las 

proteínas G, ya que interactúa con los sitios de unión de los dominios I y 11 de la subunidad 

a, del canal de Ca2
+ (Pragnell, et al., 1994; Bourinet, et al., 1996). Sin embargo, se ha 

reportado que el carboxilo terminal y otras regiones específicas del dominio I de los canales 

de Ca2
+ también.contribuyen a la unión G13y (Zhang, et al., 1996; Quin, et al., 1997). Por 

ejemplo, una mutación en los residuos de arginina en el dominio amino-terminal puede 
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desaparecer la unión del canal de Ca2
+ con las subunidades py de la proteína G (De Waard , 

et al., 1997). 

En neuronas ganglionares de ratón la deleción de la subunidad P3 del canal de Ca2
+ 

disminuye las corrientes de Ca2
+ tipo N y L Y altera la activación voltaje-dependiente de las 

corrientes de Ca2
+ tipo P y Q, lo cual indica la participación de otras subunidades del canal 

de Ca2
+ en la modulación por proteínas G (Namkung, et al., 1998). 

E. EL ÁCIDO GAMMA.AMINOBUTíRICO (GABA) 

El GASA es el neurotransmisor inhibidor más importante del SNC de la mayoría de los 

organismos vivos (Sivilotti y Nistri, 1991; Perkinton y Sihra, 1998). La mitad de todos los 

botones presinápticos cerebrales contienen GASA (Chen G y Van den Poi, 1998). Su 

concentración basal en varias regiones del SNC está en el orden de J..lmoles Ig. 

METABOLISMO DEL GABA 

La glucosa es el principal precursor para la síntesis del GASA en el cerebro de los 

mamíferos, sin embargo, el piruvato y algunos aminoácidos pueden, por medio de su 

incorporación al ciclo de Krebs, servir como precursores. 

El metabolismo del GASA se inicia con la transaminación del a-cetoglutarato a 

glutamato, por la GASA transaminasa (GASA-T). El glutamato es descarboxilado por la 

enzima glutamato descarboxilaza (GAD), para formar GASA. Posteriormente, el GASA es 

transaminado para formar semialdehido succínico por la enzima GASA-T, esta última reacción 

ocurre cuando el a-cetoglutarato es el aceptor del grupo amino para convertirse de esta 

manera en glutamato. El semialdehído succínico producido apartir de GASA, puede ser 

oxidado en ácido succínico por la deshidrogenasa del semialdehído succínico (DHSAS) y 

entrar el ciclo de Krebs (Figura 5). 
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En la figura 6 se muestra otra vía para la formación de GABA, "La ruta de la 

glutamina", en la cual el GABA liberado es capturado por las células gliales donde se 

transamina por medio de la GABA-T para producir glutamato. Éste no puede ser convertido a 

GABA en la glia, ya que estas células carecen de la GAD. Pero, el glutamato es transformado 

en glutamina por la enzima glutamato sintetasa (GluSint) y es devuelto a la terminal nerviosa 

o NH, o 
11 I 11 

HO-C-CHCH,CH,C-QH 
Glutamato 

NH, o 
I 11 
CH,CH,CH,C-QH 

ÁcidoY-Amlno butirico 
(GASA) 

00 o 
n 11 " 

HO-C-CCH,CH,C-QH 

u- Cetoglutarato 

o o 
11 • 

HCCH,CH,C-QH 
Semlaldehldo succinlco 

o ! o 
11 • 

HO-CCH;CH,C-OH 

Ácido succinico 

Figura 5. Metabolismo del GABA (Siegel, et al., 1994). 

CADA 

Glutamioa 4--+- Glutamina 

10 
GLU 

I CAD 

GADA-T 80 
~_C(~ \ 

Figura 6. Mecanismo molecular de la sinapsis GABAérgica. 1) Síntesis del GABA por 
glutamina (catalizada por GAD); 2) transporte y almacenamiento del GABA; 3) liberación del 
GABA por exocitosis; 4) unión del receptor GABAA que es bloqueado por bicuculina (B), 
picrotoxina (S), y modulado por benzodiazepinas . En contraste, el receptor GABA¡¡ , esta 
unido vía proteínas G a canales de Ca2+ y K+ 5) unión al receptor presináptico; 6) recaptura 
en la terminal presináptica y por la glia; 7) transaminación del GABA a a-cetoglutarato 
(catalizada por GABA-T), regeneración del glutamato a glutamina (Modificada de Cooper et 
al., 1993). 
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donde la enzima glutaminasa la convierte nuevamente en glutamato (Timothy, et al., 1994; 

Cooper, et al., 1996). 

F. RECEPTORES GABAérgicos 

Se da el término de "receptor GABAérgico" al sitio de reconocimiento del GABA o a sus 

agonistas específicos en la membrana pre o postsináptica. Los receptores de GABA están 

principalmente en la membrana de las neuronas del SNC, pero también se expresan en el 

sistema nervioso autónomo y periférico (SNA P), yen astrocitos, donde regulan canales de CI" 

(Cooper, et .al., 1996). Estudios bioquímicos, electrofisiológicos y farmacológicos han 

clasificado a los receptores GABA en: GABAA (GABAA1 ,GABAA2), GABA¡¡ Y GABAc. 

RECEPTOR GABA A 

El receptor GABAA es una glicoproteína de aproximadamente 275 kd. Está formado 

por una combinación de subunidades polipeptídicas (a, p, y, o). La agrupación de estas 

subunidades presentan un canal de CI", el cual al unir el ligando incrementa su 

conductancia, produciendo la inhibición postsináptica rápida (Perkinton y Sihra, 1998). Este 

receptor tiene una localización principalmente somática (Sivilotti y Nistri, 1991). 

El receptor GABAA presenta múltiples sitios de interacción con ligandos, incluyendo 

sitios para picrotoxina/barbitúricos, para benzodiazepinas y para esteroides, los cuales 

modulan la respuesta del receptor a la activación por GABA. Las benzodiazepinas facilitan la 

acción del GABA al incrementar la frecuencia de apertura del canal de CI" . Los barbitúricos 

prolongan la duración de apertura del receptor canal. También el etanol y la penicilina 

tienen efectos sobre este receptor (Suzdak, et al., 1986). 

Diversos estudios sugieren que existen al menos dos sitios de reconocimiento al 

GABA dentro del receptor, uno de alta afinidad, marcado con muscimol, asociado con el sitio 

de unión a GABA (en la subunidad P), y uno de baja afinidad, marcado con bicuculina, 
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relacionado con el sitio de unión a benzodiazepinas (en la subunidad a ). Los agonistas del 

receptor GASAA incrementan la permeabilidad de la membrana al CI· y sus antagonistas 

bloquean o reducen la conductancia a este ión. El clásico antagonista competitivo del 

receptor GASAA es la bicuculina, que reduce la frecuencia y el tiempo de apertura del canal 

de CI-. 

La inhibición postsináptica debida al receptor GABAA ocurre cuando el GABA o un 

agonista específico se une al receptor postsináptico provocando la apertura del 

canal-receptor de CI-. La entrada de iones el" a la célula hiperpolariza la membrana 

plasmática respecto al umbral de disparo, disminuyendo el efecto despolarizante de las 

entradas excitatorias. 

La inhibición presináptica se realiza cuando una neurona GASAérgica inhibe la 

liberación de neurotransmisores excitadores, debido a que la terminal que libera estos posee 

receptores a GASA, generalmente del tipo GASAs. 

RECEPTOR GABAs 

El receptor GASAs es una proteína con 7 segmentos transmembranales y con un peso 

molecular de 80 kd. Presenta homologías estructurales con los receptores metabotrópicos de 

adenosina, somatostatina y glutamato (mgluR) (Kaupmann, et al., 1997). Es insensible a la 

bicuculina, a barbitúricos y a las benzodiazepinas, pero es activado por baclofen (13, 

p-clorofenil GASA). 

Una de las principales funciones de este receptor es modular la liberación del 

neurotransmisor a través de una respuesta metabotrópica mediada por proteínas G tanto en 

la pre como en la postsinápsis (Thompson y Gahwiler, 1992; Piller y Alger, 1994; Misgeld, et 

al., 1995). 
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En las terminales presinápticas la activación del receptor GASAs inhibe canales de 

Ca2+, produciendo una reducción en la liberación del neurotransmisor (Scholz y Miller, 1991; 

Dittman y Regehr, 1996; Kaupmann, et al., 1997; Wu y Saggau, 1997). 

Postsinápticamente incrementa la conductancia al K+ a través de la activación de 

proteínas G, generando el llamado IPSP lento (200 ms), que es bloqueado por antagonistas 

del receptor GASAs y por bloqueadores de canales de K+ (Dutar y Nicoll, 1988ab; Soltesz, 

et al., 1988). La respuesta al baclofen persiste después de bloquear la transmisión sináptica y 

la entrada de Ca2+ con Cd2+ , lo que indica una respuesta postsináptica no relacionada con 

corrientes de K+ activadas por Ca2+ (Newberry y Nicoll, 1985). 

El baclofen fue el primer agonista selectivo para el receptor GASAs que permitió la 

separación farmacológica de los receptores GASAA y GASAs (Tabla 1). 

Recientemente se han descubierto análogos de baclofen y de GASA que tienen una 

acción agonista para este receptor entre ellos el siclofen, el 3-aminopropil ácido fosfínico 

(APPA) (Froestl, et al., 1995), el 3-aminopropil (metil) ácido fosfinico (AMPPA) (Howson, et 

al., 1993) y el (3-Amino-2(S)-hidroxipropil) metil ácido fosfínico, los cuales tienen una alta 

afinidad por este receptor. Hay otros compuestos de baja afinidad como ginsenoside y el 

ácido y -hidroxibutírico (GHS) (Williams, et al., 1995). 

Los primeros antagonistas del receptor GASAs sintetizados fueron el ácido 

Ii-aminovalérico y el 3-aminopropano ácido sulfínico (3APS), los cuales no son ligandos 

selectivos (Giotti, et al., 1983). Posteriormente se descubren derivados del baclofen, como el 

faclofen que es un débil pero selectivo antagonista (Kerr, et al., 1987). Saclofen y 

2-hidroxisaclofen, presentan mayor afinidad por este receptor (Kerr, et al., 1988). Ver figura 

7. Antagonistas con mayor afinidad y capases de cruzar la barrera hematoencéfalica son: 

CGP 35348 (Olpe, et al., 1990), CGP 36742 (Olpe, et al., 1993), CGP 55845 y CGP 54626. 
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Tabla 1. Caracteristicas de los receptores GABAA y GABAs 

Sistema efector 

Sitema acoplador 

Agonistas 

Antagonistas 

Competitivos 
No competitivos 

Moduladores 
Positivos 
Negativos 

Localización 

Canal de CI-

Ligando directo 

GABA, muscimol 
THIP, isoguvacina 

Bicuculina y GABAzina 
Picrotoxina, TBPS 

GABAs 

Canales de Ca2+ (.,j..) y K+ (t) 

Proteínas G 
Adenilato ciclasa 
Fosfatidilinositol 

GABA, baclofen, siclofen 
APPA, AMPPA, ginsenoside 

Faclofen, 2-Hidroxisaclofen, Saclofen, 
CGP 35348, CGP 36742, CGP 46381, 
CGP 55845, CGP 54626, CGP 56999. 

Benzodiazepinas, barbitúricos 
OBI, Esteres de I3-Carbolina 

? 

Ro 54863, esteroides y picrotoxina. 

Principalmente 
Postsináptica 
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Los efectos diferenciales de antagonistas del receptor GASAs, han permitido 

establecer la posible existencia de subtipos de receptores GASAs con diferente localización, 

y propiedad farmacológica (Dutar y Nicoll1988ab; Harrison, 1990; Deisz, et al., 1992; Potier 

y Dutar, 1993; Sonanno y Raitery, 1993). 
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Figura 7. Estructura química de algunos antagonistas y agonistas del receptor GASAs. 

(Mott y Lewis, 1994). 

ESTRUCTURA MOLECULAR 

Kaupmann y cols. (1997) clonaron el receptor GASAs, y lo expresaron en ovocitos de 

Xenopus. Primero se aisló una clona de 4.4 kb de ADNc que codifica una proteína de 960 

aminoácidos designada como GASAs R1a. Posteriormente se aisló una clona más pequeña 

de 2.9 kb de ADNc que codifica una proteína de 844 aminoácidos, designada como GASAs 

R1 b. Ambos son farmacológicamente iguales ya que muestran una afinidad similar por unir 

su ligando. El receptor GASAs R1 es abundante en células piramidales del hipocampo, en 

células granulares del giro dentado y en los ganglios basales (Kaupmann, et al., 1997). 
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MODULACiÓN PRESINÁPTICA POR ACTIVACiÓN DEL RECEPTOR GABA. 

El receptor GABA¡¡ ha sido implicado en la modulación pre y postsináptica de 

corrientes de. K+ de la familia de los GIRKs (Kir 3) en las neuronas del SNC (Sodickson y 

Bean , 1996), donde disminuyen la duración del potencial de acción en las sinapsis de los 

vertebrados (Gage, 1992). Sin embargo, otros estudios indican que hay pocas evidencias de 

inhibición presináptica mediante este mecanismo (Kim y Dudek, 1992; Chen G y Van den Poi, 

1998; Miller, 1998; Takahashi, et al., 1998). 

En las terminales sinapticas, la activación de los autorreceptores GABAs controlan la 

liberación de GABA, y los heterorreceptores disminuyen la transmisión sináptica al reducir la 

liberación de glutamato, noradrenalina, dopamina, substancia P y somatostatina (Kaupmann, 

et al., 1997). 

Se ha reportado que las proteínas de la familia G¡ y Go son activadas por el receptor 

GABA¡¡, ya que el pretratamiento con toxina pertussis (PTX) bloquea el efecto inhibitorio del 

baclofen (Dolphin, 1995). Sin embargo, diversos estudios indican que los receptores GABA¡¡ 

presinápticos presentan una sensibilidad variable a PTX (Colmers y Williams, 1988; Dutar y 

Nicoll, 1988ab; Scholz y Miller, 1991; Thompson y Gahwiler, 1992; Huston, et al., 1993; 

Potier y Dutar, 1993), lo que sugiere un acople diferencial del receptor GABAs con las 

proteínas G (Perkinton y Shira, 1998). 

Estudios previos establecen que el receptor GABAs presináptico inhibe la entrada de 

Ca2+ dependiente de voltaje, por estar negativamente acoplado a la actividad de la adenilato 

ciclasa (Mott y Lewis, 1994), ya que la inhibición de las corrientes de Ca2+ por baclofen es 

antagonizada por forscolina (activador de la subunidad catalítica de la adenilato ciciasa) 

(Kamatchi y Ticku, 1990) y por análogos de AMPc (8-bromo AMPc y dibutiril AMPc) los cuales 

activan a la PKA (Travagli, et al., 1991). 
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En contraste, en sinaptosomas cerebrocorticales de rata se mostró que la inhibición 

presináptica del glutamato, por la activación del receptor GASA¡¡, es a través de la PKC 

(Sanchez-Prieto, et al., 1996; Perkinton y Sihra, 1998). La activación por esteres de forbol, 

PDS (10.0 M) Y PMA (10.0 M) bloquean la respuesta pre y postsináptica del baclofen, 

mientras que los antagonistas de la PKC, staurosporina (10" M) Y polimixina S (5x10" M), 

revierte la acción de PMA y potencian la acción del baclofen (Kamatchi y Ticku, 1990) (Figura 

8). 

Terminal nerviosa 
preslnáptica 

~AMPC -. PKA 

Adenllalo clclasa 

Saclofen Canal de Ca2+ tipo Q 
Saclafen 

Figura 8. Modulación presináptica del canal de Ca2
+ tipo Q por la activación del receptor 

GASAs (Modificado del Fossier, et al., 1999) 

Se ha establecido que una fuerte despolarización (un prepulso de 120 mV) ocasiona 

un cambio conformacional que separa físicamente la proteína G del receptor GASA¡¡ 

(Dolphin, 1996). 

Estudios neurológicos y electrofisiológicos en diversas regiones cerebrales indican que 

el efecto mediado por el receptor GASAs es dependiente de la frecuencia y de la intensidad 

de estimulación, lo que sugiere que los moduladores presinápticos se activan dependiendo de 

la actividad sináptica (Dutar y Nicoll, 1988ab; Kombian, el al., 1996). En neuronas de médula 
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espinal de Xenopus, el baclofen inhibe la corriente de Ca2
+ a voltajes entre -10 y - 40 mV, la 

cual va disminuyendo a voltajes más positivos (Wall y Dale, 1994). 

RECEPTOR GABA c 

El receptor GABAc es una proteína que no es activada por baclofen, barbitúricos, 

benzodiazepinas o esteroides (Bowery, 1993), es conocido como GABAr-B (No-A, No-B) ó 

GABAp (por ser clonado en la retina). Este receptor es similar al receptor GABAA por ser 

activado por ligando y por presentar un canal de O. Es activado con bajas concentraciones 

de GABA y presenta una localización restringida en el SNC. Los estudios más extensos se 

han realizado en la retina de vertebrados. 

G. El POTENCIAL DE CAMPO 

Los potenciales de campo son registros extracelulares de corrientes iónicas asociadas 

a la actividad de un grupo de neuronas. Las corrientes producen espigas poblacionales por 

la sumación de potenciales de acción. La amplitud de estas espigas depende de la descarga 

sincrónica de las células, de la distribución de la población neuronal activa y de la resistencia 

del tejido. 

El fluido extracelular constituye un volumen conductor alrededor de las neuronas, las 

cuales al estar en reposo tienen sus membranas uniformemente polarizadas y no producen 

flujo de corriente. Pero cuando se activan por un impulso nervioso, la polarización deja de ser 

uniforme y se producen flujos de corriente de una parte de la neurona a otra (se forma un 

dipolo) a través del fluido extracelular. Esto establece un campo eléctrico en el tejido. 

El potencial de acción registrado extracelularmente es una onda trifásica (Ver figura 9: 

A-C) dada por el cambio en la localización de los pozos y la fuentes de corriente activa. Al 

punto en el que las corrientes fluyen hacia el interior de la célula se le denomina pozo 

(corrientes entrantes activas). Al punto por donde sale la corriente se le llama fuente 
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(corrientes salientes). Por convención, en un registro extracelular una onda hacia arriba es 

positiva (+) y representa una corriente saliente, mientras que una onda hacia abajo es 

negativa (-) y representa una corriente entrante. 
Corriente 
Saliente 

A 

B 

C/ 

--------

Corriente 
/Entrante 

Figura 9. Potencial de acción registrado extracelularmente. 

Si se registra en la parte media de un axón, las corrientes entrantes se desplazan 

hacia la membrana aledaña originando corrientes salientes. Cuando el flujo de corriente se 

concibe de positivo a negativo, las cargas positivas salientes se dirigen nuevamente hacia el 

pozo para cerrar el circuito. Como estas corrientes cambian con el tiempo, es común obtener 

ondas trifásicas, que representan la propagación del potencial de acción (Johnston y Wu, 

1995). 

Cuando se registra cerca de somas neuronales se observa una espiga difásica que 

consiste en una espiga negativa seguida por una fase positiva. Esto se debe a que el 

potencial de acción incluye una rápida despolarización de la membrana por corrientes 

entrantes de Na+ y una rápida repolarización por corrientes salientes de K+ (Figura 10). 

El componente negativo corresponde a la despolarización de la membrana en el soma 

por el flujo de corriente extracelular que proviene de la membrana de las dendritas. La fase 

positiva corresponde a la reversión en el flujo de corriente extracelular por la rápida 

repolarización de la membrana del soma (Rall W, 1992). 
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A la neurona se le puede considerar como un dipolo eléctrico debido a que durante el 

pico del potencial de acción en la membrana del soma se da lugar a una corriente activa 

(pozo), yen las dendritas se da una corriente pasiva (fuente) que cierra el circuito, por tanto 

las dendritas son positivas con respecto al soma. las aferentes sinápticas dan lugar a 

cambios en estas corrientes. las entradas sinápticas excitatorias en las dendritas apicales 

dan lugar a una corriente entrante (pozo), y en el soma a una corriente saliente pasiva 

(fuente). Al poder representar a las neuronas como dipolos se pueden medir las corrientes 

iónicas extracelulares de estos dipolos por el ángulo sólido cuyo vértice está en la punta del 

electrodo de registro y su valor depende del tamaño del dipolo y la distancia entre el punto 

de observación y el dipolo neuronal. El punto de observación puede ser positivo o negativo 

dependiendo de la posición con respecto al dipolo neuronal (Johnston y Wu, 1995). 

En la figura 11 se muestran registros realizados en el bulbo olfatorio del conejo los 

cuales han permitido hacer una interpretación y reconstrucción teórica del potencial de 

campo. los registros se realizaron en las siguientes capas: MBl que es la capa donde se 

encuentran los somas de las células mítrales y donde se originan las dendritas; el glomérulo 

(Gl) que es la capa donde terminan las dendritas primarias y la tercera capa es la plexiforme 

(EPl) la cual se localiza entre las capas MBl y GL. 

Se designaron tres períodos de tiempo (ms) para el análisis, los dos primeros duran 

alrededor de un ms. y el tercero de 3.5 - 8 ms. En el primer período se muestra un pico 

positivo en Gl y uno negativo en MBl, es decir cuando se registra en el origen y terminación 

de las dendritas de las células mítrales, el curso temporal es similar pero de signo opuesto. 

En la capa intermedia EPl se presenta una secuencia trifásica (+ - + ). 

Durante el periodo 11 se observa un pico negativo en Gl por la llegada despolarizante 

a la periferia dendrítica y uno positivo en MBl por la repolarización (Rall y Shepherd, 1968). 
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Figura 10. Registros durante el potencial de acción en el soma. 

I 11-+--- 11/ --

Gl 
O.30mm 

EPl 
O.46mm 

MBl 
O.68mm 

Figura 11. Registros de potenciales extracelulares en diferentes capas histólogicas del 

bulbo olfatorio del conejo (Modificado de Rall y Shepherd, 1968) 
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COMPONENTES SINÁPTICOS POBLACIONALES EN EL NEOESTRIADO 

El neoestriado no presenta una estructura laminar (Malenka y Kocsis, 1988) y el 

electrodo de registro no puede ser selectivamente colocado sobre el árbol dendrítico. Por esta 

razón se recurre a espigas poblacionales ortodrómicas (Barral, et al., 1999). 

Aplicando la técnica de registro de potencial de campo en rebanadas neoestriatales se 

obtienen dos componentes en la espiga poblacional: 

1) El potencial antidrómico, llamado N" se origina al estimular eléctricamente el axón y 

el potencial de acción viaja hacia el soma. Es bloqueado con procaina y TTX. 

2) El potencial ortodrómico, conocido como N2 , se obtiene cuando se estimulan las 

aferentes que llegan al árbol dendrítico o soma de la neurona, generan un potencial sináptico 

que viaja hacia el axón, sitio donde se produce el potencial de acción. Este potencial N2 es 

bloqueado con bajo Ca2
+ (0.5 mM) y alto Mg2

' (6.0 mM) extracelular, con TTX, con Cd2
+ y 

con antagonistas de aminoácidos excitadores como kinurenato (1mM) y CNQX (10 ¡.tM) 

(Malenka y Kocsis, 1988; Miljanich y Ramachandran, 1995; Bargas, et al., 1998) . 
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11 HIPÓTESIS 

La activación del receptor GASA., en las aferentes neoestriatales, disminuye la 

liberación del neurotransmisor glutamato. Esta liberación depende de varios tipos de canal 

de Ca2
>. Si la inhibición presináptica producida por la activación del receptor GASAB, 

involucra alguno de estos canales, entonces al aplicar su antagonista selectivo se ocluirá el 

efecto del baclofen en la transmisión. 

111 OBJETIVO 

Diversos estudios en el SNC han mostrado que la activación presináptica del receptor 

GASAB modula la transmisión sináptica, modificando la liberación del neurotransmisor 

mediada por la activación de canales de Ca2
> dependientes de voltaje (Kamatchi y Ticku, 

1990; Nisenbaum, et al., 1992; Mintz y Sean, 1993; Kombian, et al., 1996; Dittman y Regehr, 

1996; Takhashi, et al., 1998; Chen G y Anthony, 1998; Perkinton y Shira, 1998). El objetivo 

del presente trabajo es determinar farmacológicamente cuales son los canales de Ca2
> 

implicados en la modulación por la activación del receptor GASA., en las aferentes 

glutamatérgicas del neoestriado. 

36 



IV MÉTODO 

A. OBTENCiÓN DE LAS REBANADAS 

Los experimentos se realizaron en rebanadas de cerebro de ratas macho de la cepa 

Wistar, de 100 a 120 g. Los animales fueron anestesiados con éter y decapitados para 

extraer el cerebro, el cual fue sumergido en una solución fisiológica fría (4°C), compuesta 

de (en mM): 125.0 NaCI, 3.0 KCI, 1.0 MgCI2, 2.0 CaCI2, 25.0 NaHC03 y 11.0 glucosa, 

oxigenada con una mezcla de 95% O2 Y 5% CO2 ajustada a una osmolaridad de 300 

miliosmoles por litro y un pH de 7.40. 

Se separaron los hemisferios y se trasladaron a un vibratomo donde se obtuvieron 

rebanadas sagitales de 400 ¡.1m de espesor que incluían la neocorteza, el cuerpo calloso y el 

neoestriado. Se mantuvieron en incubación en solución fisiológica a temperatura ambiente 

durante una hora, antes de trasladarlas a la cámara de registro. Dentro de ésta se les 

mantuvo oxigenadas y con un flujo constante de 1-2 mllmin de solución fisiológica a una 

temperatura de 32 oC. 

B. REGISTRO ELECTROFISIOLÓGICO 

Los registros extracelulares se obtuvieron estimulando (estimulador Grass S48) las 

fibras aferentes al neoestriado (intensidad: 4-30 V; duración: 0.01-0.04 ms; frecuencia: 0.2-0.4 

Hz), con un electrodo bipolar concéntrico de tungsteno, con un diámetro de 50 IJm. 

Los pulsos se controlaron a través de una unidad aisladora de estímulos en donde se 

reguló la amplitud, duración y frecuencia de los mismos (Digitimer Ud. modelo DS2A). 

El registro de la actividad se realizó con electrodos fabricados a partir de capilares de 

vidrio de borosilicato de 1.0 mm de diámetro con una resistencia de 2 a 4 Mil, llenos de una 

solución de NaCI al 0.9%. 
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Las sinápsis excitatorias corticoestriatales fueron estimuladas a un intervalo 

interestimulo de 20 ms y con una intensidad igual a la que provoca el 50% de la respuesta 

máxima. 

Los potenciales de campo se amplificaron (Grass Modelo P15) y se desplegaron en el 

osciloscopio. También se digitalizaron y almacenaron en cintas de video VHS para su 

posterior análisis (Figura 12). 

A B 

F 

Figura 12. Se muestra el arreglo experimental para el registro de potenciales de campo. A) 

estimulador, B) unidad aisladora de estímulos, C) electrodo bipolar concéntrico de 

estimulación, D) electrodo de registro, E) amplificador, F) cámara de registro a 32 oC . 

Los experimentos fueron realizados en presencia de bicuculina (10 11M) bloqueador 

especifico del receptor GABAA, para eliminar el componente inhibitorio y trabajar únicamente 

con el componente glutamatérgico postsináptico. 

Para determinar que tipos de canales de Ca2
• son modulados por la activación del 

receptor GABA,. se utilizaron toxinas especificas para los canales de Ca2• tipo N, y P I Q 
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úl-CgTx-GVIA (para canales de Ca2+ tipo N), úl-AgTx-TK (para canales de Ca2+ tipo P o a, 

dependiendo de la concentración) (Peptidos In!. Lousville KY). 

C. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

FACILITACiÓN POR PULSOS PAREADOS (PAIRED PULSE FACILlTATION) 

La transmisión sináptica química presenta cambios a corto plazo (en el rango de ms. a 

min.) en su eficiencia sináptica, tales como la facilitación y la depresión (Magleby, 1987). 

La facilitación sináptica provocada por un par de estímulos, refleja un incremento en 

el número de paquetes de neurotransmisor liberado por la terminal nerviosa presináptica 

durante el segundo estímulo (Katz y Miledi, 1968). 

Una hipótesis para explicar la facilitación sináptica habla de la inactivación de 

corrientes de K+ en la terminal presináptica (Aldrich, et al., 1979), lo que causa facilitación por 

el incremento en el influjo de Ca2+ en los sucesivos potenciales de acción (Andrew y Dudek, 

1985). Sin embargo, esta hipótesis ha sido poco estudiada y no siempre hay aumento en la 

duración de la espiga (Bittner y Baxter, 1983). 

La facilitación por pulsos pareados (FPP) está mejor relacionada con la "hipótesis del 

Ca2+ residual" de Katz y Miledi (1968). Esta hipótesis propone que la facilitación sináptica 

provocada por un par de estímulos es consecuencia de la relación no lineal entre la entrada 

de Ca2+ y la respuesta sináptica. Una pequeña fracción del Ca2+ que entra en la terminal 

presináptica en respuesta al primer potencial de acción, permanece por varios milisegundos 

en el sitio de liberación debido a la lentitud del amortiguamiento del Ca2+ en relación al evento 

sináptico (Katz y Miledi, 1968; Rahamimoff, 1968) . Si se presenta un segundo estímulo este 

Ca2+ residual se añade al Ca2+ que entra durante el segundo potencial de acción (Andreasen 

y Hablitz, 1995). Esto incrementa la probabilidad de fusión de las vesículas (Miledi y Thies, 

39 



1971; Parnas, et al., 1982), y por tanto la transmisión sinaptica se facilita, aumentando la 

liberación del neurotransmisor (Charlton, et al., 1982; Zucker, 1989). 

La liberación del neurotransmisor de las fibras presinápticas depende de la 

concentración de iones Caz. en el medio extracelular de una manera no lineal. Estos iones 

actúan de manera cooperativa para causar la liberación de un cuanto de neurotransmisor 

(Dodge y Rahamimoff, 1967; Hubbard, et al., 1968; Katz y Miledi, 1970; Dudel, 1981). 

La mayor parte de los investigadores consideran el siguiente modelo: 

liberación = k (Caz. *)< 

donde k es una constante y el (Caz. *) representa los iones Caz. en el sitio de liberación, 

(Magleby, 1987). 

Cuando las sinapsis son estimuladas en rápida sucesión (20 a 40 ms) la respuesta de 

la segunda espiga poblacional (Sz) es facilitada en relación a la primera (Sl) lo que indica 

que a intervalos cortos de estimulación se observa mejor el evento presináptico a través de la 

FPP (Dunwiddie y Hass, 1985). 

La liberación del neurotransmisor se realiza en sitios cercanos a los canales de Caz., 

antes de que el Caz. sea atrapado por organelos (Blaustein, et al., 1978), expulsado por 

bombas de Caz. (Parnas, et al., 1982) o se equilibre uniformemente sobre la superficie de la 

terminal presináptica (Simon y Llinás, 1985). 

La elevación de los niveles de Caz. en la terminal presináptica, a concentraciones 

submicromolares persiste por varios segundos después de un tren de potenciales de acción. 

Sin embargo, la liberación del neurotransmisor dura < 1 ms. (Barrett y Stevens, 1972). Esta 

discrepancia cinética puede ser entendida si se asume que la concentración local de Caz. 

intracelular se incrementa durante una estimulación sucesiva, alcanzando niveles 
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micromolares, necesarios para la liberación del neurotransmisor (Zucker, 1989; Roberts, et 

al., 1990; Adler, et al., 1991). 

La concentración interna de Ca2
', requiere varios segundos para retornar a los 

niveles pre estímulo, lo que indica que la remoción de Ca2
' es mucho más lenta que su influjo 

(Charlton, et al., 1982). 

Puesto que la relación entre la entrada de Ca2
' en la terminal y la respuesta sináptica 

no es lineal, la FPP se incrementa cuando la concentración de Ca2
' externa es menor (0.5 

mM) a la fisiológica (1.8 mM) o cuando se reduce la probabilidad de liberación por 

incrementar la relación [Mg 2
'] I [Ca2

'] (Manabe, et al., 1993). La segunda espiga poblacional 

(82) se hace mucho mayor que la primera (81), ya que la probabilidad de que el segundo 

potencial de acción presináptico libere al transmisor es más grande debido al efecto del Ca2
' 

residual (Del Castillo y Katz 1954; Thies, 1965; Katz y Miledi 1968). Ver figura 13 

De manera análoga a la disminución del Ca2
• externo, los neuromoduladores 

presinápticos, como el GASA, pueden incrementar la FPP por disminuir la entrada de Ca2
' en 

la terminal. La FPP permite determinar si el evento es presináptico, ya que si la reducción en 

la eficiencia sináptica se debiera a factores postsinápticos, la primera (8 1) y segunda (82) 

espiga poblacional no cambiarían y ambas respuestas se verían alteradas en la misma 

proporción. 

En un medio con alto Ca2
' extracelular (4 mM) aumenta la liberación del 

neurotransmisor con la primera respuesta pero posteriormente ocasiona depresión por pulsos 

pareados (Debanne, et al., 1996), es decir, la amplitud de la segunda respuesta es menor que 

la primera. Esto es ocasionado porque existe un almacén limitado de neurotransmisor el cual 

puede ser agotado con el primer estímulo (Betz, 1970; Zucker, 1989). 
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Figura 13. Se muestran los cambios en la relación S, I S2 (FPP) con diferentes 

concentraciones de Ca 2+. 
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D. ANÁLISIS DE DATOS 

El % de incremento en la FPP de cada uno de los experimentos fue obtenido con la 

siguiente expresión: 

(1 ) 

Donde S, representa el % de FPP en condición control y S2 el % de facilitación 

producida durante la aplicación de baclofen. De esta manera, se puede calcular cuánto 

aumenta la facilitación debido al baclofen. La facilitación control se ajustó para ver una 

relación S/S, '" 1, Y así determinar más fácilmente el efecto del baclofen y de los antagonistas 

de los canales de Ca2
+. 

La curva dosis-respuesta fue analizada con la siguiente expresión: 

% FPP(BAC) = % FPP (MAX) 1[1 + EC50 I [Bacl" 1 (2) 

Donde el % FPP(BAC) = es el porcentaje de incremento en la FPP producida por 

baclofen; %FPP (MAX) es el efecto saturante; ECso es el 50% del efecto máximo; [Bac] es la 

concentración de baclofen y "n" es la pendiente de la función dosis-respuesta; una 

aproximación al coeficiente de Hill. 

Para hacer el histograma de la gráfica 7 (el cual se muestra en resultados), a cada 

experimento se le aplicó la expresión 1. 

Donde S, = %FPP en condiciones control, es decir, después de incrementar la 

intensidad de estimulación para recuperar la facilitación inicial y S2 es el efecto de baclofen 

en presencia de los antagonistas de canales de Ca2+. 

43 



Para construir las gráficas de curso temporal de la acción de baclofen en presencia de 

los antagonistas de canales de Ca2
., se promedio la relación S/Sl (FPP) cada 5 mino 

La significancia estadística fue analizada con una prueba estadística no paramétrica, 

(U de-Mann-Whitney utilizando el programa de SYSTAT) que se aplica a datos 

independientes y a variables ordinales o categóricas. 

44 



V RESULTADOS 

Para determinar que canales de Ca2
+ dependientes de voltaje son modulados por la 

activación del receptor GABA¡¡ en las aferentes al neoestriado, se realizaron registros 

extracelulares poblacionales utilizando el protocolo de FPP, el cual es utilizado como prueba 

de acción presináptica de un neuromodulador (Dunwiddie y Hass, 1985; Zucker 1989; 

Andreasen y Hablitz 1995; Debanne, et al., 1996; Hernández-Echeagaray, et al., 1998; Barral, 

et al., 1999) . 

A. BLOQUEO DEL EFECTO DEL BACLOFEN POR SACLOFEN, ANTAGONISTA 

SELECTIVO DEL RECEPTOR GABAs' 

Para probar que el efecto de baclofen en las aferentes glutamatérgicas al neoestriado, 

se debe específicamente a la activación del receptor GABA¡¡, se utilizó un antagonista 

selectivo para este receptor, el saclofen a una concentración de 500 J.!M (Dutar y Nicoll 

1988ab). 

En la gráfica 1A se muestra el curso temporal de un experimento, donde se observa 

que el saclofen (500 J.!M) no genera un cambio en la facilitación con respecto al valor 

control. El baclofen (2 J.!M) en presencia de saclofen (500 J.!M), incrementa ligeramente la 

facilitación. Sin embargo, al quitar del medio al antagonista, y dejar sólo el baclofen (2 J.!M), la 

facilitación aumenta significativamente, lo que indica que el saclofen (500 J.!M) ocluye el 

efecto del baclofen (2 J.!M). 

En la gráfica 1 B se muestran las amplitudes (J.!V) de los potenciales poblacionales SI 

y S2' los cuales en condiciones control se ajustaron para tener una facilitación", 1. También 

se muestran los registros poblacionales representativos de cada fase experimental, los cuales 

están enumerados de acuerdo a las gráficas de curso temporal. Se señala el componente 
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antidrómico (N1) Y el ortodrómico (N2) de una espiga poblacional. El efecto de baclofen (2 

~M) es solamente sobre el componente ortodrómico ya que el componente antidrómico no 

presenta cambios significativos, lo cual confirma que el efecto es presináptico. 

B. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE LA ACCiÓN PRESINÁPTICA DEL BACLOFEN, 

AGONISTA DEL RECEPTOR GABA¡¡ 

El efecto de la activación del receptor GABAs en las aferentes al neoestriado fue 

evaluado por el incremento en la FPP producido por baclofen, agonista específico de este 

receptor. 

La gráfica 2 fue construida con 39 experimentos en diferentes rebanadas. Se muestra 

que el baclofen aumenta la relación S/Sl (FPP) de manera dependiente de la concentración, 

produciendo un efecto similar al de reducir el Ca2
• extracelular (Katz y Miledi, 1968; Creager, 

et al., 1980; Debanne, et al., 1996). 

Los números representan los experimentos realizados para cada concentración de 

baclofen, los puntos la media de la respuesta obtenida y las líneas verticales el error 

estándar. 

La concentración eficaz para producir el 50% del efecto total es de 0.57 ~M de 

baclofen, mientras que la máxima facilitación es de 457% respecto del control; obtenida a 

partir de concentraciones de 1 ~M de baclofen. La pendiente o coeficiente de Hill obtenido es 

superior a uno, lo que indica cooperatividad y/o amplificación por vías intracelulares de 

señalización. 

El efecto de baclofen sobre el potencial poblacional es reversible. 
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Gráfica 1. Bloqueo del efecto del baclofen, por un antagonista específico del receptor 

GABAB, el saclofen, a una concentración de 500 ¡¡M . 

Se muestra que el efecto inhibitorio de baclofen (2 ¡¡M) es atenuado en presencia de 

saclofen (500 ¡¡M) pues la facilitación sólo tiene un pequeño incremento, lo que indica que la 

inhibición presináptica por baclofen es a través de la activación del receptor GABAe. Note 

que al lavar el antagonista, la FPP se incrementa de manera significativa. Los registros de la 

derecha están enumerados de acuerdo a las gráficas de curso temporal. 
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Gráfica 2. Curva dosis-respuesta de la acción presináptica del baclofen, agonista del 

receptor GASAs 

Se muestra que el baclofen incrementa la FPP de manera dependiente de la 

concentración. Los números de cada punto representan el número de experimentos con cada 

concentración de baclofen, los puntos representan la media y las líneas verticales el error 

estándar. El valor de la ECso es de 0.57 IlM de baclofen, y la facilitación máxima de 457%. 
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C. EL BACLOFEN NO ACTÚA SOBRE LOS CANALES DE Ca2
+ TIPO N Y P EN 

LA AFERENTES GLUTAMATÉRGICAS AL NEOESTRIADO. 

Previos estudios en las aferentes corticoestriatales reportan la participación de los 

canales de Ca2
> tipo P/O y N en la liberación del neurotransmisor (Lovinger, et al., 1994; 

Sargas, et al., 1998). Para determinar cuál de ellos es modulado por el GASA a través de la 

activación del receptor GASA¡¡, se probó el efecto del baclofen en presencia de antagonistas 

selectivos para estos canales. 

Para determinar si los canales de Ca2
> tipo N, localizados en estas aferentes son 

modulados a través de la activación del receptor GASA¡¡, se utilizó un antagonista específico 

para estos canales, la co-CgTx-GVIA, a una concentración saturante de 1 ¡.¡M (Feldman, et al., 

1987; Soland, et al., 1994). 

En la gráfica 3A se muestra que en presencia de esta toxina aumenta la relación S¡S" 

lo que produce un incremento en la FPP, lo cual indica la participación de estos canales en 

la liberación del neurotransmisor (Sargas, et al., 1998; Sarral, et al., 1999). 

Posteriormente, se incrementó la intensidad de estimulación para obtener una 

disminución en la relación S¡S, y aumentar la participación de canales de Ca2
> no 

bloqueados, y así determinar mejor la acción del baclofen. En esta condición, el baclofen 

(2¡.¡M), en presencia de co-CgTx-GVIA (1 ¡.¡M), persistió en aumentar la facilitación, lo que 

sugiere que el efecto del baclofen no está mediado por los canales de Ca2
> tipo N ya que la 

toxina no ocluyó su efecto. 

En la gráfica 3S se muestran las amplitudes (¡.¡V) de los potenciales poblacionales S, y 

S2 en las diferentes fases experimentales y en la parte derecha los registros representativos 

de los potenciales poblacionales, enumerados de acuerdo a las gráficas de curso temporal. 

Se observa que el incremento en la FPP es acompañado por una disminución en la 
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amplitud del componente N2 de la espiga poblacional SI' mientras que el componente NI no 

presenta cambios significativos, lo que muestra que el incremento en la FPP es por la acción 

presináptica del baclofen 

Para determinar si la activación del receptor GA8A¡¡ en las aferentes al neoestriado 

inhibe la liberación del neurotransmisor glutamato a través de la modulación de los canales 

de Ca2
> tipo P, se utilizó un antagonista específico para estos canales, la ro-AgTx-TK a una 

concentración de 20 nM. 

En la gráfica 4A se muestra que la ro-AgTx-TK (20 nM) bloquea canales que participan 

en la liberación del neurotransmisor ya que se incrementa la FPP. Al aumentar la intensidad 

de estimulación se recupera la facilitación con respecto al valor control. Al agregar baclofen 

(2 J.lM) en presencia de esta toxina la FPP se incrementa significativamente, lo que sugiere 

que el receptor GA8As no modula canales de Ca2
> tipo P. 

En la gráfica 48 se muestran las amplitudes (J.lV) de los potenciales poblacionales SI y 

S2 y en la parte derecha los registros poblacionales representativos de cada fase 

experimental. 

En la gráfica 5A se observa que la ro-AgTx-TK a una concentración de 50 nM 

incrementa la facilitación sináptica, lo que sugiere su participación en la liberación del 

neurotransmisor. Al incrementar el voltaje se recupera parcialmente la FPP con respecto al 

valor control. Cuando se agrega baclofen (2 J.lM) en presencia del antagonista la facilitación 

sináptica se bloquea parcialmente. 

En la gráfica 58 se muestran la amplitudes (J.lV) del los potenciales poblacionales SI y 

S2' Y a la derecha los registros representativos en cada fase experimental. 
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Gráfica 3. Los canales de Ca2
> tipo N no ocluyen el efecto presináptico del baclofen 

en las aferentes al neoestriado. 

Se muestra que los canales de Ca2
> tipo N participan en la liberación del 

neurotransmisor ya que en presencia ro-CgTx-GVIA (111M) la facilitación se incrementa 

significativamente. Asimismo, se observa que la modulación por el receptor GASAs no utiliza 

a los canales tipo N, ya que al agregar baclofen (211M) en presencia de ro-CgTx-GVIA (111M) 

no se antagoniza. el efecto del baclofen, y la facilitación vuelve a incrementarse. Los 

registros de la derecha están enumerados de acuerdo a las gráficas de curso temporal. 
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Gráfica 4_ Los canales de Ca2
' tipo P, no ocluyen el efecto presináptico del baclofen 

en las aferentes corticoestriatales. 

Los canales de Ca2
• tipo P participan en la liberación del neurotransmisor ya que la FPP 

aumenta en presencia de ro-AgTx-TK (20 nM). Al agregar baclofen (2 JlM) en presencia de 

ro-AgTx-TK (20 nM), la FPP se incrementa significativamente. Esto muestra que los canales 

de Ca2
• tipo P no ocluyen el aumento en la facilitación provocado por baclofen, por tanto no 

son los canales de Ca2
• modulados por la activación del receptor GABAs' 

52 



A e 
50 nM w-AgTx-TK 

2 IJM Baclofen 1 
3.0 ~ 

4 e-e 
2.5 

/ CIÍ - 2.0 

uf 2 • 2 1.5 
3/ 1 /e-e -e e-e 

1.0 e-e-e-e-e- - e-e 

B 
200 

> ------------150 1:::.=1=1....&_& 3 2: -&_~ -=1 "O &-& . ~~ :::l 
.<;:: 100 C. 
E 

<1: 

::J~ 
50 \ S, 

~V\.r--~& 

O 
O 20 40 60 80 10 ms 

Tiempo (m in.) 

Gráfica 5. A una concentración de 50 nM de co-AgTx-TK ya se ocluye parcialmente el 

efecto de baclofen. 

Se muestra que la FPP aumenta en presencia de co-AgTx-TK (50 nM), lo que indica su 

participación en la liberación del neurotransmisor. Al agregar baclofen (2 IlM) en presencia de 

esta toxina la facilitación vuelve a incrementarse pero no tanto como ocurre con 20 nM de 

co-AgTx-TK (ver figura 7)., lo que sugiere una oclusión parcial del efecto modulatorio del 

baclofen 
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D. PARTICIPACiÓN DE LOS CANALES DE CA2
+ TIPO Q EN LA MODULACiÓN 

DEL RECEPTOR GABAB EN LAS AFERENTES GLUTAMATÉRGICAS AL 

NEOESTRIADO 

Se ha reportado una concentración saturante para inhibir los canales de Ca2
+ tipo 

Q de 400 nM a 1 ¡.tM de ro-AgTx-TK. En cultivos de neuronas corticales de rata, se ha 

reportado la existencia de 2 tipos de canales de Ca2
+ tipo Q, uno bloqueado por la 

ro-AgTx-TK (1 ¡.tM) de manera reversible en un 33% y otro bloqueado de manera irreversible 

(Teramoto, et al., 1997). 

En la gráfica 6A se muestra que la aplicación de esta toxina a una concentración de 

400 nM incrementa significativamente la facilitación, lo que muestra su participación en la 

liberación del neurotransmisor (Bargas, et al., 1998; Barral, et al., 1999). Al aumentar el 

voltaje se recupera parcialmente la facilitación. Cuando se agrega baclofen (2 ¡.tM) en 

presencia de ro-AgTx-TK (400 nM) se observa que la mayor parte de la facilitación sináptica 

ha sido bloqueada. Esto indica que el efecto del baclofen es mediado por canales de Ca2
+ 

tipo Q. 

En la gráfica 6B se muestran las amplitudes (¡.tV) de los potenciales poblacionales SI 

y S2 en cada fase experimental y los registros poblacionales enumerados de acuerdo a las 

gráficas de curso temporal. 

E. RESUMEN DEL BLOQUEO DEL EFECTO INHIBITORIO DE BACLOFEN POR 

ANTAGONISTAS DE CANALES DE Ca2+. 

La gráfica 7 muestra un histograma que resume los efectos del baclofen (2 ¡.tM) en 

ausencia y presencia de antagonistas de los canales de Ca2
+. 
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El bloqueo de los canales de Ca2
• tipo N y P, por ro-CgTx-GVIA (1 ¡.lM) Y ro-AgTx-TK 

(20 nM), respectivamente, no ocluyen el efecto del baclofen ya que el incremento en la FPP 

producido por baclofen no presenta diferencias significativas a las obtenidas en ausencia de 

estas toxinas (P>0.327 prueba U-de Mann-Whitney). Sin embargo, con ro-AgTx-TK (50 nM) 

ya se ocluye parcialmente el incremento en la FPP producido por baclofen (P< 0.002), ya que 

posiblemente se bloquea una porción de los canales de Ca2
• tipo Q. Al bloquear los canales 

de Ca2
• tipo Q con ro-AgTx-TK (400 nM) se bloquea casi totalmente el incremento en la FPP 

producida por baclofen (P< 0.005) (Ver tabla 2). 
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Gráfica 6. La modulación de las aferentes glutamatérgicas al neoestriado por baclofen 

involucra canales de ea2
• tipo Q. 

Los canales de Ca2
• tipo Q participan de manera importante en la liberación del 

neurotransmisor, ya que al aplicar ro-AgTx-TK (400 nM) la facilitación se incrementa 

significativamente. Al agregar baclofen (2 ¡.¡M) en presencia de ro-AgTx-TK (400 nM) la 

facilitación sináptica ya no se incrementa de manera significativa, lo que indica que esta 

toxina está ocluyendo el efecto del baclofen ya que la FPP producida por la activación del 

receptor GABAe esta ocluida por un bloqueo de los canales de Ca2
• tipo Q. 
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Gráfica 7. Resumen de la acción de baclofen en ausencia y presencia de antagonistas 

de canales de Ca'>. 

El histograma muestra que la Ol-CgTx-GVIA (1 IlM) Y la Ol-AgTx-TK (20 nM), no ocluyen 

el incremento en la FPP producida por baclofen (2 IlM) (P>0.327). Baclofen (2 IlM) en 

presencia de Ol-AgTx-TK (50 nM), ocluye parcialmente la FPP (P<0.002), ya que se bloquean 

los canales de Ca2• tipo P y parte de los Q. Al bloquear los canales de Ca2
• tipo Q con 

Ol-AgTx-TK (400 nM) se ocluye casi completamente el incremento en la FPP inducido por 

baclofen (2IlM) (P<0.005). 

57 



Tabla 2. 

Media Error n 
Estándar 

Baclofen 413.2 16.25 10 
(2 llM) 

O) - Conotoxina - GVIA 401.6 82.21 5 

(1 llM) 

O) - Agatoxina - TK 388.1 20.93 2 
(20 nM) 

O) - Agatoxina - TK 191.7 20.93 6 
(50 nM) 

O) - Agatoxina - TK 24.7 13.86 4 
(400 nM) 



VI DISCUSIÓN 

Utilizando el protocolo de FPP en registros de campo se determinó que el baclofen, 

agonista del receptor GABA,¡, incrementa la facilitación sináptica en las aferentes 

glutamatérgicas al neoestriado de manera dependiente a la concentración. Obteniéndose una 

EC50 de 0.57 ~M de baclofen y un efecto máximo de 457%. Los antagonistas selectivos de los 

canales de Ca2
+ tipo P/Q y N incrementan la FPP, lo que indica su participación en la 

liberación del neurotransmisor. Los bloqueadores de los canales de Ca2
+ tipo N y P, 

ro-CgTx-GVIA (1 ~M) Y la ro-AgTx-TK (20 nM) respectivamente, no ocluyen el incremento en 

la FPP producido por baclofen, lo que indica que no son modulados por la activación del 

receptor GABAs en las aferentes al neoestriado. La ro-AgTx-TK (50 nM) ocluye parcialmente 

el efecto del baclofen. 

Al aplicar el antagonista de los canales de Ca2
+ tipo Q, ro-AgTx-TK (400 nM), se 

ocluye casi totalmente el incremento de la FPP producida por el baclofen. Lo que sugiere que 

la activación del receptor GABA,¡ en las aferentes neoestriatales inhibe la liberación del 

neurotransmisor glutamato a través de la modulación de los canales de Ca2
+ tipo Q . 

El receptor GABAs y los canales de Ca2
+. 

Las neuronas GABAérgicas se encuentran distribuidas en prácticamente todas las 

regiones del SNC de mamíferos y participan en una variedad de procesos fisiológicos. 

El neurotransmisor de las neuronas neoestriatales es el GABA, el cual actúa a través 

de los receptores GABAA y GABAs' ambos presentes en el neoestriado (Kaupmann, et al., 

1997). Sin embargo, el receptor GABAs se encuentra en mayor proporción en las terminales 

presinápticas provenientes de la corteza (Nisenbaum, et al., 1992; Chan, et al., 1998). 

Se ha reportado que el CNQX (5-10 11M), antagonista del receptor de glutamato AMPA, 

bloquea la respuesta ortodrómica poblacional, lo que indica la naturaleza glutamatérgica de 
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las entradas corticoestriatales (Bargas, et al., 1998). En contraste, el APV (30-50 IlM), 

antagonista del receptor NMDA, disminuye parcialmente la amplitud del EPSP (Calabresi, et 

al., 1993; Bargas, et al., 1998). 

Los canales de Ca2
+ dependientes de voltaje que están presentes en la terminal 

presináptica producen la liberación del neurotransmisor que depende de Ca2
+. Estos canales 

pueden ser diferencial mente modulados por diversos transmisores, los cuales producen 

cambios en la corriente de Ca2
+ presináptica, alterando la eficiencia de la transmisión 

sináptica y la frecuencia de disparo (Grillner, et al., 1995). 

Estudios electrofisiológicos han mostrado que el GABA modula presinápticamente la 

liberación de glutamato en las aferentes al neoestriado disminuyendo el influjo de Ca2
+ a 

través de la activación de heterorreceptores GABAs (Scanziani, et al., 1992; DiUman y 

Regehr, 1996). 

Protocolo de Facilitación por Pulsos Pareados (FPP). 

El neoestriado no presenta una estructura laminar y la estimulación ortodrómica con el 

registro de campo no puede aislar la respuesta sináptica poblacional del potencial de acción 

poblacional, por lo cual el efecto presináptico puede estar contaminado con el postsináptico 

(Barral, et al., 1999). Sin embargo, el paradigma de la FPP puede separar el efecto pre del 

postsináptico (Dunwiddie y Hass, 1985; Andreasen y Hablitz, 1995) y los argumentos que lo 

sustentan son los siguientes: 

a) La aplicación de baclofen y de bloqueadores específicos para los diferentes canales 

de Ca2
+ reducen la amplitud del componente ortodrómico pero no el antidrómico. Los efectos 

postsinápticos deberían de producir cambios en ambos componentes. b) Los antagonistas 

de los canales de Ca2
+ tipo L no afectan las propiedades presinápticas y no cambian la FPP 
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(Lovinger, et al., 1994; Bargas, et al., 1998). c) El baclofen y los antagonistas de canales de 

Ca2• tipo N, P/O disminuyen la 1 ra y 2da respuesta ortodrómica simultáneamente, pero no en 

la misma proporción, incrementando de esta forma la FPP. Si el efecto fuera postsináptico, el 

cambio sería en la misma proporción en ambas respuestas (Barral, et al., 1999). d) Los 

cambios en la FPP obtenidos con el registro poblacional son similares a los observados con 

registros intracelulares (Hernández-Echeagaray, et al., 1998). e) No hay cambios en la 

resistencia de entrada postsináptica durante la aplicación de las toxinas (Bargas, et al., 1998). 

Bloqueo del efecto del baclofen por saclofen, antagonista selectivo del 

receptor GABAs' 

El baclofen (211M) disminuye la amplitud del componente ortodrómico de la espiga 

poblacional S" incrementando de esta manera la FPP. Sin embargo, en presencia de 

saclofen (500 11M), se atenúa este efecto, ya que la FPP no presenta cambios significativos. 

Esto demuestra que la inhibición presináptica producida por baclofen es por la activación 

específica del receptor GABA,¡. A este respecto, reportes previos en el neoestriado muestran 

resultados similares a los obtenidos en este estudio (Nisenbaum, et al., 1992; 1993) 

Curva dosis-respuesta de la acción presináptica del baclofen, agonista del 

receptor GABAs' 

El baclofen incrementa la FPP de manera dependiente de la concentración al 

estimular las aferentes corticoestriatales, lo que sugiere que la activación del receptor GABA,¡ 

disminuye las corrientes de Ca2
• presinápticas produciendo una inhibición en la transmisión 

sináptica. 

Estudios en las aferentes neoestriatales de la rata han reportado que la inhibición de 

la transmisión presináptica por baclofen es dependiente de la concentración (Nisenbaum, et 
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al., 1992; Calabresi, et al., 1992; 1993). Pero hasta este estudio no se había reportado la 

relación dosis-respuesta en estas aferentes. 

En el hipocampo, la disminución del EPSP mediado por la activación del receptor 

GABAs es acompañado por una reducción de la corriente de Ca2
+ presináptico (Wu y 

Saggau, 1995). Asimismo, en la terminal presináptica gigante de cáliz de Held, localizada 

en el núcleo medial trapezoide (MNTB), el baclofen causa inhibición en las corrientes de Ca2
+ 

presinápticas y por tanto disminuye la transmisión sináptica (Isaacson, 1998). 

La acción presináptica del baclofen en las aferentes corticoestriatales ocurre a 

concentraciones IlM (Calabresi, et al., 1991; Nisenbaum, et al., 1992; Calabresi, et al., 1993). 

Este estudio muestra que la concentración eficaz para producir el 50 % del efecto total 

es de 0.57 IlM de baclofen. Estudios en la terminal presináptica de cáliz de Held han 

reportado una ECso de baclofen de 0.8 IlM (Takahashi, et al., 1998), y en la transmisión 

sináptica excitatoria del núcleo supraóptico de rata se obtuvo una ECso de 0.27 IlM 

(Kombian, et al., 1996). 

Este estudio también encuentra que la máxima facilitación es de 457% respecto del 

control, obtenida a concentraciones de 1 IlM de baclofen. La concentración saturante en el 

efecto del baclofen se obtuvo a concentraciones de 5-10 IlM. Sin embargo, en terminales 

cerebrocorticales de rata la concentración saturante de baclofen es de 50 IlM (Perkinton y 

Sihra, 1998). Esta diferencia puede ser debida a los diferentes paradigmas experimentales. 

El coeficiente de Hill obtenido fue superior a uno, lo que indica cooperatividad y/o 

amplificación. Lo que sugiere que el receptor GABAs puede usar diferentes señales 

intracelulares y blancos moleculares. 
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Efecto del baclofen en presencia de antagonistas especificos de los canales de 

Ca2>. 

Se ha mostrado que los canales de Ca2
• tipo p/a y N actúan cooperativa mente para 

liberar el glutamato de las aferentes neoestriatales (Lovinger, et al., 1994; Bargas, et al., 

1998) Y que estos pueden ser modulados por transmisores a través de cascadas 

intracelulares (Dunwiddie y Haas 1985; Wu y Saggau, 1997). 

Los canales de Ca2
• tipo N son importantes en anfibios, reptiles y aves ya que la 

aplicación de ro-CgTx-GVIA (0.5 ¡.¡M), bloquea más del 70% del total de la corriente de Ca2
• 

presináptica (Cox y Dunlap 1992; BOland, et al., 1994; Manira y Bussiéres 1997). 

Se ha reportado un bloqueo reversible para ro-CgTx-GVIA en diversos tipos celulares, 

incluyendo las neuronas espinosa medianas neoestriatales. Ambas corrientes son similares 

en su cinética pero difieren en su dependencia al voltaje y en su estado estable. Se ha 

sugerido, que este comportamiento puede deberse a la actividad de subtipos de canal de 

Ca2
• tipo N, por una variación en la transcripción de la subunidad O:'B que confiere diferente 

afinidad a la ro-CgTx-GVIA. También puede haber coexpresión de las subunidades p y/o o:,y 

con la subunidad O:'B' lo que puede alterar si unión con ro-CgTx-GVIA. Asimismo, una 

modificación postraduccional en las subunidades del canal de Ca2
• (glicosilación en una de 

las subunidades del canal de Ca2
.) (Mermelstein y Surmeier, 1997). 

Este trabajo muestra que al aplicar ro-CgTx-GVIA (111M) aumenta la relación S;S, lo 

que indica que los canales de Ca2
• tipo N localizados en las aferentes al neoestriado 

participan en la liberación de glutamato. Reportes previos en estas aferentes muestran un 

incremento en la FPP al aplicar esta toxina (Barral, et al., 1999) y una disminución del 63% en 

la espiga poblacional ortodrómica (Bargas, et al., 1998). En sinaptosomas cerebrocorticales 
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de rata este antagonista reduce la liberación de glutamato en un 47.7% (Vázquez y 

Sánchez-Prieto, 1997). 

El baclofen (211M) en presencia de Ol-CgTx-GVIA (111M), incrementa la FPP, lo que 

indica que lo~ canales de Ca2
+ tipo N localizados en las aferentes corticoestriatales participan 

en la liberación del neurotransmisor pero no son modulados por la activación del receptor 

GABAg, ya que esta toxina no ocluye el incremento en la FPP producido por baclofen. 

En contraste, en cultivos de neuronas de hipocampo (Scholz y Miller, 1991), en 

neuronas ganglionares de la raíz dorsal del pollo (Cox y Dunlap, 1992) y en las neuronas de 

la médula espinal de la rata (Mintz y Bean, 1993), el receptor GABAs modula los canales de 

Ca2+ tipo N. 

Al bloquear los canales de Ca2+ tipo P con Ol-AgTx-TK (20 nM), aumenta la FPP, lo que 

sugiere que estos canales participan en la liberación del neurotransmisor en las aferentes 

glutamatérgicas al neoestriado. Estudios previos en estas aferentes han reportado un 

aumento en la FPP al aplicar Ol-AgTx-TK (10-30 nM) (Barral, et al., 1999). Asimismo, en la 

terminal presináptica del cáliz de Held, se ha reportado que la aplicación de Ol-AgTx-TK 

(5nM) bloquea más de 50% de la corriente de Ca2
+, lo que sugiere que la liberación del 

neurotransmisor es mediada exclusivamente por canales de Ca2
+ tipo P (Forsythe, et al., 

1998). 

Encontramos que la Ol-AgTx-TK (20 nM) no bloquea el incremento en la FPP producida 

por baclofen (211M), lo que sugiere que los canales de Ca2
+ tipo P no son modulados por la 

activación del receptor GABAg. 

La Ol-AgTx-TK (50 nM) ocluye parcialmente el efecto del baclofen (211M), 

probablemente porque a esta concentración se bloquea parte de la corriente de Ca2+ tipo Q. 

Al bloquear los canales de Ca2
+ tipo Q con Ol-AgTx-TK (400 nM) aumenta la FPP de 
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manera significativa, lo que indica que estos canales participan de manera importante en la 

liberación del neurotransmisor en las aferentes al neoestriado. Estudios previos en estas 

aferentes han reportado que la aplicación de Ol-AgTx-TK (100-200 nM) reduce la respuesta N2 

de la espiga poblacional S, en un 54 % (Bargas, et al., 1998), y con una concentración de 100 

a 400 nM de ésta toxina se incrementa la FPP (Barral, et al., 1999). 

Se ha reportado que los canales de Ca2
+ tipo Q son de gran importancia en la 

liberación de glutamato en el SNC (Takahashi y Momiyama, 1993; Teramoto, et al., 1995). 

La transmisión sináptica glutamatérgica en las neuronas CA3 y CA1 de hipocampo es 

mediada principalmente por canales de Ca2
+ tipo Q, ya que con una concentración de 1 ¡.1M de 

Ol-AgTx-TK se bloquea el 85 % de la transmisión sináptica (Wheeler, et al., 1994). Por otro 

lado en sinaptosomas cerebrocorticales de rata se ha mostrado que 200 nM de este péptido 

reduce la liberación del glutamato evocada por KCI en un 70.4 % (Vázquez y Sánchez-Prieto, 

1997). 

El antagonista del canal de Ca2
• tipo Q, la Ol-AgTx-TK (400 nM) bloquea el incremento 

en la FPP producido por baclofen (2 ¡.1M) de manera casi total, lo cual indica que el baclofen 

produce inhibición presináptica a través de la modulación de los canales de Ca2
• tipo Q. 

En las terminales nerviosas cerebrocorticales de rata, se encontró que el receptor 

GABA,. modula los canales de Ca2
+ tipo P/Q (Perkinton y Sihra, 1998). 

El histograma de la gráfica 7 muestra que los canales de Ca2
• tipo N y P no son 

modulados por la activación de los receptores GABA,. en las aferentes neoestriatales, ya que 

el incremento en la FPP no presenta diferencias significativas con respecto al control al (P > 

0.327 prueba de U-Mann-Whitney). 

Se observa que la Ol-AgTx-TK (50 nM) bloquea parcialmente el efecto modulatorio del 

baclofen (P<0.002). Este resultado puede deberse a que la concentración utilizada de esta 
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toxina bloqueó una fracción de las corrientes de Ca2
+ tipo Q. El receptor GASA¡, modula las 

corrientes de Ca2+ tipo Q ya que la ro-AgTx-TK (400 nM) bloquea casi totalmente el efecto 

modulatorio del baclofen (P< 0.005). 
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VII CONCLUSIONES 

Los canales de Ca2
+ que participan en la liberación de glutamato en las aferentes 

glutamatérgicas al neoestriado son los P/O y N, ya que una fracción de la liberación del 

neurotransmisor glutamato es inhibida al aplicar antagonistas específicos para estos canales 

(Sargas, et al., 1998). La participación de estos canales en la liberación es aquí confirmada. 

Los resultados demuestran que la activación del receptor GASA¡, por baclofen, inhibe 

la liberación del neurotransmisor en las aferentes glutamatérgicas al neoestriado, por el 

aumento en la relación SjS1 (FPP), lo que sugiere que la inhibición es presináptica 

(Dunwiddie y Hass 1985). 

La activación del receptor GASAs inhibe la liberación del neurotransmisor glutamato, a 

través de la modulación de los canales de Ca2
+ tipo O, ya que la ro-Aga-TK (400 nM), 

antagonista específico de estos canales, es capaz de ocluir el incremento en la FPP 

producida por baclofen. 

La modulación presináptica corticoestriatal tiene importantes consecuencias en la 

transferencia de información de la corteza al neo estriado ya que permite regular la excitación 

glutamatérgica, y por tanto la actividad funcional del neoestriado. Una excesiva transmisión 

glutamatérgica puede causar muerte neuronal y producir cambios neuroquímicos similares a 

los observados en las enfermedades degenerativas (Sonanno, et al., 1998). 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

Ácido gamma-aminobutírico 

Ácido y-hidroxibutírico 

Agatoxina-IVA 

ro-Agatoxina-IVA 

Agatoxina-TK 

VIII ANEXO 

(GABA) 

(GHB) 

(ro-AgTx-IVA) 

ro-Agatoxina-TK (ro-AgTx-TK) 

D-2-Amino-5-ácido fosfonovalerico (APV) 

3-amino-2-hidroxi-2-(4-clorofenil)-ácido propanosulfónico (Saclofen) 

a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-ácido propíonico (AMPA) 

3-aminopropano ácido sulfónico (APS) 

Baclofen (/3 p-clorofenil GABA) 

Canales de calcio de alto umbral de activación (HVA) 

Canales de calcio de bajo umbral de activación (LVA) 

Canales de K+ de rectificación entrante (Kir: IRK, GIRK) 

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

Colina acetiltransferasa (ChAT) 

Conotoxina-GVIA 

ro-Conotoxina-GVIA (ro-CgTx-GVIA) 

Deshidrogenasa del semialdehído succínico (DHSAS) 

Dibutirato de forbol (PDBu) 

Dinorfina (DYN) 

Encefalinas 

Facilitación por Pulsos Pareados 

GABA transaminasa 

Globo pálido externo 

Globo pálido interno 

Globo pálido ventral 

Glutamato descarboxilasa 

Glutamato sintetasa 

(ENK) 

(FPP) 

(GABA-T) 

(GPe) 

(GPi) 

(GPv) 

(GAD) 

(GluSint) 
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Masa molecular relativa (Mr) 

Neuropéptido Y (NPY) 

N-metil-D-aspartato (NMDA) 

Núcleo Caudado (Cd) 

Núcleos pedúnculo pontinos (PPN) 

Núcleo putamen (Put) 

Núcleo subtalámico (STN) 

Óxido nítrico (NO) 

Potencial postsináptico excitatorio (EPSP) 

Potencial postsináptico inhibitorio (IPSP) 

Proteína cinasa 11 dependiente de Ca2+/Calmodulina (CaM 11 ) 

Receptor metabotrópico de glutamato 

Somatostatina 

Substancia nigra pars compacta 

Substancia nigra pars reticulata 

Sustancia P 

Tetraetilamonio 

(SOM) 

(SNc) 

(SNr) 

(SP) 

(TEA) 

(mGluR) 

4,5,6,7-tetraidroisoxazolo [5,4-c] piridin-3-ol (THIP) 

Tetrodotoxina 

Toxina Pertussis 

Vesícula sináptica 

(TTX) 

(PTX) 

(VS) 
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