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Resumen

Las neuronas se comunican unas
con ofras a traves de la liberacion de
neurotransmisor y fa subsiguiente ac-
cién posisinaptica, sin embargo la efica-
cia del procese de liberacion de neuro-
iransmisor puede ser influenciado por
diversos factores que permiten que el
fortalecimiento de la comunicacidon si-
naptica se vea continuamente modula-
do.

Se han postulado diferentes hipo-
tesis para explicar la modulacién presi-
naptica. Una de las mas atraciivas se
basa en el hecho de que la transmisién
sinaptica depende de la entrada de Ca®*
extracelular, cuando los canales de Ca®*
dependientes de voltaje (VDCC) son
bioqueados, por manipulaciones expe-
rimentales {p.e. bajo Ca®*, bloqueo con
Cd*"), o por la accion de diversos modu-
ladores que actlan sobre receptores
presinapticos (p.e. GABAg y muscarina).
Otras hipétesis de la modulacion presi-
naptica se basan en gue la reduccion en
la liberacion de neurotransmisor se de-
be a la activacion de conductancias de
K* o CI'; 0 a que los moduladores pudie-
ran esfar actuando sobre la maquinaria
de liberacion.

Es posible utilizar técnicas de
registro extracelular para analizar even-
tos presinapticos con el paradigma ex-
perimental de facilitacién por pulsos pa-
reados (PPF) Con este protocolo,
hemos podido establecer la existencia
de diferentes tipos de canales de Ca**
en las terminales nerviosas de la sinap-
sis corticoestriatal, los cuales pueden
ser caracterizados farmacoldgicamente,
La aplicacion de toxinas selectivas que
bloguean especificamente canales de
Ca™ (pe o-Conotoxina GVIA y o-
Agatoxina TK) mostraron que los cana-
les de Ca™ tipo N y Q estan presentes

en estas sinapsis, probablemente en la
vecindad de la zona activa de la sinap-
s1s, directamente involucrados en el
proceso de liberacidn La aplicacion de
antagonisias (Nitrendipina) y agonistas
(Bay K 8644) de los canales de Ca®'
tipo L, mostraron que estos canales es-
tan presenies en la terminal corticoes-
triatal, pero éstos deben encontrarse
alejados de la zona activa de la sinap-
sis. Probablemente contribuyen a la de-
polarizacién de la terminal después de
la llegada del potencial de accidn.

La activacion de receptores mus-
carinicos y GABAérgicos producen in-
hibicidn presinaptica en la sinapsis cor-
ticoestriatal. En ambos casos observa-
mos que esta modulacidén presindptica
se debe a una disminucidn en la entra-
da de Ca® extracelular. Experimentos
de oclusion farmacoldgica revelaron que
la accion de [a muscarina y el baclofen
se ven completamente ocluidos cuando
los canales de Ca®" tipo Q son bloquea-
dos previamente.

En conclusidn, la sinapsis corti-
coestriatal tiene canales de Ca®* tipos L,
N y Q. Los canales tipos N y @ estan
muy cercanos a la zona activa, mientras
que los canales de calcio tipo L estan
en las terminales, pero lejos de la zona
activa. Sin embargo, solamente los ca-
nales de Ca® tipo Q son susceptibles
de ser modulados por la accion de ago-
nistas colinérgicos (por receptores mus-
carinicos) y GABAérgicos ( por recepto-
res GABAg). Otros mecanismos pudie-
ran estar involucrados en la modulacion
presinaptica de la sinapsis corticoestria-
tat



Summary

Neurons communicate with each
other through the release of certain neu-
rotransmitters and the subsequent post-
synaptic action. The efficiency of the
transmitter release can be influenced by
a number of factors that aliow a con-
stant modulation of the strength of the
synaptic communication.

Several hypothesis have beer.
postulated to explain the presynaptic
modulation. The most attractive theory
is based on the fact that synapftic trans-
mission depends on the entry of ex-
tracellular Ca®*, when voltage depend-
ent Ca®* channels (VDCC) are blocked
by several experimental manipulations
(e.g. low external Ca®", Cd*" blockage),
or by action of different modulators that
activate presynaptic receptors (e.g
GABAg, muscarine). Other hypothesis
on the presynaptic modulation are
based on the reduction of neurotrans-
mitter release due to the activation of K
or Cl" conductances, or on neuromodu-
lators could act directly on the reiease
machinery

It is possible to use extracellular
recording technigues to analyze pre-
synaptic events by mean of experimen-
tal paradigm of paired pulse facilitation
(PPF). With this protocol we can estab-
lish the existence of different Ca®* chan-
nels in corticostriatal synaptic endings
that are characterized pharmacologi-
cally. The application of selective toxin
peptides that block Ca®* channels in a
specific way (e.g o-Conotoxin GVIA
and e-Agatoxin TK) showed that N- and
Q-type channels are present in these
termmals, probably In the vicinty of the
active zone of the synapse, directly n-
volved in the release process The ap-

plication of antagonist (nitrendipina) and
agonist (Bay K 8644) of L-type Ca”'
channels showed that these types of
channels are present in the corticostri-
atal terminals, but far from the active
zone of the synapse. Probably, the L-
type of Ca®* channeis may contribute to
the depolarization after the upset of the
action potential.

The activation of the muscarinic
and the GABAergic receptors produce a
presynaptic inhibition in the corticostri-
aial synapses. In both cases this pre-
synaptic modulation is due tc a de-
crease in the entry of the external CaZ.
Experiments with pharmacoiogical oc-
clusion revealed that the actions of both
muscarine and baclofen were com-
pletely occluded when Q-type Ca?*
channels had been blocked

In conclusien, the corticostratal
synapses have L- N- and Q-type Ca”™
channels. The N- and Q-type Ca®"
channels are very close to the active
zone of the synapse, whereas L-type
Ca®" channels are within the terminals
but far from the active zone. However,
only the Q-type Ca®* channels are sus-
ceptible to be modulated by the action of
cholinergic {(by muscarinic receptors)
and GABAergic agonists (by GABAg
receptors). Other mechanisms may also
be involved in the presynaptic modula-
tion of the corticostriatal synapses.




Introduccion
| Consideraciones Iniciales

| a Sinapsis
El mecanismo por ef cual 1a In-

formaciéon es transferida de una neuro-
na a otra es la transmisidn sindptica =],
la cual ocurre en sitios especializados
denominados sinapsis, siendo el princi-
pal sitic de comunicacion entre las neu-
ronas % A través de las sinapsis se
establecen microcircuitos neuronales y
redes Existen sinapsis eléctricas o
gquimicas de acuerdo al mecanismo de
transmision En la sinapsis eléctrica el
cambio en el potencial de membrana es
conducido a la otra célula por una via
de baja resistencia denominada unién
estrecha © unidn comunicante, formada
por conexinas. Se trata de un tipo de
transmision  rapida y frecuentemente
bidireccicnal ™. Mientras que las si-

napsis quimicas utilizan una substancia

transmisora con que la neurona presi-

r

naptica se comunica con la postsinapti-
ca.

La figura 1 ilustra una sinapsis
guimica tipica del sistema nervioso cen-
tral. En elia podemos distinguir dos
componentes. Uno presinaptico y ofro
postsinaptico, el primero de ellos es el
elemento termiral de los axones y la
salida de la sefial eléctrica que envia la
neurona efectora conocida como fermi-
nal nerviosa o botén sinaptico. En esta
zona el axdén se ensancha y su mem-
brana forma el componente presinaptico
y se adosa estrechamente a la mem-
brana de otra neurona también especia-
lizada formando el componente postsi-
naptico. Este tipc de sinapsis utiliza una
substancia transmisora con que la neu-
rona presinaptica se comunica con la

postsindptica, la cual es sintetizada por
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Figura 1. La Terminal Sinaptica. La figura muestra un botén sinaptico que contiene cuatro
especializaciones separadas. El inserto muestra una amplificacién de una de esas especializaciones Se
observa una red filamentosa de fibras parecidas a [a actina que se extiende hacia el botdn desde la
membrana presingptica. Se observan también filamentos finos (probablemente de fodrina) unidos a la
membrana presindptica. Racimos de vesiculas sinapticas estan unidas al citoesqueteto por sinapsina |
Aunque algunas vesiculas cercanas a la membrana presinaptica parecen estar despegadas, y son mas
moviles. Existe una subpoblacién de vesiculas especificamente ancladas en la membrana presinaptica,
listas para liberar su contenido, al armibo de un wmpulso nervioso. La liberacion de neurotransmisor es
disparado por la entrada de calcio a través de canales que se concentran en el sitio de Yberacidn El
transmusor liberado se difunde a través del espacio smaptico, y finalmente se une a receptores
locahzados en la membrana postsinaptica, Esto resulta en un flujo de cornente a través de la membrana
postsindptica La regidn conocida como densidad postsindptica (PSD) contiene una gran cantdad de
receptores postsindpticos, ¥ una alta densidad de preteinas (mostradas en el esquema unidas a los
receptores) Entre ellas se incluyen kinasas y ofras proteinas 3ue pueden estar nvolucradas en la
regulacidn de ios receptotes o en fas propiedades de los canales, Medfieido de183]



la neuronz presinaptica, almacenada en
vesiculas sindpticas vy liberada al espa-
cio extracelular ¥ %2, En condiciones de
reposo la probahilidad de liberar una
vesicula es muy baja, sin embargo no
es nula ¥'% %% La probabilidad de libe-
racion se incrementa poderosamente
cuando la terminal nerviosa es depolari-

[49]

Zada Se frata de una exocitosis re-

gulada por sensores del cambio en la

concentracion interna de Ca®™ [193 88 212,

88‘92].

La llegada de un potenciai de
accion a la terminal presinaptica,
provoza un  incremento  en  la
permeabilidad al ca®, lo que promueve
la liberacidn por exocitosis  del
neurotransmiser  contenido  en  las
vesiculas (Fig. 2) La liberacion de
neurotransmisor es producida por la
entrada de Ca®* extracelular a través de
Luna gran

cantidad de canales

concenfrados en cada sitio de liberacidn

P4 29 msta substancia reacciona con

receptores especificos de la célula
postsinaptica, gue a su vez generan
corfientes sinapticas que provocan
cambios en el potenciai de membrana
de la celula postsinaptica,

debidc a la apertura de canales
dependientes de voltaje subumbrales en
la postsinapsis (Fig. 2). Si el cambio en
el potenciat de la célula postsinaptica es
suficiente para sobrepasar el potencial
umbral de disparc de la celula
postsinaptica, entonces se inicla un
potencial de accidén postsinaptico (Fig.
2yle8.92)

La liberacion de neurctransmisor
ocurre en sitios especializados de la
membrana presinaptica, En estos sitios
se han observado redes de filamentos
que se extienden a los botones
sinaplicos desde fa membrana
presinaptica (Fig. 1}, este citoesqueleto
no parece estar constituido  por
filamentos de actina ni ricrotubuios '

Los racimas de vesiculas en los sitios
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Figura 2. Mecanismo de Accion de la Sinapsis. (1} depolarizacion de la
membrana sinaplica; (2) entrada de calcio a la terminal; (3-5) movilizacién y fusién
de la vesicula a su sitic de anclaje; (6) liberacion de un paquete {cuanto) de
moléculas de neurotransmisor; (7} difusion de las moléculas de neurotransmisor al
espacio sinaptico; (8) unién de las moleculas de neurotransmisor a los receptores
en la membrana de la célula postsinaptica; (8) o bien, su degradacion por diversas
enzimas. {10) El neurotransmisor se puede unir a receptores ionotropicos
activando directamente conductancias en la célula posteinaptica; (10a) asimismo
el neurotransmisor se puede unir a receptores metabotrépicos, lo que involucra la
activacién de proteinas-G, {11a, 12) activando diversas vias de sefializacion. (11)
la activacion de receptores produce cambios en el potencial de la membrana.
Abreviaturas: IP3, trifosfato de inositol; CaM I, calcio camodulin kinasa If; DAG,

diacil gliceroi. PK proteina kinasa, R. recePtor G, proteina-G. E. Enzima efectora;
NOS, sintetasa del oxido nitrico Mefeadede
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de liberacidn se encuentran unidos a
esia red de filamentos por sinapsina |,
aunque algunas de estas vesiculas
parecen estar libres siendo mas
moviles. Existe una subpcbiacion de
vesiculas ancladas en ugares
especificos '™, de tal modo que estan
listas para liberar su contenido al espa-
cio sinaptico cuando esto sea requerido

Las vesiculas estdn ancladas en
los sitios de liberacion; aungue ei
anclaje, exoctosis y reciclaje de las
vesiculas después de la liberacidn no
ha sido comprendido en su cabalidad,
muchas  proteinas  potencialmente
importantes ya han sido identificadas
093 Una vez ancladas, sm embargo, las
vesicuidas estdn preparadas y respon-
den con exoctosis rapida a estimuios
apropiados (normalmente a un incre-
mento altamente localizado en el influjo
de Ca™). El proceso de preparacién
involucta la formacidon de complejos

multiproteicos que atan 1a vesicula se-

cretora a la membrana plasmatica en
estrecha yuxtaposiciéon con ofros impor-
tantes elementios de sefializacion Estcs
complejos involucran proteinas de las
membranas de las vesiculas secretoras
y de la membrana plasmatica neuronal,
asi como otros elementos que ayudan a
unirlas entre si Algunas de las protei-
nas también tienen proptedades que les
permiten responder a la sefai de Ca®*
que dispara la exocitosis

En la zona actva (Fig 2) se for-
man complejos proteicos entre protei-
nas SNAP con proteinas NSF (por sus
siglas en ingles' SNAP, soluble NSF-
attachment protein; NSF. NEM-sensitive
fusion protein), estas se unen a protei-
nas muy selectivas de la membrana
denominadas SNAREs (soluble NSF-
attachment protein receplors). En la ve-
sicula la proteina SNARE se denomina
sinaptobrevina ¢ VAMP (vesicle asso-
clated membrane piotemn), mentras que

en la membrana plasmatica ia proteina
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Figura 3. La Transmisién Sinaptica. £l diagrama muestra las proteinas de una
vesicula sindptica y algunos de los receptores propuestos Se asumen
compartimentos separados para {1) almacenamiento, donde las vesiculas se
almacenan unidas al citoesqueleto. (2) trafico, desplazamiento de las vesiculas
hacia los sitios actives. (3) Anclaje de las vesicuias en las zonas activas y su
preparacion para la liberacion. (4) formacion del poro de fusidn y liberacion.
Algunas de esas proteinas son blancos de neurotoxinas que actdan medificando la
liberacion de neurctransmisor. VAMP (sinaptobrevina), SNAP-25 y sintaxina son
blogueadas por toxinas botulinicas, la a-latrotoxina que se une a neurexinas
produciendo la deplecion de las vesiculas secretorag Modfteade 0e52)
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SNARE es la sintaxina ©% & 212
complejo inicial formado entre la protei-
na de la membrana plasmatica sintaxina
1A, la SNAP-25 y la proteina vesicular
sinaptobrevina, con una estequiometria
de 1:1:1, proporciona un andamiaje de
alta afinidad de receptor para la protei-
na o-SNAP, v su arribo permite el reclu-
tamiento de NSF. Un aspecto que vale
fa pena resaltar es el hecho de que
aunque las vesiculas esten ancladas y
fusionadas a la membrana, gracias a
estos complejos proteicos, no son ca-
paces de liberar su contenido al espacio
sinaptico ya que esto depende de que |a
concentracion intracelular de Ca®* al-
cance valores micromolares, Al parecer
la hidrolisis de ATP, junto con la diso-
ciacion de NSF/a-SNAP causa la fusién
parcial de la vesicula con la membrana

plasmatica, alistandola para la libera-

cion final,

La apertura de los canales de
Ca** proporciona la sefial para |a exoci-
tosis. Uno de los candidatos para fun-
cionar como sensor de Ca”* es otra pro-
teina de la vesicula sinaptica denomi-
nada sinatoptagmina, que se uneg al
complegjo VAMP-sintaxina (Fig. 3). Al
parecer, la sintaxina estd asociada a
canales de Ca®" tipo N y P/Q %% Otra
proteina vesicular, la sinaptofisina parti-
cipa en la formacién de un poro de fu-
sion que promueve la liberacion por
exocitosis del neurctransmisor conteni-
do en las vesiculas (Fig.3) 18 2'2-92]

El ion Ca** en fa terminal sinapti-
ca juega un papel fundamental en el
control de la liberacién del neurotrans-
miscr; actuando sobre diferentes estruc-
turas de ta maguinaria de liberacion. El
proceso de liberacion depende de la
acumulacion de transmiser en el interior
de las vesiculas. En el reposo, las vesi-
culas cargadas de neurotransmisor se

localizan ya sea en el cioplasma, uni-




das a filamentos, o ancladas en la zona
acliva de la membrana presinaptica.
Esta se caracteriza por la gran densidad
de canales de Ca®* y los complejos pro-
teicos que permiten el anclaje de las
vesiculas En el lado postsinaptico se
encuentra una alta densidad de recepto-
res [7. 68, 212]‘

El incremento en la concentra-
cion de Ca®* intracelular {{Ca”"]) genera
diferentes respuestas en la terminal, ya
que este idn actia como segundo men-
sajero activando diversas vias de sefia-
lizacidn intracelular. De tal modo que las
variaciones espaciales y temporales en
la [Ca®] permiten regular diversas fun-
ciones dentro de la terminal. Asimismo
existe una variacion substancial en la
regulacion de la [Ca®'] en diferentes
partes de la neurona asi como una dis-
tnbucion heterogénea de canales de
Ca” 'Sl En las vesiculas sinapticas las
sinapsinas son fosforiladas por protei-

nas del tipo de la Ca’-Calmoduln-

Kinasa |, que en su forma defosforilada
se encargan de mantener a las vesicu-
las unidas al citoesqueieto. Mientras
que la depolarizacidon de la terminal fa-
vorece la fosforilacién de la sinapsina |,
por un Incremento en la {Ca™], lo que
trae como consecuencia que la vesicula
se separe del citoesqueleto para dingir-
se al sifio de anclaje

Por ofro lado se conoce de la
existencia de receptores a neurotrans-
misores en las mismas terminales de la
célula presinaptica Son responsables
de la regulacién de la liberacion de
transmisor (auto- y hetercrreceptores),
gjercen su influencia sobre determina-
das vias nerviosas %% 1% 8 Egte ylti-
mo aspecto resulta de particular interés
pues posibilita que algunas de las mu-
chas aferencias que llegan a un ntcleo,
se vean favorecidas por su selectividad
a un neurotransmisor en sus terminales
De tal medo que los diferentes neuro-

transmisores podrian estar generando




cambios ’en la cicuiteria neuronal de
forma dinamica, por los efectos que
ejercen en la presinapsis. Esio es, ef
sistema tendria un mecanismo para se-
leccionar que vias aferentes son activa-

das en un momento dado %,

Los Canales de Ca®’

Los canales de Cca®

dependientes de voliale (VDCC) han
sido clasificados de acuerdo a sus
propledades

elecirofisiologicas y

farmacoldgicas en  cinco  grupos
esenciales denominados T, L, N, P/Q vy
R. Los ¢anales T son activados a bajo
voltaje {LVA)} {< -50 mV); los canales
restantes requieren mayores voltajes de
activacién (HVA) B9 En 1a figura 4 se
muestra un esquema de los VDCC,
como se puede apreciar se trata de
complejos

proteicos  heteroméricos

compuestos de una subunidad o (170-

240  kDa) formadora del poro,

consistente  de  cuatro  regiones

transmembranales homoelogas. Cada
region esta formada por seis dominios
transmembranales unidos por lazos
citoplasmaticos de longitud variable y
con el dominio de! amine y el carboxilo

terminal citoplasmaticos. La subunidad

reguladora B {52-78 kDa) es

(301

enteramente citoplasmatica . Existe

ademas una subunidad o8 (140-170

kDa), que estda formada por dos

proteinas unidas entre si por puenies
disulfuro 1'% siendo codificadas par el

mismo gene. Esta subunidad estd
anclada a la membrana con dominios
extracelulares altamente glucosilados,
asimismo se ha reportado ia existencia
de otra subunidad y {32 kDa) en los
canales L de las células musculares

exclusivamente %1

Los canales de ca®
dependientes de wvoltaje han sido
clasificados de acuerdo a sus



propiedades electrofisioldgicas y

farmacologicas en  cinco  grupos

esenciales denominados T, L, N. P/Q, y

R (Tabla 1). Las proteinas de los

diversos canales cedificados por ¢cDNA

han sido secuencladas ¥

funcicnalmente expresadas en sistemas

{131, 168}

celutares heterdlogos Los
canales T son activados con voltajes
bajos (<-50 mV). Los canales restanteg
requieren  mayores  voltaes  de
activacion. Tipicamente los canales N y
P/Q se coloczalizan junte a las series de
vesiculas ancladas en la sinapsis donde

ellos controlan la

exocitosis,
demostrado por la sensibilidad de varios

tipos de neurotransmisores a

bioqueadores especificos de esos

206, 208 210 135]

canales ! . Los canales R

han sido los menos caracterizados

debido a su insensibilidad a blogueo

farmacolélogicc  Los canales mas
abundantes son  los canales L,
particularmente en las celulas

musculares tanto esguelélicas como
cardiacas donde juegan un papel
esencial en el mecanismc de acople
excitacidn - contraccion.

De forma similar a otros canales
1onicos, el segmento S, de la subunidad
., de los canales de Ca®' esta asociado
al sensor de voltaje. Esta altamenie
conservado en los diversos tipos de
canales de calcio Se piensa que este
segmento se desplaza hacia el exterior
cuando es depolarizado permitiendo Ia
apertura conformacional del poro B9, En
la regicn del

poro, existen cuatro

residucs de glutamato  cargados
negativamente, que podrian explicar la
alta selectividad al Ca® de estos
canales %
Aungue Ja  subunidad oy
constiiuye por si misma el poro a través
del cual el Ca** fluye hacia el interior de
la célula cuando ésta es depolanzada,

tas subunidades i y w28 presentan



Propiedades y
Farmacciogia
Umbral de Acti- =70
vacion (mVv}
Umbral de Inac-
tivacion (mV)
Conductancia
del canal (pS)
Tiempo de Aper-
tura (ms}

Canal L
40 a-20
-110a-50 -60a-10
7-10 11-25

06-2 05-1

Canal N

-120 a2 -30 7

1022 14

Canal

Canal P ch

-30 -40 -40 ?

-110a 40 -120 a-30

9-19 20

07a15 <1 ? ?

Agonistas

Bay K 8644 S

Antagonistas

Kurtoxina Si
Dihidropiridinas

w-CgTx GVIA

w-CgTx MVIIC

w-AgTx IVA

w-AgTx TK

SNX

ca™ Kd 40 um
NiE KD <40 uM
Subumdad O, Gag, GHH

Kd <37 nM

Kd 15 uM

Qs ip, Y4C

Kd 1 uM ?

1uM
Kd = 1-10 uM

Kd<1M
<20 nM
< 30nM

Ka > 5 uM
> 100 nM
>200 nM

Kd 1 uM G

X158 Q14 Q14 Qi

Propedaces electrofisiclogicas y farmacclégicas de los canales de calcio [30, 216, 217, 134,218, 219,

220, 224]

importantes funciones regulatornias " **

"9 L as subunidades B (Fig 4), ai igual

que la subunidad «,, estan codficadas

por vanos genes (B, By, los cuales

117160}

'

presentan multiples variaciones

que contribuyen a la diversidad

molecular y funcional de los canales de

Ca”™ neuronales. Los parametros

cinéticos  ({activacién e inactivacion)

asociados con las cormentes de Ca™' a
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Figura 4. Organizacion estructural de los canales de calcio. (A) Se muestra la
disposicidn de las subunidades de los canales de calcio, siendo similar en todos
los tipos estudiados. Las asas citoplasmaticas estdn marcadas de acuerdo a los
dominios que ellas enlazan. La subunidad B es enteramente citoplasmatica,
mientras que la subunidad 28 es principaimente extracelular. Los sitios de
interaccion entre las subunidades estan sefalados por flechas. (B) la subunidad «
interactia con diversas proteina citoplasmaticas, muchas de elfas involucradas en
la liberacién de neurotransmisores. Los dominios transmembranales I-IV se
muestran como diagramas de caja, cada uno de ellos compuesto de seis
segmentos transmembranales. Las barras negras indican los sitios de interaccion
con las proteinas indicadas. (C) los canales de calcio estdn formados par una
cadena o polipeptidica que contiene cuatro dominios homdlogos (I-1V), cada uno
con seis segmentos transmembranales (S1-S6), de los cuales 5S4 es el sensor de

voliaje. Ademas entre S5 y S6 se encuentra la regién formadora det poro (P), tal
J g d P
como se apfecia en D. | Ay B tomados de 190 Cy [ tomado de 07
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través de son

subunidades oy
afectadas por la coexpresion de varias
isoformas de subunidades p en ovocitos

de Xenopus sp Las subunidades

llevan los sitios de fosforilacion para
diversas proteinas cinasas ' %%

Algunos de estos canales,
~ particutarmente aquellos involucrados
en la hberacion de neurotransmisores
son susceptibles de ser modulados por
reacciones de fosforilacién y
defosforilacion  llevados a cabo por
diferentes proteinas-G.

La actividad de canales de Ca®'
N vy P/Q ser

puede inhibida

reversiblemente  después  de la
activacion de proteinas-G acopladas a
receptores a fraves de vias restringidas
a membrana. La reduccién en la

actividad del canal resulta en una
reduccién en la amplitud del pico de
corriente y un enleniecimiento en la

cinética de activacion Este tipo de

interaccion directa ha sido demostrada
entre complejos By de proteinas-G y
secuencias de

algunas asas

citoplasmaticas entre fos  dominios
fransmembranales | y 1l (Fig. 3C). Uno
de los cuales se sobrepone al dominic
de interaccion de la subunidad B,
suginendo un antagonismo funcional
entre las subunidades { y las proteinas-
G. Por otro lado en estos mismos

canales se ha demostrado una situacion

similar  para la nteraccion  con
componentes de la maquinara
exocitética de liberacion de

neurotransmisores [17 190

La liberacion de neurotransmisor
de vesiculas sinapticas es inducida por
el influjo de Ca® en los VDCC, vy la
rapidez de esta respuesta recae en la
estrecha proximidad de fos sitios en los
cuales la exocitosis ocurre y 1os sitios
de influyo de Ca®'. La base de esta

estracha proximidad ha venido siendo




mas clara con la identificacion de sitios
de interaccion directa def asa entre los
dominios transmembranales 1l y lil de
las subunidades aia ¥ 15 con algunas
proteinas que intervienen en la
liberacion, tanto membranales como la
sintaxina y el SNAP-25, asi como otras
vesiculares, como VAMP ¥
sinaptotagmina. Esto sugiere el papel
del inflyjo de Ca®* en la respuesta
vesicular. Ademas, interacciones entre
proteinas SNARE y VDCC también
parecen jugar un palpel en la
modulacion de la actividad del canal. En
ese sentido se ha reportado que los
canales tipo N son regulados por

proteinas-G  salo  cuando  estan

asociados a sintaxina, indicando el
mecanismo para el control selectivo de
los canales asociados a sitios de

liberacion U7 1%,

e

El papel def Ca*" en la Liberacion

En condiciones de reposo fa con-
centracion intracelular de Ca®* no es
mayor de 107 o 10° M, que es al menos
10,000 veces mencr que la concentra-
cion de Ca®' extracelufar B "% Esta
diferencia de concentraciones es man-
tenida en la terminal por varios meca-
nismos. La difusion de Ca* esta seve-
ramente limitada por amortiguadores de
Ca?'", ya que tan pronto entra es captu-
rado por proteinas como calmodulina,
parvatbumina o calbindina. También es
secuestrado por organelos intracelula-
res, como las mitocondrias y reticulo
endoplasmico liso con aita afinidad. Del
mismo modo fas vesiculas sinapticas
capturan Ca®*, pero con menor afinidad.
Finalmente es expulsado al espacio ex-
intercambiadores Na™-

tracelular por

Ca®* y por bombas metabolicas [,
La depolarizacidén producida per

la llegada de un potencial de accian a la




terminal presinaptica, provoca un cam-
bio en la concentracién interna de Ca®*.
Ya sea por [a entrada de Ca®' extracelu-
lar debida a la activacion de los VDCC
€99, 2000 5 por la liberacion de Ca®* de
sitios de almacenamiento intracelulares
2% Cuando se bloquean los canales de
Ca® membranales con Cd%* o Co%, o
bien cuando se elimina el Ca** del me-
dic extracelular, el potencial postsinapti-
co desaparece, a pesar de que los po-
tenciales gue alcanzan la terminal si-
naptica permanecen inalterados. Por lo
que la entrada de Ca®* extracelular a
través de VDCC es necesaria para pro-
ducir la exocitosis de neurctransmisor
68, 212]‘

Cuando las terminales nerviosas
son depolarizadas se puede cbservar la
aparicion de microdominios de Ca®* que
alcanzan de 200 a 300 pM de concen-

tracion 30 185, 144]

. Estos microdominios
Se encueniran en la zona activa de la

membrana presinaptica, es decir, en la

zona donde se encueniran vesiculas
ancladas y listas para liberar. En la si-
napsis rapida, el Ca®* que difunde en el
citosol dentro de los primeros 200 us
que siguen a la llegada de un potencial
de accién no sobrepasa los 10 nm de la
boca del canal B% 185 1% por 15 que la
entrada de Ca®* al elemento presinépti-
co ocurre en estrecha proximidad con et
aparato de liberacion [0 212 30, 165, 184
Por otro lado, el nimero de 1ones de
Ca®* que entran por unidad de tiempo
depende de: a} el nimero de canaies de
Ca** abiertos, los cuales dependen de
fa actividad presinaptica, b} el numero
de canales de Ca®* susceptibles de ac-
fivacién y ¢) la presencia de canales de

K+ [68]

Se ha demostrado por

mediciones de potenciales

postsindpticos que la apertura de
VDCC, la entrada de Ca®", (a activacion
de Ia

maqguinaria  exocitotica, la

liberacion de neurctransmiscr y Su



lifusion por el espacio sindptico hasta
ictivar los receptores de la membrana
ostsinaptica toma muy poco tiempo
200 - 300 us}. Por lo que las vesiculas
inapticas deben estar ancladas vy listas
ara liberar muy cerca de los sitios de
iberacidn, asimismo deben estar muy
erca 0 en contacto con canales de
sg?t, 88 212 30 185 gin embargo no
odos los canales de Ca®" estan
sociados  a  la liberacién  de
eurotransmisor, por ejemplo en la
sinapsis contico-estriatal los canales L y
' no participan directamente o su
>articipacion no es significativa ',
Debido al amplio rango de fun-
siones que dependen de la activacion
de canales de Ca?*, no resulta sorpren-
fente la existencia de diversas toxinas
waturales que inhiben selectivamente a
2stos canales tanto pre- como postsi-
wapticamente. Asi las toxinas extraidas

le invertebrados depredadores combi-

1adas con farmacos producidos sintéti-

camente, proporcivnan una bateria de
substancias que permiten discriminar
entre diversos tipos de corrientes de
Ca® que han side definidas original-
mente sobre la base de sus caracteristi-
cas biofisicas.

Las 1 4-dihidropiridinas (DHP)
han sido utlizadas para identificar un
tipo de canales de Ca® presente en
todos los tipos de masculo, asi como en
neuronas y células endocrinas. Se traia
de los canales ce Ca®' de tipo L. estos
canales expresan las subunidades as,
principalmente en musculo esquelético
y lIso, oug, en musculo cardiaco y liso y
en cerebro, y ap, en finon, células en-
docrinas y cerebro. En presencia de
antagonistas de las DHP’'s, como nifedi-
pina, nitrendipina © nicardipina estos
canales permanecen menos tiempo en
el estado abierto, mientras que agonis-
tas como el metil - 1,4 — dihidro - 2,6 -

dimetil — 3 — nitro — 4 - {trifluoromethiife-




nily — piridina — 5 - carboxilato (BayK-
3644) promueven el estado activado
que se caracteriza por permmanecer
abierto.

Entre las toxinas de origen natu-
ral se ha descrito que las o-conotoxinas
bloguean conductancias de Ca?* de tipo
no-L. Se trata de toxinas exiraidas de
caracoles marinos depredadores de ia
familia Conidae, una de ellas se extrae
de Conus geographus: Lla o
Conotoxina-GViA {»-CgTx-GVIA). Esta
toxina bloquea corrientes de Ca®* in-
sensibles a las DHP’s en neuronas pero
no en musculo. Los canales sensibles a
esta toxina se denominan canales de
Ca”™ de tipo N. Expresan la subunidad
oqs, en células endocrinas y neuronas.
Ofra toxina, extraida de Conus magus,
la w-Conotoxina MVIIC (o-CgTx MVIIC),
ademas de bloguear los canales de

Ca®* tipo N, bloquea otra conductancia

de Ca* resistente a las DHP's y a la -

CgTx-GVIA, descrita originalmente en
células de Purkinje en €l cerebelo, de-
nominada conductancia de tipo P. Esta
conductancia es particularmente sensi-
ble a bajas concentraciones de toxinas
extraidas de la arafia Agenelopsis aper-
fa, o-Agatoxina VA (0-AgTx-IVA) v o—
Agatoxina TK (o IVB} {0-AgTx-TK). Es-
tos canales expresan la subunidad oqa.
También se ha reportado la conductan-
cia tipo Q insensible a las DHP's y a 1a
w-CgTx-GVIA. Es sensible a la «-AgTx-
IVA vy w-AgTx-IVB, pero con mencor afi-
nidad que los canales tipo P, por lo que
se requieren concentraciones mayores
de estas toxinas para bloguearla. Tam-
bién expresa la subunidad o4, stendo la
diferencia entre los canales P y Q unos
cuantos aminoacidos, por lo que fre-
cuentemente se reporta como la con-
ductancia P/Q P Finalmente se ha re-
portado que hay otra conductancia de

Ca’* resistente a todas las toxinas antes



mencionadas, denominada conductan-
cia tipo R, expresado por las subunidad
dse- Sin embargo es claramente distin-
guible de la conductancia T, porque se
activa a potenciales superiores a -50
mV, sus corrientes se desactivan con
constantes de tiempo de cientos de mi-

crosegundos %,

Il Consideraciones Funcionales

La neuromodulacion
La actividad elécirica y la capaci-

dad de respuesta de una neurona de-
penden de sus propledades eléctricas
intrinsecas y de las sefiales extrinsecas
provenientes de las sinapsis y ambiente
quimice que las rodea. Las propiedades
intrinsecas provienen del arreglo de ca-
nales dependientes de voltaje y depen-
dientes de ligando presentes en ia neu-
rona, asi como la propia geometria neu-
ronal; gue tomadas en conjunto, condi-

ciona el rango de comportamiento eléc-

Existen adémés otras conductan-
cias de Ca**, denominadas de bajo um-
bral, caracterizados por los canales de
Ca® tipo T, expresados por las subuni-
dades aie, aiu, ¢, que al parecer, ho
se observan en las terminales nervio-

Sas.

trico disponible para responder a sefia-
les extrinsecas. Por otro lado, las sefa-
les extrinsecas del tipo de los neuro-
transmisores y las hormonas, ejercen su
efecto por la apertura o cierre de cana-
les idnicos en las neuronas blanco Los
canales ionicos pueden ser substratos
para la fosforilacion por diferentes cina-
sas, defosforilacion por diferentes fosfa-
tasas, interaccion con el acido araqui-
donico y sus metabadlitos, asi como in-

teraccion directa con proteinas-G. Esas



sefiales modulatorias pueden no ser
suficientes por si mismas para producir
el disparo en las terminales sinapticas,
sin embargo, producen dramaticos efec-
tos que afectan profundamente el fun-
cionamiento de fos canales, y por lo tan-
to de la neurona "%,

Entre las vias modulatorias me-
diadas por proteinas-G, aguellas gue
involucran canales de Ca® tienen un
impacte amplio sobre la fisiologia de la
neurcna, ya que la enfrada de Ca®
ademas de contnbuir a la liberacién de
neurctransmisores eveca diversas res-
puestas celulares tales como la apertura
de canales de potasio dependientes de
Ca’, propagacidon del impulso nervieso,
reacciones enzimaticas y transcripcién
de genes. Modificaciones a corto v largo
plazo de respuestas neuronales o
transmision sinaptica resulian de la mo-
dulacion de los canales de Ca?" '™ Sin
embargo, la comprensién de los meca-

nismos de neuromodulacidn mediada

por canales de Ca”* requiere de ta iden-
tificacion de los canales de Ca”" depen-
dientes de volfaje que estan presentes
en las neuronas, y que estan invoiucra-
dos en las conocidas respuestas modu-
latorias producidas por la activacion de

receptores presinapticos "%

Papel de las Proteinas-G en la modu-
lacion

La activacion de receptores aco-
plados a proteinas-G inicia cuando él
ligando se une al tipico receptor de siete
dominios transmembranales, Esto pro-
duce un cambio conformacional que
lleva a un decremento en la afinidad de
1a subunidad Gu por GDP, disociandola
de este y reemplazandolo por GTP. Una
vez que el GTP esta asociado a fa sub-
unidad Ga, ésta asume su conforma-
clén activada y se disocia del dimero
Gpy El estado activado persiste hasta
que el GTP es hidrolizado a GDP por la

actividad GTPasa intrinseca de la sub-




unidad Gou; cuando esto sucede la sub-
unidad Go sé reasocia con el dimero
Gpy para formar el heterotrimero inacti-
Vo [67, TB]‘

La modulacién de |a actividad de
los canales iénicos dependiente de Pro-
teinas-G actla de forma relativamente
lenta (100 ms ~ 1 s) en comparacion
con las aperturas de canales depen-
dientes de ligande preducidas por la
accidn de sus agonistas, sin embargo,
es mucho mas rapida que las cascadas
regulatorias dependientes de fosforila-
cion 78,

Existen evidencias del efecte di-
recto de la activacién de proteinas-G
sabre los canales idnicos ' " en fe-
nomenos que parecen estar confinados
a la membrana e independientes de
eventos citosdlices. Por otro lado, la
activacion de proteinas-G puede actuar
sobre diferentes vias de sefalizacion

que finalmente pueden fosforilar a los

canales idnicos, modulandc de este
modo la entrada de iones desde el exte-
rior de la terminal, como se aprecia en

la figura 5 U'%%).

La modulacién presinaptica

La cantidad de transmisor libera-
do al espacio sinaptico, la disponibilidad
con la cual éste es liberade, y fa res-
puesta de la célula postsinaptica al
transmisar, contribuyen a la efectividad
de la conexidn sinaptica. La terminal
sinaptica es un sitio de regulacion de los
cambios dependientes de la actividad
en la funcidn sinaptica. La liberacion de
neurotransmisor de las terminales pre-
sinapticas es modulada por una varie-
dad de mecanismos. La modulacion es
importante para numerosas funciones
nerviosas tales como: reflejos espinales,
activacién sensorial, aprendizaje y me-
mora, entre ofros AsIMISMO €805 me-

canismos modulatonos son sitios de
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Figura 5. Modulacion Presinaptica. Cuando los receptores son ccupados por su agonista,
permiten la activacion de proteinas-G. Algunas de ellas incrementan la actividad de la adenilato
ciclasa (G;). La adenilato ciclasa convierte ATP en AMPc. Este activa la proteina kinasa A,
dependiente de AMPc (PKA) La actividad catalitica de [a PKA puede actuar (1) decrementando
corrientes de K*, lo que prolonga Ia depolarizacion, permitiendo una mayor entrada de calcio.
(2) directamente sobre las vesiculas, movilizandolas hacia la zona activa, haciendo mas
efectiva 1a liberacion. {3) Actuando a través de canales de calcio. Del mismo modo la activacién
de receptores metabotrépicos puede actuar en proteinas Gg, que activan la fosfolipasa C
(PLC), la cual a su vez estimula al diacil glicerol, que activa a la proteina kinasa C (PKC) (3a,
2a) Por otro lado se ha reporfade que la subunidad Gj, de las proteinas-G puede tener

actividad catalitica directamente scbre los canales de calcio en una via delimitada a membrana
(4) [Medificado de 92)



numerosas enfermedades de caracter
hereditario 0 adqguiridas.

En términos generales, pueden
existir dos tipos de receptores presinap-
ticos: aquellos que se constituyen como
receptor canal, es decir receptores iono-
trépicos, o aguellos en los que el recep-
tor es una esfructura independiente y
estd acoplado a los canales por protei-
nas-G, conocidos como receptores me-
tabotropicos ©%.

En el caso de los receptores io-
notropicos, existen diversos mecanis-
mos que pueden alterar la liberacién de
neurctransmisor. En el caso de inhibi-
cién presinaptica la activacion de cana-
les permeables a CI', como el receptor
GABAa, deben incrementar la conduc-
tancia al CI, lo que produce un cambio
en la conductancia de la membrana en
el reposo. Debido a esto se impide el
fluo de la corriente excitatoria, por lo
que se puede inhibir el potencial de ac-

cién que invade la terminal presinaptica,

o bien reduciendo la amplitud def poten-
cial de accidbn que se propaga a la ter-
minal ['"®1. La activacién de receptores
ionotrépicos catidnicos, debe depolari-
zar las terminales presinapticas, lo que
produce un aumento en la liberacion.
Una inhibicién puede producirse si la
depolarizacién es subumbral e Inactiva
los canales dependientes de voltaje de
Na* y/o Ca®*. Un aumento en la libera-
cion debe producirse por un incremento
en la concentracion intracelular de Ca?*,
lo que produce un influjo directo de Ca®*
a través de los receptores ionotrépicos
0 a través de la apertura de VDCC de-
bido a la depolarizacion inducida por el
transmisor. Un incremento en los nive-
les de Ca®, puede directamente activar
la maguinaria de liberacion o activar las
vias modulatorias, como las que involu-
cran a la proteina cinasa i dependiente
de Ca®" calmodulina o a la fosfoproteina

calcineurina fosfatasa. Esos efectos

deben alterar el proceso de liberacidn a




ravés de reacciones de fosforilacion-
desfosforilacion. Por otro lado, la eleva-
sion en los niveles de Ca?* intracelutar
puede ser amplificada a través de Ia
iberacién de Ca® inducida en los com-
partimentos celulares que almacenan
Ca®* (reticule endoplasmico, mitocon-
drias, etc.). Tomando en cuenta esta
gran diversidad de mecanismos, los
cursos temporales de la modulacion
presinaptica pueden ser muy variables.
La activacion de receptores pre-
sinapticos por diversos neurotransmiso-
res y neuromoduladores puede producir
inhibicion en la lberacidon de neuro-
ransmisor. La inhibicion presinaptica
puede servir como un medio de ajustar
la eficacia sinaptica ¢ prevenir una ex-
cesiva liberacion de neurotransmisor.
Evidencia previa muestra que los modu-
ladores presinapticos inhiben a los ca-
nales de Ca®' y activan canales de po-

tasio en la terminal ¢ 1351,

b

3

Se piensa que la activacion de
receptores metabotrépicos en las termi-
nales presinapticas modula la actividad
de canales de Ca® y K' dependientes
de voltaje, a través de la activacion de
segundos mensgajerocs y fosforilacién
proteica ''¥, o por efectos directos de la
activacién de proteinas-G %4, a modu-
lacion de estos canales puede regular la
liberacidn, controlando el aumento de la
entrada Ca®" en la terminal presinaptica
durante un potencial de accion 15% 208 207.
211 En el caso de receptores acoplados
a proteinas-G, se han sugerido tres me-
canismos principales: (a) la inhibicion de
los canales de Ca®* en la terminal ner-
viosa, (b) la activacion de canales de K'
presinapticos, resultando una reduccion
en la efectividad del potencial de accidn,
y {¢) modulacién directa de uno o mas
componentes del aparato de {iberaciéon
vesicular 1351281,

La modulacion presinaptica de

los canales de potasio consiste en actl-



var conductancias de K', como los recti-
ficadores enfrantes u ofros canales de
K*, a través de receptores acoplados a
proteinas-G *7 ¥ Al incrementar la
conductancia del ion K* se disminuye la
duracidon y amplitud del potencial de
accidon en la terminal sinaptica. Por lo
tanto, la depolarizacion en la terminal es
menos efectiva, ya gue los canales de
Ca®" permanecen menos tiempo abier-
tos y en consecuencia menor cantidad
de neurotransmisor es liberado .

La modulacion presinaptica a tra-
vés de canales de Ca®* se ha estableci-
do por la activacién de receptores que
se unen a proteinas-G, los cuales pro-
ducen una disminucion en las corrientes
de Ca*" dependientes de voltaje, al
cambiar las propiedades de estos cana-
les Las subunidades By de las protei-
nas-G son las que transducen esta se-

fAal mediante su unién con los dominios

| y Il de la subunidad a1 del canal de
Ca®* (Fig. 3C) ™3,

El papel de ios canales de Ca**
en la modulacion de la liberacion de
neurotransmisores ha sido bien estable-
cido utiizando ioxinas pepfidicas alta-
mente especificas para los diferentes
tipos de canal de Ca®*, asi como otras

téenicas 1296 207, 208, 208 210, 214, 215, 75; 85, 586,

97,981




il Los Ganglios Basales

Los ganglios basales desernpe-
flan un pape! importante en la regula-
clon de las funciones motoras, en partl-
cular en la planificacion, iniciacion y eje-
cucion de los movimientos 1% 796641 | 5
mayor parte de nuestro conocimiento
actual involucra a los ganglios basales
con funciones motoras. Nogs basamos
en el estudio de desérdenes en huma-
nos, en particular con patologias como
las enfermedades de Parkinson y Hun-
tngton, ast como moedelos en animales
que simulan estas enfermedades. Es
generalmente aceptado que los gan-
glios basales estan ivolucrados en una
variedad de funcicnes no-motaras, que
incluyen aquellas relacionadas a con-
ductas incentivas y motivacionales ©*
184].

Estudios de les dos Ultimas dé-
cadas han llevado a la conclusidn de

gue existen numerosas similitudes en la

Ta

organizacién de los ganglios basales de
vertebrados amnidticos (reptiles, paja-
ros y mamifercs), lo que hace pensar en
que esta organizacion ya estaba pre-
sente en los antepasados de este tipo
de animales. Por el conirario, se ha se-
falado que deben existir diferencias
mayores en la organizacion de los gan-
glios basales entre los amniotas vy
anamniotas actuales (peces y anfibies),
suglriendo que el buen desarrollo de los
ganglios basales se llevd a cabo Gnica-
mente en la transicion evolutiva de
anamnictas a amniotas. Sin embargo,
estudios recientes han mostrado que
caracteristicas de la organizacién fun-
damental de los oanghos basales 1al
come observa en los organismos
amnidticos, ya existe en el cerebro de
los anfibios, cuyos antepasades dieron
origen a vertebrados come los repties

desde el periodo carboniferg 1%




En los mamiferos, los GB son un
grupo de nicleos subcorticales interco-
nectados que se expanden a través del
telencéfalo, diencéfalo y cerebro medio,
En un sentido estricto, &l término de GB
se refiere a los componentes esiriatales
y palidales de la porcién basal dei telen-
cefalo que se desarrolla de las eminen-
cias ganglionicas lateral y media
respectivamente. Este términc incluye
frecuentemente a la substancia nigra
(SN), el area ventral tegmental y al
nacleo subtalamice por su estrecha
relacion anatémica y funcional con el

cuerpo  estriado

y el palido. En

mamiferos, los GB se subdividen en dos
componentes distintos que involucran
tanto estructuras estrnatales como
palidales, que constituyen el sistema
estriato-palidal dorsal y ventral ['?> 8%
%2 E| sistema estriato-paidal dorsal

consiste en la porcidon dorsal  del
estriado, o estriado propiamente dicho
{nicleos caudado y putamen en felincs

y prnimates, caudado-putamen en otros

do-putamen en otros mamiferos), y &!
palido dorsal. Este uliimo se subdivide
en dos partes con diferente conectividad
y quimicarguitectura: Son el segmento
externo del globo paldo (en primates), 0
sencillamente globe pélido (en no-
primates), y el segmento internc del
globo palide (en primates) o nucleo en-
topeduncular (en no-primates) !15% 5%,
El sistema ventral estriato-palidal esta
constituido por el estriado ventral (nG-
cleo accumbens y parte del tubérculo
offatorio) v el palido ventral 5% Y La
naturaleza estriatal del nGcleo accum-
bens vy la porcion de cdlulas medianas
del fubércuio olfateric ha sido establect-
da con base a su desarrolio, conexiones
y quimicarquiteciura Mientras que el
palidc ventral presenta caracteristicas
similares con el palido dorgal 1 133 188

El necestnade constituye la prin-
cipal entrada a los GB, pues recibe nu-
merosas aferencias glutamatérgicas de

la corteza sensonal, metera y de aso-



iacion, asimismo recibe informacion de
08 ndcleos intralaminares del talamo
Figura 6). También recibe entradas
lopaminérgicas de la substancia nigra
ars compacta (SNc) y entradas seroto-
ergicas del nucleo del Rafe dorsal asi
omo entradas del nucleo basclateral
le la amigdala para el nicleo accum-

ens 181

. Mediante el uso de anticuer-
208 contra péptides marcadores cito-
dimicos para las encefalinas o la subs-
ancia-P %! asi como por la presencia
Je recepiores a opiaceos de tipo p I'%%
*] se pudo de diferenciar entre los
compartimentos estriosomal y matricial
lel neoestriado, asi como descrnibir las
srincipales vias eferentes denominadas:
lirecta e indirecta, gue constituyen la
rincipal base de organizacion de los
3B U7 De este modo, se sabe que el
eoestnado  proyecta casi exclusiva-
nente hacia ofras estructuras de los GB

;omo el globo palde (interno vy externo)

i la substancia nigra pars rehiculata

Py

{SNr). De hecho casi la mitad de las
neuronas espinosas medianas proyec-
tan Unicamente al segmento externo del
globo palido formando la via indirecta.
Los axones de estas neurcnas coliberan
encefalinas junto con &cido y-amino bu-
tirico {GABA). Mientras que la otra mi-
tad de las neuronas espinosas media-
nas gue proyectan al giobo palido inter-
no y a la nigra coliberan Substancia-P,
formando la via directa © 140 173,208

Las fibras aferentes que ingresan
al neoestriado provenientes de la corte-

[128]

za liberan glutamato ', y producen un

patrén anatémico descrito por Cajal co-
mo “dendritico cruciformen {1ade por 2091
Lo que significa que la fibra establece
un curso relativamente recto a lo largo
del tejido, cruzando sobre dendritas y
dejando sinapsis en passant. Esto im-
piica que cada fibra individual cruza los
campos dendriticos de muchas neuro-

nas, pero solo establece sinapsis con

algunas de ellas Por lo que resulta muy




CortezaPrefrontal,  Sensoriomotora, | |Corteza Suplementaria, Corteza Premotora
Insular, Amigdala Motora y Cingulada} 1 Motora y Premotora ¥ Prefrontal

Nepestriado -
Y. '. Glu Tala
Estriosomas Matriz 1L VL / VAMD
o : AChl e
Gapa| GABA GABA — GABA
J Py | LSP2Dm IGpi ] G484
SN¢ GABA GAld ‘

Enky Nt 'I e | - STN |
W

SNr

Tallo cerebral

GABA

)l Coliculo Superior

Figura 6. Principaies aferentes y eferentes de los ganglios basales. En el diagrama
se muestra la compartamentalizacién de la entrada cortical hacia el nicleo estriado, tal
como se observa en los mamiferos actuales. Las neuronas de proyeccion delos
estriosomas proyectan hacia la substancia nigra pars compacta {SNc¢) y reciben
aferentes de ella. Las neuronas espincsas medianas de la matriz proyectan hacia la
substancia nigra pars reticulata (SNr) asi como y al globo palido interno (GPi) y externo
(GPe). El GPi proyecta hacia el tAlamo ventral fateral, y éste a su vez envia terminales
a regiones motoras de la corteza. E! GPe mantiene proyecciones reciprocas al nticleo
subtdlamo (8TN), quien a su vez proyecta hacia la SNr. La SNr proyecta al télamo
ventral anterior (VA) y dorsomedial (MD)}. Estos nucleos proyectan hacia las regiones
limbicas de la corteza. En el diagrama se muestran los sistemas neuroquimicos que
participan en la mayoria de estas vias: Acetilcolina (ACh), dopamina (DA), dinorfina

(Dyn}, encefalinas (Enk)}, glutamato (Giu), dcido y-aminobutirico (GABA), neurotensina
(Nt) y substancia P (Sp) [omadede 74l




importante ‘comprender cuales son las
areas de ta corteza que mandan axones
a las diferentes areas del neoestriado
{49773, 2080 asi como el tipo de conexio-
nes que establecen vy la forma en que
son moduiadas.

La mayor parte de las neuronas
del neoestriado son neuronas de pro-
yeccion, es decir, sus axones salen de
este nlcleo y establecen sinapsis fuera
de él. Estas neuronas reciben el nombre
de espinosas medianas por el gran ni-
mero de espinas dendriticas que pre-
sentan Asimismo sintetizan y liberan
GABA. Un grupo de estas neurcnas
proyecta al segmento externo del globo
palide formando la via indirecta, mien-
tras que las restanes proyectan hacia
los segmentos externo e interno del
globo palido, asi como a la substancia
nigra formando la via directa & 116 10
173, 205)

Existen ademas otras estirpes

neuronales cuyos axones se quedan en

yl

a2

el propio neoestriado, estableciendo de
ese modo |os diversos tipos de interneu-

ronas propias de este niclgo [0 1% 140

178 2051 gus caracteristicas se han de-
ierminado por registros intracelulares,
técnicas de tincidn e identificacion in-
munocitoquimica basada en el conteni-
do de neuromoduladores y neurotrans-
misores gue poseen. Se han descrito:
A) Interneuronas colinérgicas grandes
que forman menos del 2 % del total
de células del necestriado pero que
exhiben grandes arboles dendriticos
y ejercen una poderosa influencia
sobre el disparo de las neuronas de
proyeccion %7,
B) Células en-canasta que contienen
GABA y parvatbumina "% Son cé-
lulas no-espinosas que rodean a los
somas de las neuronas espinosas
medianas. Son cesca del 3 al 5 %
del total de la poblacién neuronal

Presentan disparo rapido y exhiben

potenciales de accion de corta dura-




cion y un posipotencial hiperpolari-

zanie pequefio; lo que permite el

disparo sostenido a altas frecuen-

cias y sin adaptacién 1171,

C) Células que ademas de GABA con-
tienen somatostatina y oxido-nitrico
sintetasa. Representan menos del 2
% de Ia poblacion neuronal > 18"
% ge trata de neuronas que pre-

sentan un disparo regular, pronun-

ciada adaptacion a la frecuencia de
disparo y potenciales con depolari-

zacion sostenida 01,

Tipicamente, las aferentes glutama-
térgicas que provienen de la corteza y
del talamo, establecen contactos sinap-
ticos sobre ia cabeza de las espinas
dendriticas de las neuronas espinosas
medianas. Se trata de sinapsis asimétri-
cas, mismas que se han asociado con
sinapsis de tipo excitatorio 7", Las cé-
lulas piramidales que originan las afe-

rentes que llegan al estriado provienen,

al menos en la rata y el mono, de las

CapaS \Y; y Vi [148, 163, 162]

. Mientras que
las colaterales de las neuronas espino-
sas medianas asi como los axones de
diferentes interneuronas, estabiecen
sus contactos sinapticos en el cuello de
la espina dendritica, 0 sobre la dendrita,
de ofras neuronas espinosas medianas.
En este dltimo caso se trata sinapsis
simétricas de tipo inhibitorio 7. Sin
embargo, las neuronas espinesas me-
dianas son inhibitortas GABAérgicas, al
igual que la mayor parte de las interneu-
ronas del neoestriado, por lo que se
supone que el necestriade actda para

inhibir sus nucleos blanca ¥,

De
hecho, experimentos electrofisiolégicos
han demosirado que las neuronas espi-
nosas medianas ejercen un poderoso
efecto inhibitorio sobre sus celulas blan-
co (globo paldo, substancia nigra). me-
diado por GABA, y a través de [a activa-
cion de recepiores GABA, P& 198 1971

Ademas, todas las neuronas de proyec-

cian poseen colaterales axodnicas cca-



fes que van dejando ramificaciones cer-
canas a las dendritas de las células ve-
cinas. Por lo tanto, cuando las neuronas
estriatales son excitadas, producen in-
hibicion lateral en las neuronas que es-
tan a su alrededor (1% 86 140. 2051 Rya ogte
modo, las sefiales débiles son filtradas
por las células que han recibido sefiales

mas intensas 1Y

. Cabe resaltar que los
nucleos de salida (GPe, GPi, SNr) tam-
bién poseen neuronas de proyeccion
que son inhibitorias GABAérgicas. Por
lo que se forma un circuito de dos sI-
napsis en serie entre neuronas GA-
BAérgicas inhibitorias 10 149,

Las neuronas de proyeccion del
neoestnado presentan potenciales de
reposo muy polarizados (-80 mV), por lo
gue para generar potenciales de accién
requieren de gran excitacion "% El glu-
tamato actta sobre receptores de los
tipos AMPA (o - amino — 3 — hidroxi — 5

-~ metll — 1soxazole — 4 - propionato) y

NMBDA (N —metil - D - aspartato). Este

Py
v

ultimo mantiene la depolarizacion de las
células (-55 mV) y hace mas eficaces
las entradas excitatorias por tiempos

0§ as neurcnas de

mas profongados |
prayeccion de los nlcleos de salida de
los GB (GPe, GPi, SNr) mantienen un
disparo ténico de potenciales de accién
a frecuencias que oscilan entre 20 y 100
Hz 10 9281 por 1o que fas neuronas
qgue son inervadas por éstas (talamicas)
estan siendo inhibidas de manera téni-
ca.

Cuande las neuronas del estriado
son excitadas por las neuronas cortica-
les, producen una disminucion en la
frecuencia de disparo de las neuronas
de los nlcleos de sahda, lo que a su vez
desinhibe a las neuronas talamicas. Por
lo tanto, cuando se activa el neoestriado
s& desinhiben las vias talamo-corticales,
lo que facilita la accion de la via pirami-
dal " La actividad de las neuronas

espinosas medianas de 105 mamiferos

esta siende continuamente modulada




or la actividad de diversas substancias
ue son liberadas en el necestriado. Es
0sible encontrar modulacidén por ade-
10sina, dopamina, acetilcolina, opidceos
 serotonina, entre otros %%, La interac-
1on entre estos sistemas, particular-
nente entre los sistemas dopaminérgi-
08 y celinérgicos, es fundamental en la
armacologia de los GB, ya que el ba-
ance entre los niveles de acetilcolina y
jopamina es necesario para la funcion
2striatal normal El balance dopamina-
acetilcoling es regulade por la accion de
stros neurotransmisores 2% 199 151.209)
En el necestrniado las aferentes
:xcitatonas son glutamatérgicas, pro-
rienen del talamo y sobretodo de la cor-
eza [9, 28, 29, 31, 38, 87,103, 104, 117, 118, 121,177,
“) tanto en mamiferos como en sau-
opsidos ", Sin embargo, en anamnio-
as parecen prevalecer las conexiones
élamol—estrlatales No parecen existr

reurcnas  giutamatérgicas  intrinsecas

1 1 7
R sinapsis cortico-estratal

S0

parece haper surgido durante la transi-
cién anamniota-amniota, la sinapsis ta-
lamo-estriatal parece estar altamente
conservada tanto en amniotas como en

anamniotas %%,

Es posible entonces
que las sinapsis cortico-estriatales se
hayan sumado a las talamo-estriatales
ya existentés en los anamniotas, duran-
te la transiciébn anamniota-amniota. Por
ofro lado, las sinapsis inhibitorias (GA-
BAérgicas) son todas intrinsecas, ya
sea por conexiones reciprocas entre las
mismas neuronas de proyeccién, o por
interneuronas 110" 108 107, 145, 146, 147] 1 o
preparacién cortico-estriatal mantenida
in witro, es un modelo adecuado para

estudiar ia modulacion presinaptica de

las aferentes glutamatérgicas corticales

[11.38. 58 74, 87, 147)




La transmision sinaptica en el neoes-

triado

Como ya se menciono, la princi-
pal entrada de los ganglios basales es
la que proviene de casi todas las dreas
de la corteza cerebral y que establece
sinapsis con las neuronas espirasas
medianas de! neoestriado. En general
se conocen algunos circuitos corticales
que inciden en el neoestriado: A} El cir-
cuito sensorial motor, cuyas aferencias
provienen de las cortezas motora prima-
ra, premotora y suplementaria; que in-
ciden en e! putamen B) El circuito ocu-
lomotor, con proyecciones de las corte-
Zas parietal posterior, prefrontal y fron-
tal, hacia el cuerpo del caudado. C) El
circuto de asociacion, que recibe afe-
rencias de las cortezas parietal, premo-
tora, y prefrontal dorsolateral, estable-
ciendo sinapsis con neuronas en la ca-
beza del caudade, Y por dltimo D) El

circuito limbico que involucra proyeccio-

nes al nicleo Accumbens y cabeza del
caudado 1''®,

Se ha documentado que las afe-
rentes corticales establecen sinapsis
glutamatérgicas en las dendritas de las
neuronas espinosas medianas proba-
biemente mediadas por la activacion de
receptores AMPA 1135128 nroduciendo
potenciales postsinapticos excitatorios
(EPSP’s} cuando son activadas % '°
2 Las sinapsis excitatorias glutama-
térgicas que se establecen con las neu-
ronas neoestriatales, no han sido com-
pletamente caracterizadas, aun se des-
conocen diversos aspecios sobre su

modulacién y plasticidad 78 1),

Mediante el empleo de la técnica
de registro extracelular en rebanadas
(Ver Material y Métodos), Yamamoto
1 describio que la estimulacion dentro
del estriado produce una respuesta que
se caracteriza por presentar dos

prominentes negatividades La prnmera



Je ellas (N.1) representa la estimulacion
Jirecta de axones y células intrinsecas,
mientras que la segunda negatividad
(N2) representa el potencial de campo
mediado sinapticamente {182 148 38 121
En condiciones de bajo Ca® y alto
Mgh-’

se ha encontrado que el

componente Nz disminuye o es abolido,

mientras  que el  componente Ny
permanece  inalterade U 21
Resultados similares se observan
cuando se produce inhibicién
presinaptica por accién de
neuromeduladores. Tanto el

componente Ny como el N; disminuyen
cuando se bloguean canales de Na*
dependientes de al voltaje sensibles a

tetrodotoxina 1]

(TTX) Registros
intracelulares han mostrado que la
estimulacion  intraesfriatal  produce
EPSP's, monosinapticos, que pueden
ser abolfidos por condiciones de bajo

Ca* y alto Mg™ o en presencia de TTX

.

o Co®; indicando que se trata de

e g 1
eventos sindpticos [140 198235 0]

Modulacién presinaptica por los
neurotransmisores ']
neuromoduladores usados en este
estudio.

Receptores Muscarinicos

Se ha reportado que &l incremen-
to de ACh en el estriado da comg resul-
tado un decremento en la liheracidn de
dopamina, le que se ha asociade con
acinesia y la enfermedad de Parkinson.
Del mismo modo cuando la dopamina
se incrementa se observa hipercinecia
178 mientras que una disminucién en el
numere de neuronas colinérgicas del
estriado ventral se ha relacionado con la
enfermedad de Alzheimer ', La libe-
racion de ACh es inhibida por GABA vy
serotonina, y es estimulada por gluta-
mato 2% 150151 2091 pyiste evidencia ex-
perimental y clinica que muestra que el
sistema colinérgico a traves de recepto-

res muscarinicos, modifica fa presenta-



cion y el curso temporal de algunas afte-
raciones motoras. En la enfermedad de
Parkinson, por ejemplo los agonistas
dopaminérgicos y los antagonistas coli-
nérgicos muscarinicos mejoran algunos
de los sintormas de esa enfermedad ['#°].
Tanto las terminales dopaminérgicas
<

como las colinérgicas convergen junto
con las eferentes glutamatérgicas vy
GABAérgicas sobre las neuronas espi-
nosas medianas del neoestriado. Los
receptores D, parecen localizarse tam-
bién a nivel presinaptico *, aunque en
muy pocas terminales . Por lo que la
interaccidn entre los sistemas colinérgi-
co y dopaminérgico resulta crucial para
el buen funcionamienio de los ganglios
basales, ya que el balance entre los
niveles de ACh y dopamina va a deter-
minar la funcién normal del estriado.

La activacion de receptores coli-
nérgicos producida por agonistas mus-

carimicos ha sido demostrada en dife-

rentes estructuras del sistema nervioso

central, tales como hipocampo %% 681

neuronas simpatéticas (24 motoneuro-

[15, 16} [180]

nas y la amigdala
En el neoestriado, las interneuro-
nas denominadas gigantes liberan ace-
tilcolina (ACh) participando en el control
motor % Sin embargo, fa ACh, y en
particular la activacion de receptores
muscarinicos tiene efectos tanto presi-
napticos como postsinapticos ">, Entre
los efectos postsinapticos mas impor-
tantes se ha reportado que la muscari-
na, a través de receptores My, depolari-
za a las células espinosas medianas e
incrementa la resistencia de entrada
138,157, 701 por inhibicion de las corrientes
de potasio y calcio que participan en el
disparo, pospotencial hiperpolarizante y
rectificacion entrante [13% 83 157. 851
Presinapticamente, las acciones
que produce la activacion de receptores
muscarinicos se han observado en las

proplas neuronas colinérgicas 7+ 197 204

120771 en terminales GABAérgicas "%,



asi como en las terminales glutamatér-
jicas gue esiablecen sinapsis con las
1euronas de proyeccion neoestriatales
47,121, 28. 84 74l Opservaciones similares
e han realizado en el estriado ventral
154, ‘180].

La presencia de receptores murs-
carinicos  sugeriria que ia acetilcolina
participa en el control de ia liberacion de

Jlutamato 203

Sin embarge se desco-
ocen los mecanismos por los cuales
os agonistas colinérgicos podrian mo-
dular la actividad. Este tipo de respues-
las se caracteriza por tener latencias
argas, poca amplitud, larga duracion
2931 Este efecto se ha asociado con una
nhibicion presinaptica de la liberacion
de neurotransmisor, por lo que se ha
sugerndo la participacidon de fas conduc-
tancias de calcio y potasig B2 121. 210
Los receptores muscarinicos per-
tenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteinés—G, con siete

segmentos {ransmembranales unidos

30

por asas intra- y extracelulares, con e
amino terminal extracelular y el carboxi-

(%8 Qe han ca-

lo terminal intracelular
racterizado farmacolégicamente cuatro
subtipos de receptores muscarinicos
(M, Mz, Msy M) 1% en todos elfos el
asa intracelular entre los segmentos 5y
6 es muy larga, y es la que muestra las
mayores diferencias entre los diferentes
tipos de receptores muscarinicos "%
Se han clonado cinco subtipos de re-
ceptores muscarinicos (s, Mz, M3, My Y

ms) [29]

, mismos que se han agrupado
en dos subfamilas; La subfamilia M
{receptores my, mz y ms) que esta ace-
plada a la hidrélisis de fosfoinositidos a
través de la subunidad «. de proteinas-G
del tipo Gg/G11, puesto que es insensi-
ble a la toxina Pertussis. Los receptores
qgue pertenecen a la subfamiha My (ma v
my} inhiben la actividad de [a adenilato-
ciclasa por proteinas-G del tipo G1/G0,

ya que son sensibles a la toxina Pertus-

sis "'l Se ha sugerido que los recepto-



‘es involucrados en la modulacidn pre-
sindptica glutamatérgica en los nlcleos
accumbens, amigdala y estriado son los

receptores Ma, 180}

, Tecientemente se ha
reportado que tanio los receptores My
como los Mz participan de ia modulacion
presinaptica de la sinapsis glutamatér-

gica corticostriatal 7®

, asi como en otras
regiones del sistema nerviosc central
83 Por otro lado, también se sabe que
la activacion de receptores de tipo My
tambien ejercen modulzcién presinapti-
ca sobre terminales GABAérgicas en los

ganglios basales (%7

Sin embargo se
desconoce si la modulacién que provo-
ca la activacion de recepteres muscari-

nicos se debe a la entrada de Ca®" ex-

tracelular a las terminales presinapticas.

Receptores GABAérgicos

Las neuronas GABAérgicas se
encuentran distribuidas practicamente
en todas {as regiones dal SNC y partici-

pan en una variedad de procesos figio-

1

lagicos % 53 En el necestriado las neu-
ronas de proyeceion y varios tipos de
interneuronas liberan GABA 2% el cual
actla sobre receptores GABAa vy GA-
BAg ™ Sin embargo en fas ferminales
sinapticas predomina la presencia de

receptores GABAg {145 146.147.32

, pariicu-
larmente aquellas que provienen de 1a
corteza, ya que el nimero de receptores
GABAz se reduce después de decorti-
cacion cronica 1 sin que al parecer se
vea afectada la distribucion postsinapti-
ca de receptores GABAa. La activacion
de receptores GABAg en la sinapsis
cortico-estriatal produce nhibicion pre-
sinaptica en la liberacién de glutamato
80, 145. 146, 147) a5} como scbre las inter-
neuronas colinérgicas estriatales “' y
en terminales dopaminérgicas gue lle-
gan al neoestriado """ Observaciones
simHares se han hecho en el hipotalamo
(88, 34 Asimismo también afecta la hibe-
racion de GABA por activacion de auto-

[70 22

rreceptores Estudios neurologs-



15 y electrofisiolégicos en diversas re-
ones cerebrales indican que el efecto
ediado por el receptor GABAg es de-
andiente de la frecuencia vy la intensi-
ad de la estimulacién, lo que sugiere
ue los moduladores presinapticos se
ctivan dependiendo de [a actividad si-
éptica [51; 52, 1101

E! receptor GABAg ha sido impli-
ado en la modulacidn pre y postsinap-
ica por conductancias de potasio recti-
cadoras entrantes acopladas a protel-
ias-G en neuronas del SNC ¥ sy
1IcCiON Se asocia con una reduccion en
a duracion del potencial de accion y por
o tanto en una menor entrada de Ca™
xtracelular a fa terminal "%, Sin em-
argo ofros estudios indican que hay
yocas evidencias de modulacion presi-
\aptica por este mecanismo {105, 34. 81. 135,
81 Inclusive se ha sugerido que pudie-
a deberse a un mecanismo indepen-
liente de la participacion de canales de

~atty K8

4

[

En las teminales sinapticas de
diversos nucleos ia activacion de recep-
tores GABAg modulan la liberacion de
GABA, glutamafo, noradrenalina. do-
pamina, substancia-P y somatostatina
entre otros 9. Se ha propuesto que la
activacion de los receptores GABAg
presinapticos inhibe la entrada de Ca**
extracelutar modulando VDCC 124 81 183
par estar acopfados negativamente a la
actividad de la adenilato ciclasa '**!. Ya
que la accion det baclofen sobre co-
rrientes de Ca®* es antagonizada por
forscolina ®® y por analogos del AMPc
(%71 En el hipotatamo los VDCC involu-
crados ‘en la inhibicion presinaptica me-
diada por baclofen parecen ser los ca-
nales de Ca®* Ny P/Q " Mientras que
en especies filogenéticamente inferiores
esta modulacion parece estar mediado
dnicamente por canales de Ca®* tipo N
[191)

Del mismo moedo se‘ha reportado

que la inhibicidén de liberacion de gluta-



mato en sinaptosomas mediado por la
activacion de receptores GABAg involu-
cra la PKC 9 1581 ya qgue la activacion
de esteres de forbol bloguean el efecto
pre- y postsinaptico del baciofen, mien-
lras que antagonistas de la PKC la

potencian 0,



ipétesis de Trabajo

Algunos transmisores encargados
de la modulacién presindptica corti-
coestriatal actian regulando la entra-
da de Ca?".

Los transmisores que no actlan so-
bre conductancias de Ca®* o de K,
padrian estar actuando sobre 1a ma-

quinaria de liberacion

'bjetivos

ienerales
Describir los mecanismos de modu-

lacion presinaptica glutamatérgica en
el neoestriado

= Determinar la importancia de estos
mecanismos en el funcionamiento de

este microcircuito cerebral

articulares

: Investigar si los neurotransmisores
GABA y aceticolina actuan presinap-

ticamente en ias terminales excitato-

44

# Algunos de los fransmisores que
acttan presinapticamente convergen
sobre ciertos sisiemas de sefializa-

cion intraterminal.

rias que llegan al neoestriado modu-
lando la iiberacion de glutamato.

ar

% Determinar si los neurotransmisores

stz

propuestos actlan a través de la re-
gulacion de la entrada de Ca®".

En caso de que un neuratransmisor

ate
¥

actie regulando la entrada de Ca®,
se determinara cual o cuales canales
de Ca®" estan involucrados (N, P. Q o

R).



Material y Métodos

Preparacion

Se obtuvieron rebanadas de ce-
rebro de rata Wistar (100-120 g de pe-
s0), sin distincion de sexo. Para ello, ias
ratas previamente anesiesiadas con
éter etilico, fueron decapitadas, el cere-
bro fue rapidamente removido y sumer-
gide en solucion salina isoténica (en
mM; 125.0 NaCl, 3.0 KCI, 1 0 MgCl, 2.0
CaCl;, 25.0 NaHCO;, 110 Glucosa)
saturada con una mezela de 95 % O, v
5 % CO,. En esta etapa se mantuvo una
temperatura de 4 + 1 °C. Se separaron
los bulbos olfatorios, el cerebelo y los
hemisferios cerebrales. Se obtuvieron
las rebanadas de 400 um de espesor y
se mantuvieron en incubacion con solu-
cidn salina a femperatura ambiente en
un periodo no menor a 80 min. En estas
condiciones es posible obtener registros

confiables de mas de 10 hr de duracion

{11 786, 58]

Para cada experimento ias reba-
nadas se trasladaron a una camara de
registro donde se les hizo pasar un fiujo
constante de 2 £ 0.5 mi/min de solucidn
salina a una temperatura constante de
34 + 0.5 °C. Todos los farmacos que se
utilizaron en el presente trabajo se di-
solvieron previamente en solucion sall-
na y se administraron a través dei dis-

positivo de su perfusién,

Sistema de Estimulacion y Registro.

En virtud de que las neuronas
espinosas medianas representan mas
del 80 % de las células del neoestrniado,
log registros extracelulares mostrados
en el presente trabajo corresponden
principalmente a respuestas de esta
estirpe neuronal. Dichos registros se
aobtuvieron estimulando las fibras afe-

rentes al neoestnado, con electrodos



ipolares concéntricos de 50 pm en fa
unta. Los estimulos se obtuvieron por
1edio de un estimulador, paséandoios a
avés de una uynidad aisladora de esfi-
wlos en donde se regulc la intensidad
la duracién de los mismos (intensidad:
-40 V; duracidn: 0.01 - 0.04 ms; fre-
uencia: 0.4-0.06 Hz).
Para el registro de los potencia-
25 de campo se utilizaron técnicas con-
encionales de ampiificacion y registro:
e utilizaron elecirodos de vidrio fabri-
ados a partir de capilares de borosilica-
0 de 1.0 mm de didmetro externo; con
ina resistencia en @ punta de 2 a 4
AQ, con NaCl al 0.9 % como conductor.
-l potencial de campo se amplifico, se
lesplegd en el osciloscopio, se digitali-
'0 y & almaceno en video, utilizando el
oftware comercial LabView (Nationat
nstruments, Austin TX USA). Poste-
iormente los registros se midieron,

yromediaron  y utilizando

graficaron

46

software comercial (Origin, Microcal

Software. Northampton, MA. USA)

£l registro extracelular de potencia-
fes de campo

Los potenciales de campe san
regisiros extracelulares de |las corrientes
1onicas asociadas a la actividad de una
poblacidn de neuronas. Las corrientes
producen espigas poblacionales debido
a {a sincronia de muchos potenciales de
accion. La amplitud de estas espigas
depende de la descarga sincronica de
las celulas, de la distribucion de la po-
blacién neurcnal activa y de la resisten-
cia del tejido.

El fluido extracelular constituye
un volumen conductor alrededor de las
neuronas, tas cuales al estar en reposo,
sus membranas no producen fluje de
coiriente. Sin embargo, al ser activadas
por un impulsa nervioso, 1a polanzacion
degja de ser uniforme y se prbducen flu-

jos de corriente de una parie de 1a neu-



rona a otra, formando un dipolo a través

del fluido extracelular; esto establece un
campo eléctrico (Fig.7A).

El potencial de campo registrado
extracelularmente es una onda trifasica
producida por la diferencia de potencial
debida al cambio en la localizacién de
los sumideros y las fuentes de cormriente
activa. A la zona en que las corrientes
fluyen hacia el interior de la célula se le
dencomina sumidero (corrientes entran-
tes activas) y a la zona en que ésta sale
se le llama fuente (corrientes salientes
que cierran ef circuito) {Fig. 7A). En &l
registro extracelular, las corrientes sa-
lientes se observan como deflexiones
positivas en el registro, mientras que las
corrientes entrantes se observan como
deflexiones negativas (Fig. 7).

Por lo general la medicidn que
hace el electrodo se realiza comparan-
do los voltajes entre el electrodo de re-
gistro y la tierra de referencia. A la neu-

rona se le puede considerar como un

dipolo eléctrico ya que durante el pico
del potencial de accién en la membrana
del soma se da lugar a una corriente
activa {sumidero). En las dendritas se
da una corriente pasiva (fuente} que
cierra el circuito, las cuales son positi-
vas con respecto al soma. Las aferentes
sinapticas dan lugar a cambios en estas
corrientes. En ese sentido, las entradas
sinapticas excitatarias que dan lugar a
una corriente entrante en las dendriias
(sumidero) producen en el soma co-
rrientes salentes pasivas (fuente). Co-
mo estas corrientes cambian con el
tiempo, es comun obtener ondas trifasi-
cas, que representan la propagacion del
potencial de accion (Fig. 7A) 1!

Cuando se registra cerca de los
somas neuronales se observa solamen-
fe una onda bifasica que consiste en
una espiga negativa seguida de otra
positiva. Esto se debe a gue el potencial
de accién produce una rapida depolari-

zacion de la membrana por las cornen
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Figura 7. Registro extracelular del potencial de campo. A) En el diagrama superior un
potencial de accidén es iniciado en A y la corriente (/) fluye de A a B Los diagramas
inferiores ilustran la secuencia (11 < t2 < t3) de propagacién del potencial de accién del
punto A al By posteriormente al C. Cuando se registra extracelularmente en el punto B se
observa un potencial trifasico M & 88 By 9o myestra un registro extracelular obtenido
después de estimular las aferentes corticales cerca del cuerpo calloso, €) electrode de
registro esta colocado en el neoestriado. Se observan dos negatividades (Ny y Np), la
primera de ellas corresponde al potencial antidrémico, y la segunda al petenciat sinaptico.
Cuando se utiliza el protocoio de facilitacion por pulso pareade es posible obtener dos
registros (S: ¥y S2) en intervalos de tiempo relativamente cortos (10 - 40 ms). La intensidad

del estimulc se ajusta para que la amplitud de S, y Sy sean aproximadamente de la
misma magnitud.
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tes entrantes de sodio, asi como una
rapida repotarizacidon por las corrientes
salientes de potasio E! componente
negativo corresponde a la depolariza-
cibn de la membrana del soma por et
flujo de corriente entranie. La fase posi-
tiva corresponde a la reversién en el
fiujo de corriente %,

El necestriada no presenia una
estructura [aminar como la gue se ob-

21 de tal modo

serva en el hipocampo !
que la posicidon dei glectrodo varia de un
registro a otro; por esta razon se recurre
al registro de espigas poblaciones orto-
dromicas. En ellas se pueden observar
dos tipos de deflexiones negativas en ¢!
registro (Fig. 7B). El que aparece prime-
ro (N;) en el range de 2 a 4 ms después
del artefacto de estimulacion, siendo de
origen antidrémico, y se debe a estimu-
lar el axén de las neuronas espinosas
medianas B8 " 1 siendo bloqueado

por procaina y TTX Postertormente se

observa la segunda deflexion negativa

4

(N2) en el rango de 4 & 8§ ms, que es de
origen ortodromico o sindptico % 121 118
1 la cual se obtiene cuando las aferen-
tes corticales que llegan al arbol dendri-
fico o0 at soma de ia neurona estriatal
generando un potencial postsinaptico
que viaja hacia el cono axénico donde
se genera el potencial de accion. Este
potencial es bloqueade por bajas con-
centraciones de Ca”™ (0.5 mM de Ca®";
6.0 mM de Mg?"). Asimismo el compo-
nente N; se puede bloquear con TTX,
asi como con Kinurenato y CNQX, los
cuales son conocidos blogueadores de
la transmisidn sinaptica excitatoria glu-

tamatérgica 127 134 11401

Facilitacion por Pulso Pareado

La fransmision sinaptica presenta
diversos tipos de plasticidad a corto pla-
zo en su eficiencia sinaptica, mismos
que se conocen como facilitacion (en el
rangc de los miiisegundos), aumenta-

cidén (milsegundos a minutos) y poten-




ciacion (minutos) 2%, Se han planteado
varias hipétesis para explicar la facilita-
cibn por pulso pareade (PPF). Entre
ellos, inactivacion de corrientes de K*
en la terminal presinaptica ¥, lo que
provocaria incremento en el influjo de
Ca® extracelular . Sin embargo, esta
hipdtesis ha sido poco estudiada y no
siempre existe un aumento en la dura-
cion de la espiga ['®l. Quizas la hipétesis
mas aceptada sea la det Ca®* residuat
propuesta por Katz y Miedi a finales de
los afios 60's 7 %8 En ésta, cuando se
mandan dos estimules de la misma in-
tensidad en un intervalo corto de tiem-
ng, la amplitud de la respuesta al se-
gundo estimulo generalmente es mayor
a la observada en la primera respuesta
B Katz y Miledi demostraron que este
fendmeno puede deberse a que con la
llegada de! primer estimulo se abren
canales de Ca*" dependientes de volta-
je, incrementando la concentracion in-

2+ (97, 58]

tracelular de Ca . El meremento

S0

en la concentracién del Ca?” intracelular
([Ca®]), en la terminal sinaptica de con-
centraciones nancmolares a concenira-
clones micro- ¢ submicromolares duran-
te la estimulacion persiste por varios
segundos 191 71> 214 231 gin embargo, el
proceso de liberacion de neurotransmi-
sor dura menos de un milisegundo MY,
por lo gue no todo el Ca*' que entra con
la depolarizacién es utiizado y perma-
nece varios milisegundos en el sitio de
liberacion, debido a la lentitud del amor-
tiguamiento del Ca** con relacién al

evento sinaptico (3 97 9 160

. Asi gque
con la llegada de un segundo estimulo
el Ca®* que entra con ia nueva depolari-
zacién se suma al Ca®* residual que
ingreso a la terminal con el primer esti-
mulo M. Al menos durante un periodo
muy breve de tiempo la concentracion
de Ca*" es mayor, io que incrementa la
probabilidad de fusidn de las vesiculas

(132. 152 401 5 mentando la liberacion de

neurotransmisor B2 81 218 214 2181 g



>mbargo se ha reportado que la ampli-
ud de fa respuesta al segundo estimulo
se encuentra en funcidn de la amplitud
le |z primera respuesta Asi si la proba-
ilidad de liberacion en primera res-
yuesta es elevada, entonces ia proebabi-
idad de liberar en |a segunda repuesta
sera baja Y pues ia primera respuesta
lepleta las vesiculas disponibles, tal
oMo se observa en condiciones de alto
salcio

La hipdtesis del Ca®* residual se
hasa en el heche de que la entrada de

o 2F

-a” es esencial para la liberacién de

nreurotransmisor  Pequefias  modifica-
ciones en la concentracion de Ca®™ ex-
racelular bastan para alterar sensible-
mente la aparicién espontanea de po-
tenciales miniatura y por lo tanto libera-

cion de neurctransmisor [#2 43 46, 87, 9.

18149 Asi, cuando se mandan trenes de
estimulos a intervalos cortos de tiempo

se cbserva ya sea un progresivo Incre-

mento (facilitacién, aumantacion ¢ pe-

S

tenciacién), o bien, un decremento en la
amplitud de las respuestas sinapticas
{depresion}. Esto se debe al cambio en
la cantidad de neurctransmisor liberado
42 49 mismo que se refleja en la fre-
cuencia de los potenciales miniatura
con respecto al nimero de falias. Sin
embargo, la relacién entre la entrada de
Ca®" extracelular v la cantidad de neuro-
transmisor liberado no es lineal, y se
puede explicar si s& asume una accion
cooperativa del Ca®* en la liberacion de
un cuanto de neurotransmisor, la cual
varia con la cuarta poiencia de la con-
centracion extracelular de Ca®* ([Ca®o).
Asumiendo que la cantidad de Ca®* gue
aicanza los sitios activos durante un
impulso es propercional a la [Ca™"], en-
tonces [a Iiberacidon varia con la concen-
tracion de Ca®" active [Ca®", donde n >
1, que es el Ca** cercano a los sitios de
liberacion. Asi, la probabilidad de hbera-

cién depende de un proceso en la

membrana en la cual cerca de cualro



lones de Ca® (n = 4) deben estar pre-
sentes simultdaneamente en una posi-
cidn critica, La cooperatividad es un
proceso necesario para que se libere un
cuanio de neurotransmisor después de
un impulso nervioso ¥, Esto quiere de-
cir que grandes cambios en la liberacion
de neurotransmisor pueden deberse a
pequefos cambios en la concentracion
intracelutar de Ca®* seguida de un pulse
nervioso.

Puesto que el influjo de Ca® a ia
terminal y la liberacidn de neurotransmi-
sor no es lineal la PPF debe aumentar
si se disminuye la [Ca®™), (0.5 - 1 mM)

1122 4% debido al efecto del Ca?* residual

[97. 98, 46, 40]

Protocolo experimental

En ta mayor parte de los expern-
mentos, se aplicaron dos estimulos de
igual intensidad con el fin de determinar

ta PPF (Fig. 7B). La cuai se evalud co-

N
b

mo el cociente entre la amplitud de la
respuesta ortodréomica al segundo esti-
mulo (S;) entre la respuesta al primer

estimulo (S1).

PPF=":
s

1

que expresado en porcentaje queda:

%PPF:IO()-(? —z] (1)

Durante el control, la intensidad
de los estimuios se ajusio para ver poca
o ninguna PPF (S,/51 = 1), Esto permitid
detectar con facilidad los cambios pro-
vocados por la administracion de los
diferentes agonistas a los neuromodu-
ladores, asi como aquellos cambios
provecados por los blogqueadores de
Ca®. El intervalo interestimulo seleccio-
nado oscio entre 10 y 50 ms Los expe-
rimentos se realizaren en presencia de
bicuculina (10 uh) con &l fin de eliminar

el compeonente inhibitorio GABAA



La ecuacién (1) también se utilizd

de la siguiente manera: Siendo S«

%PPF en condiciones control, v S;
%PPF después de administrar los ago-
nistas a los neuromoduladores utiliza-
dos. Esto permitié utilizar el cambic en
la PPF producida por los diferentes
agonistas para generar las relaciones
concentracion — respuesta Al menos se
realizaron cinco expermentos para ca-
da una de las concentraciones de ago-
nista utifizados, y se graficd la media de
la PPF + error estandar de la media. La
curva concentracion-respuesta se ajustd
con el algoritmo no finea! de Marquardt

I8l de acuerdo a la siguiente ecuacién:

%PPF,, |

WPPF =
1+ ECa
[Drug]"

Dcnde %PPF es el porcentaje de
PPF incrementado por la administracion

del agonista; %PPFyasx es el efecto sa-

turante; ECse es la mitad del efecto
maximo; [Drug] es la concentracién del
agonista ufilizado; y n es la pendenie
de ia funcidn dosis — respuesta, siendo
una aproximacion al coeficiente de Hill
.127] | os parametros fueron ajustados
utiizando software comercial (Sigma-
Plot, Jandel. San Rafael, CA, USA). Del
mismo modo, cuando el agonista se
administraba después de bloquear las
conductancias de Ca®, se determind el
grado de oclusién producida.

El cociente $2/8 fue medide ca-
da cinco minutos. Una vez gue el co-
ciente $5/S; se estahilizo después de
bloquear los canales de Ca’" la intensi-
dad del estimulo se incremento, con el
fin de reclutar mas aferentes, de tal mo-
do gue se recupero, en la medida de lo
posible, los valores control del cociente
S./8,. Esto mejoro la resoiucidon de
nuestro sistema para ver los efectos de
los agonistas vy la participacion de los

canales de Ca®' no bloqueados per las




toxinas blogueadoras de dichos cana-
les. Si el efecto presindptico de los ago-
nistas utilizados actla blogueando al-
guno de los canales de Ca®* presentes
en las terminales glutamatérgicas, en-
tonces cuando se bloquea previamente
este tipo de canal, et efecto del agonista
debe ser ocluido o su PPF debe ser re-
ducida

La significancia estadistica entre
las muestras se determiné utilizando
pruebas estadisticas, paramétrica y no
parameétrica (f de Student y U de Mann-
Whitney respectivamente. Para ello se
utihzé el software comercial SYSTAT

{Evanston, IL, USA)

Drogas utilizadas

Se utilizé s-(-)-Bay-K 8644, ago-
nista de canal de Ca® tipo L; muscari-
na, agonista muscarinico; baclofen,
agonista GABAg, saclofen, antagonista

GABAg; bicuculina, antagonista GABA,.

B-ciano-7-nitroquinoxaline-2,3-dicne

(CNQX), antagonista receptores no-
NMDA, D 2-amino-5-phosphonopen-
tanoate (APV), antagonista receptores
NMDA. Los cuales fueron suministrados
por Sigma Chemical Co. (St Louis MO,
USA) o RBI (Natick, MA, USA). o-
Ceonotoxina GVIA {0-CgTx GVIA) v o-
Agatoxina TK (u-AgTx TK) fueron sumi-
nisirados por Peplides International
(Louisville KY, USA) o Alomone (Israel),

los cuales se agregaren a la perfusion

de stock’s preparados el mismo dia




Resultados

Moduiacién Presinaptica: Papel de los Canales de Ca*

La liberacién de neurotransmisor
es un fendmeno dependiente de la en-
trada de Ca® extraceiular. Las neuro-
nas poseen diferentes canales de Ca?*,
En el neoestriado vy en la corteza las
neuronas tienen canales de Ca®* de tipo
L. N, P, QyR!"% 7 gin embargo los
canales de Ca®" reportados en las ter-
minales glutamatérgicas de la sinapsis
corticoestriatal son Unicamente los ca-
nales N, P y Q "' Por lo que resulta
importante cenocer cual o cuales son
los canales de Ca’" que participan en la
liberacidn de neurotransmisor, y cual es
ta contribucidn de cada uno ellos en la
modulacién presinaptica Por ello en
primer término fue necesario determinar
qué efecto tenia el cambio en las con-
centraciones extracelulares de Ca®" so-
bre la PPF, con el fin de estabiecer la

contribucion del Ca®’ extracelular en la

T
I

liberacién de neurotransmisor. De este
modo cuando se selecciona una inten-
sidad de estimulacidn tal que la ampli-
tud de las respuestas a los estimulos 5,
y S, sean similares a concentraciones
de Ca®" fisiologicas ([Ca®"], = 2.0 mM)
(PPF = 1.2 £ 007 Media £ S.EM; me-
diana =1.1; n = 8), se puede observar
que cuando se disminuye la concentra-
cion extracelular de Ca®* ([Ca®'], = 05
mi) ocurre una disminucién en la am-
plilud de ambas respuestas Esto se
puede correlacienar con una m.enor en-
trada de Ca®", y por lo tanto con una
menor liberacién de neurotransmisor
Sin embargo, también se observa que la
relacion entre las amplitudes es diferen-
te ya que la relacidn S;/S4 aumenta, por
lo gue se dice que hubo un incremento

en la PPF (6 = 0.9; mediana =7 1, n=7,

p < 0.001; U de Mann-Whitney) Esto se



debe a que la relacidn enire la entrada
de Ca” con la liberacién no es lineal, de
tal modo que pequefios cambios en fa
concentracion intracelutar de Ca® pue-
den provocar grandes cambios en la
liberacidn, haciendo a la sinapsis mas
eficiente. Tomados juntos, una disminu-
cidén en la amplitud de las respuestas
82/54, asi como un incremento en la
facilitacion son evidenclas de una in-
hibicién presinaptica 7 % 40 213.218 pgr
otro lado, cuando se incrementa la con-
centracion extracelular de Ca®* ([Ca®'],
= 4.0 mM) ocurre lo contranio, es decir
hay un incremento en la amplitud de las
respuestas, particularmente en Sy, vy
una disminucién en la relacion 83/8;,
que se conoce coma “Depresion por
Pulso Pareado” (PPF = 0.63 20 1; me-
diana = 063, n = 8, p < 0003; U de
Mann-Whitney}. Una posible explicacion
de este evento consiste en que a la lle-

gada det estimulo ocurre una gran en-

trada de Ca* que provoca gue todas las

36

vesiculas ancladas liberen su contenido
al espacio sinaptico, a la llegada de un
segundo estimulo en un periodo breve
de tiempo, no hay suficientes vesiculas
disponibles y la amplitud del potencial
sinaptico decrece Si los eventos obser-
vados fueran postsinapticos el bloqueo
produciria cambtos en la amplitud de la
misma magnitud perc no habria cambic
en fa PPF.

Para demcstrar el papel de los
canales de calcio de la membrana
plasmatica de las terminales glutama-
térgicas se realizd una curva dosis -
respuesta del bloquec con ¢admioc En
ella observamos un incremento de casi
180 % en la PPF (179 £12 %, ECg=
128 £ 018 uM), la aproximacion del
coeficiente de Hill fue cercana a 1 (1.25
+ 0.18), lo que nos sugiere que el cad-
mio bloguea por igual a los canales de
Ca® que participan en la liberacién de
neurotransmisar. Con el fin de determi-

nar que canales de Ca®" estan partic-



pando en la liberacién de neurotransmi-
sor, realizamos experimentos de ociu-
sl6n farmacolégica utitizando toxinas
peptidicas especificas para bloguear
selectivamente cada uno de los canales
de Ca®. Trabajos previos mostraron
que los canales de Ca® que participan
en la liberacién son los canales tipo N y
P/Q, 1a participacion de los canales tipo
L es minima, o no participan; mientras
que los canales tipo T no se encuentran
presentes #1117

Para bloguear los canales tipo N
se utilizd o-CgTx GVIA, el bloqueo de
este canal produjo inhibicion presinapti-
ca. Ya que se observo un incremento en
la PPF desde 1.25 £ 0.11 (mediana =
1.07) en el control a 2.3 £0 3 {mediana
= 2 01) en presencia del péptide (n =
11; p < 0.01, t de Wilcoxon), indicando
su participacion en la liberacion de glu-

tamato en estas sinapsis. Para bloguear

los canales de Ca®" tpo PiQ se ubihizd

w-AgTx TK, que a bajas concentracic-
nes (< 30 nM) bloquea canales de Ca*”
tipo P, mientras que a concentraciones
mayores hloguea a los canales Py Q (>
200 nM) Alias concentraciones de o-
AgTx TK (400 nM) aumentd la PPF de
109 £0.05 (mediana = 1.04) en el con-
trol a 2.8 £ 0 3 (mediana = 2.7) en pre-
sencia de estatoxina (n =5 p <005, ¢
de Wilcoxon). Como el cambio en ia
PPF fue mayor para la o-AgTx TK que
para {a v-CgTx GVIA (151% vs 88%) s¢€
realizé una curva dosis respuesta de o-
AgTx TK, con €l fin de establecer si1 par-
ticipan los canales P o Q. Nuéstros da-
tos muestran un efecte maximo de 211
% (ECso = 127 = 18 nM), obtenide a par-
tir del analisis de dobile reciproca Line-
weaver-Burk, el cual requiere concen-
traciones mayores a 1 yM un coeficien-
te de Hill cercano a 1.0 {1 2), lo que su-
giere que un solo tipo de canal de ca™

sensible a «-AgTx TK esta participando




en la hberacidn de glutamato en la sk
napsis corlicc-estriatal. £l blogueo de
canales de Ca°" tipe L con dihidropindi-
nas {5 UM nitrendipina) no produjo cam-
bios en la PPF ni en la amplitud (datos
no mostrados) de forma similar a io ob-
servado previamente Estos datos su-
gieren que los principales canaies de
Ca** que participan en la liberaciéon son
los canales tipo Ny Q.

No obstante lo anterior, existe la
posibilidad de que los canales de Ca®"
tipo L estén presentes en la termmnal
giutamatérgica, pero no en la zena act-
va de la sinapsis Lo que podria exphcar
su poca o nula participacién cuando son
blogueades Para elic decidimos actwar
los canales tipo L con Bay K 8644 (5
HM). Nuestros datos muestran que al
mantener activados a estos canales se
preduce una entrzda de Ca®* que pro-
duce depresion por pulso pareado, ya
que la PPF disminuyé de 1.25 £0.07

{mediana = 1 18) en el control a 0 65 +

Ak

0.1 (mediana =064 n=7p <002, fde
Wilcoxon). Lo gue sugiere la presencia
de los canales de Ca® tipo L en las
terminales  glutamatérgicas  cortico-
estriatales. Sin embargo no sabemos si
el efecto observado se debe tnicamen-
te a la entrada de Ca” extracelular por
el canal L, o bien si esta entrada de
Ca®* pudiera estar activando pozas in-
tracelulares de Ca”*. Dado que su blo-
quec (de los canales L) no afecta signi-

ficativamente la liberacion de las termi-

nales corticoestriatales
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Abstract

To know which calcium channel types are the most important for
neurotransmitter release at the corticostriatal transmission of the rat we tested
calcium channel antagonists on the paired pulse ratio. w-agatoxin-TK was the most
effective calcium channel antagonist: 1Cgg= 127 nM; maximal effect = 211 % (with
> 1 uM) and Hilt coefficient = 1.2; suggesting a single site of action and a Q-type
channel profile. Gorresponding parameters for cadmium were: 13 pM, 178 % and
1.1. The block of L4ype calcium channels has little impact on transmission, but we
also tested facilitation of L-type calcium channels. The L-type calcium channel
agonist, Bay K 8644 (5 uM), produces a 45 % reduction of the paired pulse ratio
suggesting that even if L-type channels do not participate in the release process,

they may pariicipate in its modulation.

Keywords' we-agatoxin-TK, w-conotoxin GVIA, synaptic transmission,

neostriatum, calcium channeis,



1. Introduction

Changes in the paired pulse ratio obtained from a pair of orthodromic
responses mainly reflect the non-linearity of the presynaptic processes of
transmission (Zucker, 1989; 1999). Opposingly, postsynaptic processes do not
change the paired pulse ratio under most circumstances but change both
orthodromic responses in the same proportion (Dunwiddie and Hass, 1985). A
postsynaptic process also changes the antidromic response. Consequenily, the
paired puise ratio associated with field population spike recordings is & robust
protocol to perform pharmacological screening of receptors located at presynaptic
nerve terminals {e.g., Dunwiddie and Hass, 1985; Malenka and Kocsis, 1988;
Kahle and Cotman, 1993; Lovinger et al., 1093; Ameri et al.,, 199%; Barral et al |
1989; 2000). The results obtained with this protocol have been corroberated with
more other techniques such as intracellular- and whole-cell recordings (Nisenbaum
et al., 1992; Lovinger et al., 1993; Brundege and Dunwiddie, 1996: Hernandez-
Echeagaray et al , 1998; Creager et al., 1988; Sullivan, 1999, Gerdeman and
Lovinger, 2001).

This work uses the paired pulse ratio to test calcium channel-targeting’
ligands whose actions are known to be located at corticostriatal terminals {Turner
et al., 1993, Lovinger et al, 1994; Bargas et al, 1998, Hill and Brotchie, 1999).
Pharmacological analyses of calcium channel antagonists based on the paired
pulse ratio coincided with previous results obtained with different techniques in
other central neurons {Takahashi and Momiyama, 1993; Wheeler et al., 1994,
Teramoto et al., 1995; 1997; Reid et al., 1998; lwasak et al., 2000; Turner et al.,
1993, Luebke et al , 1993; Dooley et al., 2000).

There is a consensus about the importance of P/Q-type calcium channels
(1A} in the release process. We performed a concentration-response analysis of

m-agatoxin TK to see if it is the P-type, or the Q-type channel. the most important



for release. This question is crucial since recent evidence has suggested a strong
convergence of presynaptic modulators onto Q-type calcium channels (Barral et
ai,, 1999; 2000). w-agatoxin evaluation is compared to that made on cadmium.

On the other hand, caicium entry involved in glutamate release at central
synaptic terminals takes place through non-L-type calcium channels (P/Q, N and R
orata, alpand al1g ) (Wu and Saggau, 1997; Randall and Benham, 1999). This
is the same at the neostriatum, where the block of L-type calcium channeis does
not affect corticostriatal transmission (Turner et al , 1993; Lovinger et al, 1994;
Bargas et al, 1998; Hill and Brotchie, 1989). Nevertheless, what happens if L-type
calcium channels are facilifated, instead of blocked? This point has not been
sufficiently explored We show here that the paired pulse ratio can give a

preliminary answer to this question.

2. Methods

Animal treatment in our institution adheres to the European Community
guideiines for the use of experimental animals Dorsal neostriatal brain slices (400
Mm) were obtained from anaesthetized male Wistar rats (100-120 g} as previously
described (Bargas et al., 1998). Briefly, sagittal neostriatal slices were cut on a

vibratome and incubated at room temperature in saline containing (In mM)* 125

NaCl, 3 KC1, 25 NaHCO4, 2 CaClyp. 1 MgClo, 11 glucose, 0.2 thiourea and 0.2
ascorbic acid (saturated with 95 % Og and 5 % CO2; 298 mOsm/l, pH = 7.4).
Indwvidual shces were transferred to a submerged chamber at 33-35 °C. Stimulation

of cortical white matter or corpus callosum with concentric bipolar electrodes was

used to elicit an orthodromic population spike (No) in the neostriatum {Cordingley

and Weight, 1888, Malenka and Kocsis, 1988, Lovinger et al., 1993; Bargas et al,

1988). In some cases, a smaller antidromic (N4) response could alse be eiicited

(Cordingiey and Weight, 1986; Bargas et al, 1998) probabily due to current diffusion




into the striatal tissue. Field population spikes, a composite of both field excitatory
postsynaptic potential and population action potentials, were recorded with
micropipettes filled with 0.9 % NaCl and an AC ampiifier. Records were digitized
and stored on VHS tapes at 40 kHz and analyzed off-ine. lilustrations are the
average of at least five records. Stimuius were brief square voltage puises (1 - 40
V; 0.1-0.4 ms; 0.06 - 0.2 Hz) delivered with a stimulator. Interstimulus time
interval for paired stimuli was 20 - 60 ms. Peptidic toxins were tested in the
presence of 10 pM bicuculline to eliminate the inhibitory GABAa component
(Bargas et al, 1998).

Two stimuli of equal strength were applied to determine the paired pulse
ratio: 82/ 81, where 52 is the amplitude of the second and 31 is the amplitude of
the first orthodromic response (Figs 1A,C). Stimuius strength was adjusted so that
the paired pulse ratio value was near 1.0 in the control recordings. In a set of
control experiments the paired pulse ratio was (mean £ S.E.M.); 1.2+ 0.05
(median = 1 1; n = 31). Both the paired pulse ratio or its change in percentage are
reported. Concentration-response relationships were generated with percentage
changes in the paired pulse ratio produced by catcium channel-targeting ligarids
{Barral et al., 1999; 2000). The range of responses for concentration-response
analysis varies depending on Initial conditions, i.e., a control paired pulse ratio
vatue less than 1.0, would increase this range. However, we chose to have a
control paired pulse ratio similar to 1.0 since the stimulus strength used for these
imtial conditions atfows a viable preparation for longer time The dose-response
relation was fitted with a non-linear Marquardt algerithm to the Hill equation:

%Paired pulse ratio =

%maximal paired pulse ratio / (1 + {ICsq / {hgand])nH)

where [C50 1s the half maximal effect, [ligand] is the concentration of cadmium or

w-agatoxin TK (Figs. 1 and 3), and "nHi" is the slope of the concentration-respense



function, i.e., an approximation to the Hill coefficient. Parameters were fitted using
commetcial software (Sigma Plot, Jandel, San Rafael, CA). The term ICsq
{"inhibitory concentration” 50) 1s used for half maximal effect, even if concentration-
response plots are increasing functions because the increase in the paired pulse
ratio 1s a measure of presynaptic inhibition or a decrease in the probability of
transmitter release. Stimulus strength to adjust a paired pulse ratio value near 1 is
equal to the strength necessary to have about one third of the maximal popuiation

spike amplifude.
2.1. Drugs

CdCiz, bicucuiline (Sigma, St. Louis MO), w-conotoxin GVIA, p-agatoxin TK

{Peptides International, Louisville, KY or Alomone, Jerusalem, Israel); nitrendipine
and s-(-)-Bay K 8644 (RBI, Natick MA) were all added from freshly prepared stock

solutions to the bath saline.

2.2. Dafa analysis

Both parametric (paired or unpaired Student’s ¢ test) and non-parametric
{Mann-Whitney U or Wilcoxon's T tesis) were used. P < 0.05 indicates statistical
significance. Mean, standard error of the mean (S.E.M.) and median are given

throughout the text. Statistical test used is indicated in each case.




3. Results

3 1. Changes in external calcium concentration.

Figure 1A top ({C32+]o = 2 0 mM} illustrates two consecutive orthodromic

population spikes evoked by a pair of stimuli of equal strength adjusted to have a
paired pulse ratio of about (mean + S.E.M.); 1.2 + 0.07 {median 1.1, n=3).
Stimulus strength was not changed when the external calcium concentration
hecame 0.5 mM (Fig. 1A middle) in order to decrease calcium entry to the
terminals and lower release probability. Both responses decreased although the
second one decreases less. Consequently, the paired pulse ratio increases in low
calciumto: 6 + 0.9 (median =7.1; n = 7; p < 0.001; Mann-Whitney U} (e g., Katz
and Miledi, 1268, Dunwiddie and Hass, 1985, Zucker, 188%; 1999; Gerdeman and
Lovinger, 2001). This represents a percentage increase of about 506% above the
control. In contrast, raising the external calcium concentraticn to 4.0 mM, o
increase calcium entry into the terminals and enhance reiease probability,
produces the opposite effect (Fig. 1A bottom): Paired pulse ratio = 0 63 = 0.1
{median = 0.63; n = 8; p < 0 003; Mann-Whitney U). This represents a percentage
decrease of about 37% below the control These changes could be preduced
consecutively, in the same preparation, and therefore are reversible. If the changes
in external calcium were explained by postsynaptic actions, both S2 and S$1
responses would have changed in the same proportion. Figure 1B I1s a summary
histogram. These results support the pared pulse ratio in association to population
spike recordings for evaluating presynaptic modulation in the corticostriatal

preparation



3.2. Cadmium ions.

Figure 1C illustrates the effect of external cadmium (50 uMj) on the paired
pulse ratio. Similarly to low external calcium, the paired pulse ratio becomes larger
dunng cadmium due to a block of calcwum entry into the synaptic terminals. Note,
however, that antidromic responses (N1) are unchanged; supporting the
presynaptic action of cadmium ions. Cadmium action is concentration dependent.
A concentration-response plot of percentage change of the paired pulse ratio is

illustrated in Figure 1D: 1C5¢ = 7.1 pM; maximal response = 163% and Hill

coefficient = 1.15. Four experiments from slices belonging to different animals were
averaged for the summary piot in Figure 1E {mean = S.E.M.): ICgp = 12.8 £ 4 uM;
maximal response = 179 £ 12% and nH = 1.25 + 0.18. This suggests that cadmium
does not distinguish between the different types of calcium channels employed in

release.

3.3. Peptidic calcium channel antagonists.

Both N- and P/Q-type calcium channels have been implied in glutamate
release at corticostriatal terminals (Hill and Brotchie, 1999; Bargas et al, 1998;
Lovinger et al, 1994; Turner et al, 1993). In order to have an idea of the relative
importance of these different channels, we made the experiment illustrated in
Figure 2: It shows paired pulse ratio enhancements n the presence of both -
conotoxin GVIA (1 uM) and w-agatoxin TK (400 nM), antagenists of N- and P/Q-
type calcium channels, respectively. These results suggest that both peptides act
by reducing calcium eniry into the terminals and decrease release probability. w-
conotoxin GVIA (1 uM) ennanced the paired pulse ratio from 1.25 1 0.11 (median =

107) inthe controt to 2 3 + 0 3 (median = 2 01) in the presence of the peptide (n =




11; p < 0.01, Wilcoxon's T). w-agatoxin TK {400 nM) enhanced the paired pulse
ratio from 1.09 # 0.05 (median = 1 04) in controi to 2.8 £ 0.3 (median = 2 7) in the
presence of the peptide (n = 5; p < 0.05, Wilcoxon’s T). In other words, -
conotoxin GVIA had less effect than w-agatoxin TK: 88% vs. 151% change in the
paired pulse ratio, respectively (taken from medians; p < 0.02; Mann-Whitney U), In
spite that conotoxin conceniration was higher. Hence, a concentration-response
analysis was done for the most potent ligand {w-agatoxin TK; Fig. 3A) to see if the
profile included both P- and Q-type channels, or only one of the two. It included a
Lineweaver-Burk analysis (Fig. 3B) to determine the maximal effect (y-intercept in
Fig. 3B}); which was: 211%; only reached with concentrations larger than 1 uM ©-
agatoxin TK {see Fig. 3A). The non-linear fit (see Methods) of the concentration-
respanse plot (Fig. 3A), using the maximal respense obtained from the
Lineweaver-Burk analysis as a constraint, yields an ICgp = 127 £ 18 nM. The
Marquardt fit of the Hill equation {see Methods) using 24 different slices and
experiments yields a Hill coefficient of 1.2, non significantly different than 1.0 and
similar to that obtained with cadmium; suggesting that the peptide mosily affects
one site at the terminals. These results are very similar to those obtained in other
preparations using different methods (Wheeler et al., 1994; Teramoto et al., 1995;

1997)

3.4. Bay K 8644.

Previous work has shown that the block of L-type calcium channels does not
affect cornticostriatal transmission significantly (Hill and Brotchie, 1999; Bargas et al,
1998, Lovinger et al, 1994; Turner et ai, 1993). This is also true for different types
of central nerve terminals (Wu and Saggau, 1997; Randall and Benham, 1999).

We confirmed this point by using the paired puise ratic 5 pM mirendipine did not



enhance the paired pulse ratio significantly (not shown; n = 3). In spite of this
negative result, we decided to test Bay K 8644 (5 uM), a seiective agonist of L-type
caicium channels, to see what happens when L-type calcium channels are
facilitated instead of blocked Figure 2C shows that Bay K 8644 reduces the
parred pulse ratio significantly from 1.25 + 0 07 {median= 1 18)t0 065 £ 0.1
(median =064, n=7,p <002, Wilcoxon's T) This is a 45% reduction {calculated
from medians} from the control, similar to that produced by high external caicium
concentrations (see above and Fig 1A); suggesting that Bay K 8644 increases

calcium entry to the terminals

4. Discussion

The rafionale of the paired puise ratio protocol has been previously
discussed and vafidated (e.g., Kaiz and Miledi, 1968; Dunwiddie and Hass, 1985,
Zucker, 1989, 1989; Gerdeman and Lovinger, 2001) The types of calcium
channels involved in glutamate release at the corticostnatal terminals have been
previously reported with different methods (Hill and Brotchie, 1998, Bargas et al,
1998, Lovinger et al, 1984, Turner et al, 1993} As in other systems (Wu and
Saggau, 1997, Randalt and Benham, 1989), N- and P/Q-types, but not L-iype
calcium channels, are in charge of triggering fransmitter release Based on this
previous knowledge, this work used the paired pulse ratio protocel to perform a
concentration-response analysis of w-agatoxin TK on corticostriatal terminals to
see which channel type, P or G, 1s the most important for corticostriatal
transmission This analysis was compared to a concentration-response analysis of
CdZ+ action  In addition, a comparison between m-agatoxin TK and «-conotoxin
GVIA, using the parred pulse ratio, showed that the most potent peptide was o-

agatoxin TK 115 concluded that, in the present expenmental conditions. Q-type




channels appear as the most important for transmiiter release at these terminals

4.1 The pawed pulise ralio in the corticostnatal preparation

The paired pulse ratio increased when release probability was low and
decreased when release probability was high. Since the neostriatum is not a
laminar structure as the hippocampus or cortex, these experiments (Figs 1A,B)
show that the protocol is still valid in non-laminar structures previded the excitatory
transmission 1s isolated (with bicuculling) These experments support the resuits
described below

Cadmium acted in the micromolar range (IC5g = 13 pM) with a Hill
coefficient that suggests that the 1on does not distinguishes between different hugh
voltage activated caicium channels. Saturation is achieved with concentrations
larger than 50 uM These values are similar to those found with different

technigues in ather preparations (rev. in Wu and Saggau, 1987)

4 2 Pephidic calcrum channel anfagonists

Both e-conotoxin GVIA and w-agatoxin TK enhance the parred pulse ratio
Therefore, calcium entry through N- and P/Q-types of calcium channel are in
charge of neurotransmitter release at corticostriatal terminals (Hill and Brotchie,
1999, Bargas et al, 1998, Lovinger et al, 1994; Turner et al, 1893).

The paired pulse ratio also indicated that m-agaioxin 1s a more potent
blocker of transmission than m-conotoxin GVIA, at corticostriatal termunals. This 1s
the case in other mammalian central nerve terminals in charge of fast transmission
(Takahashi and Momiyama. 1993, Wheeler et al | 1934, Teramoto et al., 1895,

1997 lwasaki and Takzhashi, 1988, lwasaki et al , 2000) Although N- and F/Q-




type calcium channels are in charge of fransmitter release in different classes of
embryonic central neurons (Reid et al., 1998; lwasaki et al , 2000), some neurons
suffer a developmental switch, so that only P/Q-type channels remain in the mature
cells (Iwasaki and Takahashi, 1998; lwasaki et al., 2000). In contrast, some other
neurons keep using both N- and P/Q-type calcium channels up to the adult age.
Among the later stand the pyramidal cortical and hippocampal neurons {(Wu and
Saggau, 1997; lwasaki et al,, 2000). Since corticostriatal terminals come from
pyramidai (eurcns, the pared pulse ratic protocol was able to detect the
involvement of both N- and P/Q-type channels in corticostriatal transmissfon and,
moreover, the relative importance of each channel type (Takahashi and
Momiyama, 1993; Tarailus and Breer, 1985; Wu and Saggau, 1997; Randall and
Benham, 1999; lwasaki et al., 2000; Dooley et al., 2000). Furthermore, the
concentration-response analysis of w-agatoxin TK showed a Q-type, not a P-type
profile (IC50 = 127 nM). In addition, the Hill coefficient for w-agatoxin was not
significantly different than 1.0, suggesting that one molecular target is affected
This agrees with previous electrophysiological findings in pyramidal cells
(Takahashi and Momiyama, 1993; Wheeler et al , 1994), but disagrees with a
recent report saying that both P- and Q-type calcium channels participate in the 4-
aminopyridine (4-AP)-evoked release of glutamate from striatal synaptosomes (Hill
and Brotchie, 1899},

Three hypotheses may explain this disagreement: a) the paired pulse ratio
protocol associated with population spikes had not enough resolution to detect P-
type calcium channels However, even in this case, the portion blocked by Q-type
channels would be larger than that blocked by P-type channels since lower w-
agatoxin eoncentrations (< 50 uM) were included into the concentration-response

plot (Fig 3} Nevertheless, the unconstrained fit to the Hill equation (see Methods)

yields a Hill coefficient near 1.0 and an {Cgp proper of Q-type channels (127 nM)



bl A synaptosomal preparation includes both thalamic and cortical glutamatergic
terminals. Thalamic terminals may use P-type calcium channeis for release
{lwasaki et al., 2000). And ¢) the above study (Hill and Brotchie, 1999) used 4-
aminopyridine to evoke release. 4-aminopyridine changes release efficacy at these
terminals (Flores-Hernandez et al., 1994} and that may change w-agatoxin potency
or disclose P-type channels. Further experiments are needed to elucidate these

points.

4 3 A role for L-type calcium channels?

A decrease in the paired pulse ratio was produced by the L-type calcium
channei agonist, Bay K 8644 (Fig. 2C), similar to that produced by high externai
calcium concentrations (Figs. 1A,B); suggesting that this agonist increases calcium
entry into the terminals. This was surprising because the block of L-type calcium
channels does not affect release significantly (Hill and Brotctie, 1999; Bargas et al,
1998, Lovinger et al, 1994; Turner et al, 1993). Nevertheless, calfcium currents of
the L-type can be disciosed at synaptic terminals (Urbano and Uchitel, 1998) even
when their blockage does not affect release. Moreover, dihydropyridines enhance
evoked release under certain conditions (Rosato-Siri and Uchitel, 1998). it is,
therefore, the blocking action on release what is absent. This asymmetry of
dihydropyridines” action suggests that, although L-type calcium channeis do not
participate in the release process, they stiil could participate in its modulation
through some transmitter that enhances L-type calcium current. This point

deserves further investigation
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Figure Legends

Figure 1. The paired pulse ratic A Top trace shows 2 paw of population spikes
evoked with the same stimulus strength in saline with 2 mM external calcium.
Parred puise ratio ~ 1. Middle trace shows responses after reducing external
calcium to 0.5 mM. There is paired pulse facilitation. Both responses decrease in
amplitude. Bottom trace shows responses during 4.0 mM external calcium. There
is paired pulse vepression. The first response is larger. B. A summary histogram of
eight experiments as in A yields paired pulse ratios for (mean + S £E.M.): 2 mM
externat calcium = 12z 0.07 (median 1.1; n = 8); 0 5 mM external calcium = 6 =
0 8 {median = 7.1; n=7: p < 0.001; Mann-Whitney U); 4 mM external caicium =
0.63 £ 0.1 {(median = 0 63, n = 8, p < 0.003, Mann-Whitney U). C The control

shows a pair of orthodromic population spikes (N2) with a paired pulse ratio = 1.
Antidromic population spikes are also present (N4) 50 uM externat cadrmium
reduces both orthodromic population spikes and enhances the paired pulse ratio
Antidromic population spikes do not change during cadmium D. A representative
concentration-response plot for a single brain slice: 1Cgg = 7.1 pM; maximal
response = 163% and nH = 1.15. E. A summary concentration-response piot

including four slices as in D" IC5q = 12 8 £ 4 pM; maximal response = 178 + 12%

andnH=125+0.18

Figure 2. Actions of calcium channel-targeting Ligands on the paired pulse ratio A
Time course of the paired pulse ratio before and during bath superfusion of 1 M
m-canotoxin GVIA, The pared pulse ratio 1s increased during w-conotoxin GVIA
from 1.25 £+ 0 11 (median = 1.07} in the control to 2 3 + 0 3 {median = 2 01) 1n the
prasence of the peptide (n = 11, p < 0.01, Wilcoxon's T) Thus, the block of N-type

calcium channels decreases release probability at corticostiiatal terminals




Representative records at right, Numbers to recording time at left. Horizontal bar
indicates time of ligand superfusicn B. The paired pulse ratio is enhanced with
400 nM w-agatoxin TK, from; 1.08 + 0.05 (median = 1.04) in controt to 2.9 £ 0.3
{median = 2.7) in the presence of the peptide (n = 5; p < 0.05, Wilcoxon's T). Thus,
the block of PIQ-type calcium channels decreases release probability at
corticostriatai terminals. C. The paired puise ratio is reduced by 5 uM Bay K 8644
fromn: 1 25 £ .07 (median = 1.16)t0 0.85 £ 0.1 {median = 0.64; n=7; p < 02,
Wilcoxon’s T), indicating that facilitation of L-type calcium channels enhances

release probability at corhicostriatal terminals

Figure 3. Concentration-response analysis of o-agatoxin TK. A. Concentration-
response refationship for w-agatoxin TK using the increase in percentage of the
paired pulse ratic. Plot was built from 24 shices and experiments. Each point is the
mean + S E.M. of at least 4 experments in different slices. B. A Lineweaver-Burk
analysis was used to obtain maximal effect (y-intercept) = 211 % r =0.97. Maximal
response obtained with the double reciprocal plot was used to constraint the
Marquardt fit of the Hill equation in Ao obtain: ICgp =127 nMand nH=12;r1=
0 g2. Maximal response is achieved with concentrations larger than 1 uM o-

agatoxin TK {which were not tested)
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Modulacion Presinaptica: Papel de los Receptores Colinérgicos.

Después de haber observado la
moduiacion presinaptica producida por
el bloqueo de conductancias de Ca®* en
la sinapsis cortico-estriatal, decidimos
probar st I liberacién de glutamato en
la sinapsis cortico-estriatal era suscepti-
ble de ser medulada por la activacién de
diversos receptores en la presinapsis
En ese sentido existen evidencias de
que la acetilcolina modula presinapti-
camente la Nberacién de glutamato de
las aferentes cortico-estriatales 28 75 8
80 de forma inhibitoria a través de re-
ceptores muscarinicos del tipo M; y M;
78 por lo que decidimos determinar
que canales de Ca®" de las aferentes
cortico-estriatales eran suscepiibles de
ser modulados presinapticamente por la
activacion de receptores muscarinicos

En pnmer términc caracterizamos

la inhipicion presinaptica producida por

Y

la activacidn de receplores muscarini-
cos ya que la activacidén de receptores
nicotinicos no produjo inhibicton presi-
naptica (datos no mostrados) Nuestros
datos muestran que la aplicacién de
conceniraciones muy bajas de muscari-
na {0 5 -~ 50 nM) produjo inhibicion pre-
sinaptica, la cual se observa como un
incremento en la PPF dependiente de la
concentracion, alcanzando una PPF
maxima de 245 + 16% con respecto al
cantral, Con concentracianes de 20 ni,
con una ECsp =25 = 15 nM, ia aproxi-
macion al coeficiente de Hilt observada
fue significativamente mayor a 1 0 (1 68
+ (0 37), lo que nos indica cooperativi-
dad, la cual es usualmente observada
cuando los receptores estan asociados
a cascadas de sefializacién intraceluiar
! Los datos confirman reportes previos

al ohservar que fas acciones presinapt-




cas mediadas por [a activacion de re-
ceptores colinérgicos parecen ocurric a
concentraciones  submicromolares ©
nancmolares ©* 7 8 giendo muy Infe-
riores a las concentraciones utlizadas
para observar efectos postsinapticos ®
157)

Con el fin de determinar sobre
cual o cuales canales de Ca®' estan
actuando los recepiores muscarinicos
utilizamos las toxinas peptidicas descri-
tas anteriormente para bloguear selecti-
vamenie las conductancias de Ca®’. En
ese sentido observamos que fa inhibi-
cién presinaptica producida por la mus-
canna persiste aun después de blo-
quear los canales de Ca®* tipo N con -
CgTx GVIA {1 um), asi como los cana-
les de Ca* tipo P con w-AgTx TK (10 -
40 nM). Sin embarge este efecto fue
cas! completamente ociuido cuando se
realiza en presencia de m-AgTx TK a
concentraciones

mayores (400 nM),

£18]

esto sugiere que la activacién de recep-
tores muscarinicos en la sinapsis corti-
co-estriatal produce inhibicién presinap-
tica a través de la modulacion de los
canales de Ca®* de tipo Q. Esto implica
que a pesar de que en la zona activa de
la terminal existen varios canales de
Ca®*, los Unicos susceptibles de ser
modulados per la muscarina son los

canales de tipo Q
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Muscarinic presynaptic inhibition of neostriatal
glutamatergic afferents is mediated by
Q-type Ca*" channels
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ABSTRACT: Cholinergic presynaptic inhibition was investgated
>n neostratal glutamatergic transmission. Paired pulse facili-
ation (PPF) of orthodromic population spikes (PS) were used to
sonstruct a concentration-response relaticnship for muscarine
ah presynaptic Inhibition. Muscarine had an effect proportional
@ its extraceliular concentration with an EC5, {mean * stan-
jard estimation error) of: 25 = 1.5 nM, and a maximal effect
saturation) of 245 = 16 %. Several peptidic toxins against some
soltage-gated Ca®*-channels increased PPF indicating that the
Za®*-channels they block participate in transmitter release
However, neither 1 M w-conotoxin GVIA, a specific blocker of
N-type Ca?*-channels, nar 10-30 nM o-agatoxinTK, a selective
alocker of P-type Ca®*-channels, were able to occlude musca-
nne's effect on presynaptic inhibition. Nevertheless, 100-400
M e«-agatoxinTK occluded muscarine™s action on PPF in a
dose-dependent manner, These results are consistent witl: Q-
type Ca**-channels medialing muscarinic presynaptic infubs-
hon of neostnatal afferents. @ 1999 Elsewier Science Inc.

KEY WORDS; Neostriatum, Muscarine, Presynaptic intubition,
Ca®* channels, Conotoxing, Agatoxins.

INTRODUCTION

By wang ditterent expenmental paradigms, several groups have
asserted that acetylchohne moduiates neostriatal glutamatergic af-
ferents presynaptically [5.6.8.71.14.19] This presynaptic modula-
on 1~ inhibitory and may mvolve muscanne ieceptons of the My
andfor M, receptor types {88.11,19)

1015 alvo known (hat evoked glutamate release by neostruatal
alicrenis requues the partcipation of both N- and PAQ-types of
Ca™* channels, but not of Letype of Ca®' channels [3.13.20)
Since evohed release by synapue termunals can be modulated by
tansimitters via the control of presynaptic Ca*' channels theough
miraceBular signaling coseades [23]0 m the prosent work we
wanted 1o find oul which type of Cu™ ' channel 1s mvehed 1 the
s contiol of neostratal glutamarergie afferents

MATERIALS AND METHODS

Aesthetized ot YWostar rars 2 months) swore decapitated
d then brans toprdby disseatad and cut saemally m aovabeatome
Dhoesal neostroatad stices CHE D separated trom eartes were then

SN T cadteparceree Tose By s Deanoo e

N e A L TR (AR RN TR T R TR IS

e el
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kept in a 95% O, and 3% CO, saturated bathing ~olution contan-
g {in mM) 125 NaCl 30 KCL 10 MeCl, 20 Cull,. 25
NaHCO,, and 10 glocose {298mOsm/L with glucose and pH 7 4
with NaOH)Y After 1-h incubation, the shices were delivered to o
recording chamber at 32-34°C The superfusion rafe was -2
mbirun Simce the neostratum s not a laminar structure and the
recording clectrode cannot be seleetively ocated on the dendeitie
arbors. ficld ~tunulaton chicit orthodromic or synrapocally driven
population semhes (PS) Records were obtained with micropipettes
filled with 0 9% NaCl {2-4 M{1) and an AC amphifier Recordings
were digiized and saved on VHS tapes at 40 AHz 10 be analyzed
off-hine Ilustraiions are the average of at least fnve records Field
stimulation was done with a concentnic bipolar electrode Sumull
wire parred brict square vurrent pubes (<100 g8 220V 02 Hn
debivered with o stimulator Normally, ~tmulus ~trength 1« 40-
SO% ot that necessary o have maximal stnwfation Toune ingetval
between the par of stimub was 15-30 ms Biewcuibine (10 uM)
way dadded to the bathing medium o chminate the wmiubiory
component 0f the synapne response (e.g . 1151 6-Ovano-7-muo-
quinosadine-23-diwone 1CNQXNY (10 wmd plus 30 uM 2wmimo-
phosphonoyalene aord (APY) and bicoculiine bloched ail eyoked
SYIAPhE actaty, conhriung that no other souree of fase hgand-
sated synaptic transimssion other than GABA and glutamate in-
proge upon medium spiy neostiatal output nevtons 12,13}
The puired pubse facilitauon protocol (PPFY s commonly used
Lo wsses presymaptuic modulanon, 1 ¢, presynaptc imhibition would
wereise PPF e gL [1.78)) The pereentage of PPE U%PPFY wis
expressed as the pereent merease of the S4/8, ratio. S, being the
seeond and S, the first synaplic response
GPPE =100 (545 — 1) [
Fquation (11 was also used i another way $, = % PPEw connel
condinons and S, = % PPF duning muscanne 10 order to use the
enhancement of PPF produced by museaiine o genciale a con-
centianon-response relationship At feast four expennients were
done for eoch muscanne concentration amd mean SEN un
depivted m o each grapl poist TS conueTIation Tespmse
wan hirted wath g nonhie s Marguardi alronthm o the jullowiny
SN
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Where %PPF(drug) = the percentage PPF increased by muscanne:
%PPF(max) = the saturating effect, EC, = the half maximal
effect. [muse] = the muscarine concentration and n 1+ the slope of
the dose-response function, 12, an approximation o the Hill
cocfficient.

Parameters are reported by this software package (Sigma Plot-
Jandel, San Rafael, CA, USA} as the best fitted estimate = the
standard estimation error When muscanine and a Ca”* channel
blocker were added together. a degree of occlusion between both
wealments was assessed

A simple 5,/8 ratio was momitcred every 5 run to build ume
course plots of peptidic toains and muscanme actons PS amplitude
and 5./8, rauo are vanable because they depend on many factors
However, effects of weatments were seen in each shee. changes are
reported as percentages (see Fig. 3), and the cffect of muscanine at
saturating concentrations (20 nM) distnbuted normally, As expected,
a Ca®* channel blocker induces an enhancement of the 54/8, rauo
(PPF) due (o the bicckage of presynapuc Ca”* channels mvolved
the release process (e g. [3.7]) However, antagonists of the L-type
Ca’ channet did nat produce PPF changes (not shown, but see [3])
Once the S./8, ratio was stable for a given toxin, the sumulus strength
was ncreased in order 10 get a decrease in the §48, ratlo (to improve
the resolution for trscanne’s action and to ncrease the participarion
af the Ca** channels not blocked by the toxin) In some occasions the
oniginal (control) S48, rato could be recovered (Fig 2B) Musc,mnc
wis then added in the presence of the toxin If a given type of Ca®?
channel 15 necessary for the presynaptic actior of muscanne, then the
blochade of this channel type should ecclude the muscarime action

Muscarine, CNQX, and APV (Sigma Cherucal Co, St Lous,
MO, USA or RBI, Nutich, MA. USA). w-Conotoxin GYWIA (o~
CaTh-GVIA) und e-Agatoan-TK {@-AgTa-TK) (Peptides Int,
Louisvlie, KY, USA} were all added from freshly prepared stock
solutions to the bath ~aline Stattstical significance betwesn sam-
ples was searched with parametnic and nonparametne tests (Sto-
dents £ test and Munn-Whitney U-test. respectively, using SYS-
TAT, Bvanston, L, USA)

RESULTS

Figure 1 shows a concentration-response celationship for the
musearnic cholinergie receplor agonist muscarine on its abulity to
enhance PPF Thiv plot was built after several expenments in
ditterent shees (see Material and Methods), When tested on PPE,
muscarme clearly acts 1 the nanomolar range with an EC., of
(mean & standard estrmation eror) 2.5 = 15 nM Saturation of
the effect was achiey ed ai: 245 = 16%. The stope of the concen-
tration-response functon (110 Eq. 2) yelds 1.68 = 0.37, The
et shows representative records from one cxperiments 101y
shown that mereases in PPE are accompamed by decreases m
syraptically deaven PS amphitude (N, = orthodiomic PS) How-
ever, the antidromie PS (N, 3 s not faciltated duning 8. and 18 not
changed by muscanne, saggesting that both the 1eduction in ortho-
dromie S and the enhancement of 5./5, 1etio (PPF) are due Lo o
PHES3 TIPS MUSCARTIC acton

Figures 2A-C shows that peptidic 1ovins known s 77" chan-
mel antasonsts, w-Constorn GVIA (1 pM) and w-Agatonin TR
(10400 udy enhance PPE (this s seen as arincrease m the $48,
rna), and thus produce presyouptic mhibagion (7] This effoet o
expected because these peptube touns are nphly apeahie at the
cotieentmabions wsed and i has been shown that NP oand  pes
of Ca’' channels coopurate to cvohe plutamate release at the
woestrniad alferents §3 13,20 ilﬂuru 2AB also show thar the
Blovhane o st Noor Pope Ca7 ' channeds by [ ophd oo UCono
tean O o B0 3 a0 o Aratonos TR, tespectively, did not

stop e e ttom enhanoey PPE (R 2013 Moreosvern e
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300 -
t Hill coef.= 1.68
£ 200 { PPFu,=245%
Q
g EC,=2.5nM
o
.E Control
Q@
w 100 { "i H/
oy N, /
== 5 nM Muscanne
N é
_V*’“".W —— Iz
0 4 31 Sz 10 ms
-10 -9 -8 -7

log [Muscarine] (M)

FIG 1 Concentration-response relavonshiz for muscanine on paired pulse
facilitation (PPF} PPF enhancement by muscanne 1s concentration-depen-
dent in the nanomolar range EC., (mean = standard estrmation ¢rror) =
25 = 1 50M. saturaton = 245 * 16% and n (slope) = 1 68 = 0 37 (cach
araph pownt represents al least four expenments in datferent shices and the
whole plot represents gxperiments in 27 shees: each pomnt 1s the mean =
standard error of the mean) The inset shows exemplary records Both
antidramue (M} and orthadronmne (ML) populavon spkes are present in thas
expenment The control ¢ondibons had some PPE (stmulus was that
ngeessary 10 obtain half maximat amphtede) Muscanne reduced both
orthedromic populauon spihes (S, and Sy} and then rato ($4/5)) was
greatly mereased  Note that anudronue spihes did not change duning
muscarine, discarding postsynapue cliects

PPE cnhancement duc to muscanne 1n the presence of these
peptides was similar o the one found m the connol wndmom
{(Fig 3) Theretore, the dlochage of N- and P-type of Ca** chan-
nels did not occlude presynaptic hibition by muscarne Note that
10 nM ar-Agatoxin TK already produces a great PPE enhiancement
(Fig 2B) The cffeets of low doses of w-Agatoxin TK mdicates
that P-type Ca®’ -channels are involved i the excitation-release
coupling at these synapses However. up 1o 40 nM e-Agatoxin TK
hd not ocelude muscarine effects on PPF (not shown): the offects
of these hugher doses bang nonsignificantiy ditferent than those of
1001 30 nM (Fag 3.1 = 6) Nevertheless, when a-Agatonin TR
was inereased to 100 o1 400 nM, in order o block a substantial part
of the Q-type Ca®? chunnels, musearme was not longer able o
produce o PPF cohancement (g X)) Tts effects were totlly
occluded This suggests that muscanie inhibues ghutamatergie al-
ferenty through modulation of Q- -type Ca®' channels,

These experiments e summatizad m the histogram of Fig 3
Etfects with both 100 and 400 aM of arAgatoxin TR wac
sigificant (p Q008 and p ~ 0001 respectively: Mann- Wit
ney {-tesn I fact, 400 aM ot the pephide occludes most, wd 1in
some eases Al of muscarng s action an PPI Etfects with 0 oh
o Apdtoxan TR aie not shown beeause they weie not siemheantly
ditferent than the etiects abtamed with 10 ni]

DISCUSSION

Phe present eapenments show cvdence that soppants the Q
tpe ol Cul ' channels mediee the pruseana prossiape
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FIG 2 Muscanne action on pared pulse faciitanon {PPFj 14 occluded by Tugh concentrations ai o~ Szaovwe
TK {A) Time course of one experiment shaws that PPF (.73, catio) 18 enhanced by 1 w8 w-Conoonn GVIA
indicating that h-type Ca” ' -chennels participale i release Numbered records w nght n cech row (4—C
were obtained where indicated i the tme coure plog {lefl) Note that population <pihe (PS ampitude (%o
reducnons accampany the changes 1n 8/8, rano {ef , records 1 and 2) Atter a stable $/8, retn war achived
the stunulus strength was inereased 19 order o decrease the 8o/S, raue as mudh as posae 2 (revord 3. see
Matenyl and Methods) Addition ol 20 nM muscanne in these conditions was abie w enhance the 548, 110w
again even in the presence of w-Conotoxin GVIA (n = 6) (cf records 3 and 4) Horzontal oars indicate ume
of drug superfusion {B) A simlar eaperiment with 10 aM - e Agetoxin TK i shown Note *at §25, rano
clearly unhanced by 10 nM of this toxin suggesting that P-ype Ca™” -channcls partiopuie in contolimg
glutarmate release w these afferents, Howeser gontrol S48, ratio v aearly achiened after murdasieg simulus
strengih and 20 nM muscarne were stll able to enhance PPEF afier P-type Ca®' channels were blached (n =
4} Four other expernngnts canfirmed this result wath 30 or 40 oM e-Agatonin T (C) K0 mW - Agatonar
TK {P-and Q-types Ca®™ channe! blocker) mureased PPE as expected A partial recovers of the So/5 ralin was
achieved after mercasing sumulos strength bt can be sgen that alter this concentration of e Agatonn Th

museanne was unable 10 produce a PPEF enhancement {2 - 7)

n of glutamatergic neostriatal afferents In addition, a cencen-
m-response relutionsitp of muscartme presynaptic inhibition
norted by way of evaluating the degree of PPF it produced.
hese duta confirns previous epons [5,6,8, 11,1419 and sup-
that cholinergic presynapuc actons on neostratal afferents
aceur in the submicromolar or nanomolar range (5.8, 11]: see
(4]} However, other electrophysiological studics on cholin-
- presynaptic inhibinon in the central nervous system, nclud-
he striatum, have used cholinergic agomsts in the micromolar
s (e g [2019.2122)) This discrepancy could be due to -
it expenmental paradigins, The present data, used population
s [3] and s magreement with previeus data using, iniracel-
recordngs (S8 The SUS, rane (PPI) was the vanable
sated sinee 1 is camdered a better measie of presynapac
non [ 7]
L ICromelar concentialions, muscanme Jetiviiion bus -
L POSSYILPEL COMEGUEILES 11 Beostiatal spiny neoens
6], ¢ v, annerease mompatresistanee. These efledts we nat
0l at the nuanomol., concentations used here 18,161 Toae PPI
hiam would predldy sepuaiale prosyinnne nn posts aepie

effects [1.7] Nonetheless, 10 reassuning o bnow that s loganth-
mc difference in agonist concentraiion separdates effective pre-
from cffective postsynapiic actions. Thus, thes wark shows that the
presyaaptic effects oceur at much lower coneentrapions than the
postsynapuic ones {8). However, since the neostriatum 1s not o
Tarmnar structure and ficld stunulanon cannot solaie the popuia-
tron synaptic response form the populatien action patentiad, 1t may
be thought that presyaaphic etfects are contamingted with postsyn-
aptic actions, However, and in addinen 1o the differences
elfective muscarine congentigtians, the fallowing arguments mahke
us o think that presynaphic eftfects are better reflected on PPE (a)
Anndromic populaion sprhes donot ange % change 10 ani-
diomic papulation sprhe would be expeeted ot some postsynaptic
ehteets were present on the fnmg mechannm b Antagemsts of
the Logype channel thi do aticet postsa iuphe properties, do not
atieet PPE () Both museatine and Ca” 7 chanael angagomsis tor
N amd PIO-ty pe chanieds rodeee the st and secomd orthodremie
tespunses sinndneotsy slihensl nol i e sane proporton
Thus, the $4%, 120 1o enhatecd 4 postanapte citest wauld be
reflected by o ehanpe mboth  osponses iy the same Mmoparton
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Muscarine 20 nM
a-C-GVIA  »-Aga-TK  w-Aga-TK  o-Aga-TK
£ M 18-30 nM 100 nM 400 nM

Surminany of muscanne S aebon in the absence and presence of the
hannet antagomsts  Histogram shows that in the presence of 1 uM
otoain GV 1A and 10-30 nM «-Agatoxin TK 10 produce the block-
- and P-txpes of Ca® " channels. respectin ely. muscannie’s action
red pulse facailitation (PPEY 15 not accluded In fact, muscanne's
duning toans superfusion was not significantly d.fferent than that
I the absence of the loxins However, afer the blochade moluded a
1ot the @-tvpe Ca®~ channels with 100 (= 5) or 400 nM (1 = 7)
vgatwan TK, the PPF enhaneement produced by 20 nM muscanine
duced signincuntly (p < 3008 and p < 0001, respecuvely, Maan—
cy L-test)

over, tacihitation of N- und P/Q-type currents, due o G-
n modulanon, 15 expected when @ condhtioning prepulse 15
“(not smulier) thun the second (test) response. PPF shows an
ate relation between the first and second responses. (dy The
win PPE seen wath populaton spike iecording matches that
atth intracellular recordings (8] Therefore, even if the pop-
1 oresponse is not purely synaptic und includes population
~. the PPF enhancement 1+ most likely due to presynaptic
tion und not to postaynaptic changes

e approvimation to the Hilk coetficient was sigmficantly
* than one. i agrecment with previus date usmyg a-chloro-
nabhne, 4 reputed Mo-receptor antagonist [8], However, thus
£ would only indicate cooperativity: which rs usually found
receptors are linked to intracellular signaling cascades. Nev-
esse several studies hiave found that both M, and M, musca-
ceeplor antagomusts are able to block muscarinie presynaptic
ton simlarly ([8,11.19): see also {4]) Both M, and M, type
lor proteins are found on neostriatal asymmetnical afferent
ns 191 And both M. and M, selechive antagonists have
nranon-response plots with Hili coefficients near unity (8]
fore, ligand-bincimg studies at the subeelluly fevel andfor the
tomore speaific muscanne toxins [10 17]. are needed 1o
2 an recepur heterogencity of these atlerents

wr hundred nM o Acataxan TK were able to acclude mus-
©presynapne mhibison on neostniatal alterents m @ virtually
lete manner This concennation of the peptide imphes the
ade o Q-nvpe Ca” " chunnels This supgests that sithongh all
Sand Q-tpes o Cat ' channels partieipate an glatamale
e ncosttaal atterents B3 onscanne ondy mterteres wih
¢ O channels fenchon o produce presvnapbe nhidnton
s te mecbansany of dus mrertaenee necds oither expent

BARRAL ET AL.

mentanion Howeser it 1s worth noting that, on the hippocampus,
MUSCAFINIC TeCepIor agonlsts interfered with the N-type of Ca™*
chanacls, and not with the P/Q-type [18] Also, all M, M, and M,
receptors have been imphcated 1n muscarime presynaptic mhibi-
uon in different systems {2.4.19,22] This shows that the sume
transmitter may use diffevent receptors, intracetlular signaling, and
molecular targets. 10 produce presynaptic mhrbition in different
cerebral nucler and a*ferents
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fodulacion Presinaptica: Papel de los Receptores GABAérdgicos.

En el czso de los receptores GA-
IAérgicos, existen evidencias de que el
3ABA inhibe presinapticamente las afe-
entes gluiamatergicas necestriatales a
ravés de la activacion de receptores
SABAg [P% 138,198 1471 agta modulacion
wesinaptica involucra vias de sefaliza-
j6n mediadas por proteinas-G y blo-
jueo de los canales de Ca®" que produ-
zen una disminucién en la cantidad de

38 En la si-

neurotransmisor liverado !
napsis cortico-estriatal, adn no se han
determinado cual o cuales canales de
Ca®* son susceptibles de ser modulados
presinapticamente por la activacion de
recepiores GABAz Mientras que los
receptores GABA, actlan postsinapti-
camente. Por ello en pnmer término
analizamos el efecto del baclofen, un
agonista especifico de receptores GA-

BAa. En este caso observamos que el

efecto del baclofen sobre la PRF es de-

o]

penrdiente de la concentracion mostran-
do una PPF maxima de 457 £ 37 % con
respecio al control (2-10 pM), la ECsp
observada fue de 574 £ 25 nM vy fa
aproximacion del coeficiente de Hill fue
de 2.2, en este caso nos indica coope-
ratividad ya que se trata de receptores
acoplados vias intracelulares de sefali-
zacion . La aplicacién de baclofen en
presencia de saclofen (500 pM), un an-
tagonista especifico, no produjo cam-
bios en la PPF, sin embargo cuando el
antagonista es removido del bafo de
perfusién se observa la inhibicién presi-
naptica producida por el baciofen

Con el fin de establecer que ca-
nales de Ca®" estan participando de
esta modulacién se hicieron experimen-
fos de oclusidn farmacolégica con las
toxinas que bloguean canales de Ca*
De forma similar a lo observado con 1a

activacion de receptores muscarinicos,




ni el biogueo de canales de Ca’* tipo N,
ni el blogueo de canales de Ca®' tipo P
impidieron  la inhibicidn presinaptica
producida por la activacién de los recep-
tores GABAg Sin embargo, cuando los
canales de Ca’™ tipos P y Q se blo-
quean con 400 nM de w-AgTx TK, la
accion del baclofen se ve casi comple-
tamente ocluida. Por lo que se concluye
gue la moduiacién presinaptica produci-
da por la activacidn de receptores GA-
BAg en la sinapsis corlico-estriatal esta
mediada por canales de Ca®* de tipo Q.
Estos datos sugleren gue a pesar de
que la hberacién de neurotransmisor
depende de la entrada de Ca®* extrace-
lular por ios canales de tpo N, Py G,
sélo el canal de tipo Q es susceptible de

ser modulado por el GABA

02
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itract

opulation spikes associated with the paired pulse facilitation paradigm have been successfully used to measure
synaptic inhibition in several systems in the present work, this paradigm was used to evaluate the action of baclofen
neostriatal glutamatergic transmission. Baclofen enhanced synaptic facilitation with an £Csy = 0.57 M and 2 maxi-
| effect of 467%. Selective antagonists for N-, P- and Q-type Ca?*-channels enhanced paired pulse facilitation, suggest-
that these channel types participate in the release of transmitter. Nevertheless, neither 1 uM w-conotoxin GVIA, nor
nM w-agatoxinTK occluded the action of baclofen. Baclofen’s action was ccciuded only by 400 nM w-agatoxinTK.
sse data suggest that Q-type Ca®'-channeis mediate v-aminabutyric acidy presynaptic inhibition of neostnatal affer-

s © 2000 Elsevier Science Ireland Ltd. All nghts reserved.

words v-Arminebutyric acids receptors, Baclofen; Presynagtc inkubition; Neostriatum; Calcium channels; Conotoxins, Agatoxins

t has been demonurated that y-ammobutynic acid
ABA) presynaptically mhibits neostriatal glutamatergie
erents through the achivanon of GABAy receplors
2 13-15] Presynapuic modulation due o GABAy recep-
activauon mvelves G-protetn signalimg and inhibition of
synaphic Ca™™ channels leadimg 1o 4 reduction in neuro-
nsmnitier release [13.18]

N-. P- and Q-type Ca™ channcls but not L-type Ca™
innels, are necessary (o evoke ghutamate release from
striatal afferents [3] Tnese Ca®' channel types are
sressed by cortical neurons that project to the neostriatum
). Therefore, the present work imtends Lo answer if one of
se Co™™ channels 15 required for the presynaplic imhibi-
n mediated by GABAR receptor activation or if all Ca®*
innel 1ypes participate

Adrthedronucally evoked population sprkes (PS) are the
ult of the spmuhancous synaptic response of several
srons, Thus, PS and the paned pulse fuctitanon (PPEF)
adigm have been used mphanmacalogical assays 1o find
Centration-tesponse telationshups that midke the basis for
ne detiied studies $11] Simee the function that telates
raterminal I(_‘:l\'}, with tinsmtes elease v non-linea
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119), the addition of Ca*~ entening during a sccond response
(82}, to the |Ca®" ], remaiming from the fust response (S1).
will produce a non-linear increase in ti.osmutler release
Thus, ‘residual Ca®* 15 responsible for the synapue
enhancement dunng the paired pulse facilitauon (PPF) para-
digm [19,20] Either & deciease m 1Ca™ ], ar Presynapuc
inhibiuon involving a reducton m Ca® coury, wili cause 2
reduction 15 the firv response (S1) and arelative inciease 1n
the second response {82) [2,7,8] Post-synaptic modulation
usually preserves the SZ/81 rato {7-9,11,191 Morcover,
several reports that used PS with the PPF paradigm faith-
fulty predicted presynaplic inhubition; which was later
corroborated with mtraceilular or whole-cell recording tech-
nigues [2,4,5,8,10,16]. As 2 conscquence, the PPE paradigm
has been considered a suong evidence for presynaptic inhi-
bition, and 1L was used here o address the role of N-, P-_and
Q-type channels in the presynaptic inhibinon duced by
baclolen.

Dorsal neostnata! bram shees (400 pm) were obtamned
from anaesthetized Wistar rats (300-120 2) as deseribed
claewhere [3,10]. Shees wepe kept inoa 95468 O and 5%
COy satuated buthug solution contaming G mM) 123
NaCl 30 KCU Vo MeCh, 20 CaCly 25 NaliCO and 1o
clucose (298 mOw/l with glucose sud pH 74w
NaIB The recordine chamber (32 33°C) bad o supedfu-
stan tate of 2 mlfmine Stmulaton of corpes cadlosum with

L essner Bewena relana Ld Al aghis resoneed,
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entric bipolar electrodes was used to elicit an orthodro-
PS 1n the neostrratum [3] which was recorded with
opipeties filled with 0 9% NaCl (2— M£2) and an AC
hfier Records were digitized and saved on VHS tapes at
Hz and analyzed off-line Illustrations are the average of
ast five records.

wo sumuli of equal strength wers applied (o determine
2d pulse facilitanon (PPF). PPF 15 the rato So/S(
essed m percentage [4), S: bewng the second and §,
first orthodromuc response

= 00548, ~ 1) n

onirol stimult were adjusted o see little or no PPF
S, = 1). This allowed us 10 see easily the PPF provoked
»aclofen or Ca®™ antagonusts (Fig. 2), Intersumuli uime
rval was 20-50 ms (4-20 V; 100-200 s, 0 1-0.2 Hz)
scuthne (10 pM) was used to ebmunate the mhibitery
BA, component [14]

g. (1) can alsc be used as follows 5, = %PPF in contrel
ditions and 8, = %PPF during baclofen This aliows to
the PPF enhancement produced by baclofen to generate
meentration-response refalionship (Fig. 1) At least five
animents were done for each bacloten concentration and
m PPF = SEM plotted The concentration-response
e was fited with a non-linear Marquardt algenthm 1o
following equation

PF = % PPFimax}{1 + (ECsy/{baclo]y™) (2)

ire SePPEF = 1~ the pereentage PRF increased by baclofen.
PFiman) is the satwratng effect, ECq s the half maximal
ct. [baclo] is the baclofen concentration and *a’ s the
e of the dose-response funclion, 1 e, an JpProamaion (o
Hill coeflicient. Parameters were fitted using commer-
software (Sigma Plot-Jandel, San Rafael, CA) When
lofen was added after a Ca®" channel blocker, the degree
eclusion of the baclofen cffect was assessed.
/S, ratio was measured every 5 nun. Ones the S5,
o was stable m the presence of @ Ca®* channel antago-
, the stimulus strength was ncreased 10 recruit more
1ents 10 order o recaver, as much as possible, the control
3y ratio. This improved the tesolution 1o see baclofen's
on and mereased the participanon of Ca* channels not
cked by the Ca® channel antagomist. If a gaven type of
channel v necessary for the presynapue action of
folen, then the blockade of this channel type should
lude or 1educe bacloten's mduced PPF, Baclolen, saclo-
breacullime CNOQX. and APY (Sigma. St Lous MO o
I Nauck, MA)Y, w-Conotoan GVIA (a-Cg1ahGVIAY
| o= Avalonn-TK (- Ao Th-TR) (Pepudes Int Lousville
ot Alomone, Taeach were added fom Neshly prepared
hosolutons o the buth saline Cytachtome ¢ (0.1 ma/ml
coaned mosome eapenents n which seperfusion
Lnned o low concentration of w-AgTY TR Hlowever.
anresults did potditer woath og wihout the carner S
L srembieance betweed samples was seaieched with pata

A . B

- 500 4

4004 EC,=057 M }
Max = 457 %

500 M Saciofen

% PPF block

ﬁ'
?

Log [Baclafen] (M)

Fig. 1. Concentration-response relatonship for baclofen on PPF
{A} From top to bottom Contro! depicts a pair of orthodromic
populatan spikes In response to & pair of stimull of equal
strength on corpus callosum Strength was adjusted to have
$,/S; = 1. Addition of saclofen {500 uM) does noi change $y/S,
ratio significantly Addrtion of baclofen {2 aM})in the presence of
saclofen does produce some PPF However, when the GABA,
receptor antagomist, saclefen, s removed, full baclefen acton
can be observed (¢f , top and bottom traces). Note that in addi-
tion of PPF enhancement there 15 a decrease in the amphtude of
both responses. (B) Percentage of FPF enhancement 15 plotied
against diffarent baclofen concentrations in semuloganthrme
scale. ECg (mean = SEM) = 574 = 25 nM Saturation = 457 =
37% Each pecint represents at least five experiments i differant
shees. The whole plot was obtained from 42 different experi-
ments and slices

metric and non-parametrie tests {Swdent's 7-and Mann-
Whitaey's U, respectively . uang SYSTAT, Evanston, {1

Fig | diustrates the acuon of baclofen on thiatal fickd
potentials Fig. LA shows a representative pan of orthodio-
mic zesponses subject Lo dufferent eatments A high coneen-
tration of saclofen (500 uM) did not produce 4 s1amiicant
change m the responses, but a smat) increase in PPF could be
detected when baciofen (2 p M) was added However, when
the GABAy; receptor antagonist saclofen was removed fiom
the superfusion, the action of bactofzn could be seen as a
greal enbancement of PPF (bottom). accompanied by the
reduction in orthodromic responses. Notee that the muial
antidromic PS does not change [3[. Thus, the PPF parachgm
using PS1s conswstent with presious data asserung that baclo-
fen mduces presynaptic mhmibtion of neostriatal aflerents
16,14,15] Fig 1B illustraces that the action of baclofen on
PPF ts concentration-dependent It shows saturation at457 =
37% (mean % SEM, P < 0 001), ECey of 574 £ 25 nM
(mean = estimabion cizor) and Hill coetiicient of 2 20 ind
catmyg cooperativity Cooperativiiy s usually ound when
agomst actions are tansdueed by mtnaceluke stgnabine
cascades [1],

Since N and P-and Q-tvpe Co™ " Chanitels are s olved
mglutamate elease from neostriagal allerents {340
enpenmetls wete carced oad stk Ca77 channel antag
amds 1 order tosee which e of Ca77 chasined micdiies
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A 1 M o CgTx-GVIA
2 pM Bzclofen
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B 2 M Baclofen
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2 Oecclusion expenments with selective antagonists of Ca’ channels Left time course of representative experiments Right
2sentative records from expeniments at left Numbers correspand ta recording tme Honzontal barg indicate time of drug super-
n {A) PPE (5,/S,) is enhanced by 1 uM of w-CgTX-GVIA, indicating that N-type Ca®  channels participate in the refease process lcf ,
rds 1 and 2} Sumulus strength was increased 1o return 16 origingl $4/S; ratios as much as pessible {record 3] Additon of 2 piv
sfen enhanced PPF even if N-type Ca®* channels are blocked (= B) {cf, 3 and 4} 8 A similar expenment with 20 nM «-AgTx-TK
ce the great effect of baclofen (cf., 3 and 4; n = 6} In the presence of w-AgTx-TK at 2 concentraticn that blocks most P-type Ca?

nels {C) 400 nM w-AgTx-TK enhanced PPF and occluded baclofen's action {n = 6)

ofen’s (2 pM) effects, 0-CaTx GVIA (1 uM) and w-
%-TK (20 nM) [1,17], admmstered at satwatmg
entrations 1o block N- and Ptype Ca®™ chamnels.
cetively [1.17.18], did not ocelude the action of baclo-
(Fie. 2AB) Nonetheless, these Ca®  blockers
anced PPF, suggesting the partseipaton of N- and P-
- Ca®* channels in transmitter release by these afferents
]. However, when a-AgTx-TK was used ot a concen-
on of 400 nM. which blocks a part of the Q-type Ca™”
mels {171, the effect of baclofen on PPF was occluded
- 2C P 00060 50 nM o w-AgTx-TX also reduced
(P < (01 Fig. 3) Frg 3 summarizes these eapern-
I
he results conniemed that tin the neostnatum [3], as m
1osystenmts (1810 N-, P-and Q-type Ca™ channels e
onsble for glutamatergie ttansnission, The PPE para-
1 alse confirmed that bacloten acts 10 a dose-dependent
a8 2 presynaptic inhibstor ol glutamatergie aflerents
S50 which v also e for other cerelnal nudler
3] The selechive antagomists ton Ca”' channels 11,671
wed ha althoush No, Poyand Q-type Ca7 chaniet
oniats enbance PPT mdicatms ot these S0 chane

nely participate i glulamatergie tansaussion, only the Q-
type Ca”" channels are hkely (o mediate GABA@IZIC presy -
naptc inhibition, Thus, w-CgTwn GVIA. a blocker of N-type
Ca™" channels, given al a sateraung concentiation, did net
reduce baclefen acuon on PPE. Baclofen’s acton m the
presence of w-CgTx GVIA was not significantly difierent
than that in the control (Fig 3). The same was true when -
AgTx-TK was used at concentratiens thut mostly blocked P-
type Ca®" channels (10-30 nM). However, when w-AgTx-
TK concentration wita increased 1o 30 nM, the effects of
baclofen on PPF were sigmificantly reduced. At 400 aM.
w-AgTx-TK wirtually occluded all baclelen™  eftecis
Since these concentrations of w-AgTx-TK block a fiaction
of Q-type Ca®™ channels. 1t therelaie concluded that Q-
type Ca™' channels arc the ones mvobved i the modulaton
aciion of bhaciofen.

G-type U7 channels also medlate presynapie mbibion
of coricosatal glutamatergre atterents by museanni
teceplor agousts [41 1 therelore iy pothesized that
wvpe Ca 7 channels o neostntal gluamalerg lemungls
mar be the el pathwasy” 1o presynapue modulation
prowduced by dilerent ransmtters
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Baclofen action in the presence of Ca®* channet antago-
Second bar shows that in the presence of 1 pM w-CgTx-
blockage of N-type Ca®" channels), the action of baclofen
milar to the control {leftmost bar} The same is true in
ce of 20 nM w-AgTx-TK (3d bar, blockage of P-type Ca®”
=i} However, in the presence of 50—4Q00 nM w-AgTx-TK
age of P- and Q-type Ca®~ channels), the PPF enhancement
-ed by 2 M baclofen was reduced significantly {P < 001
< 0008, respectively; Mann-Whitney's U-test) The action
gTx-TK 1s concentration dependent
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Discusion General

En términocs generales, el presen-
te trabajo muestra que la activacién de
receptores presinapticos para diversos
neuromoduiadores produce inhibicion
presinaptica. La activacidon de estos re-
cepiores, por medio de proteinas-G,
produce el bioqueo de canales de Ca**
tipo Q en la terminal sinaptica, lo cual
disminuye la iiberacién de glutamato en
la sinapsis cortico-estriatal.

En ia primera parte de este traba-
jo mostramos como el paradigma expe-
nmental de PPF combinado con expe-
rimentos de oclusion farmacoldgica es
la técnica mas adecuada para estudiar
la modulacién en fa liberacion de neuro-
fransmisor que ocurren en las termina-
les presinapticas.

Nuestros resultados muestran
que las manpulaciones en la concen-

tracién de Ca®* extracelular o el blogueo

total o parcial de las diversas conduc-

tancias de Ca®" produce una disminu-
cién en la liberacion de neurotransmi-
sor, que se refleja como un incremenio
en la facilitacion confirmando la hipdte.
sis de Ca®* residual % % ¥ % De ta
modo que los cambios en la relacion de
las respuestas S; y S:, constituye uno
de los mejores indicadores de eventas

preSiNéptiCOS [48, 39, 50, 213, 14, 185, 186, 206, 4,

57,178, 109, 40, 75, 76]-

Los resultados mostrados en este
trabajo, asi como otros del propio labo-
ratorio " indican que los canales de
Ca** Ny Q, parecen estar actuando en
la zona activa de la sinapsis, muy cerca
de los sitios de liberacidén. Mientras que
los canales de Ca®* tipo L, parecen es-
tar presentes en las terminales narvio-
sas sin que su bloqueo afecte la libera-
cion ' sin embargo su activacién pro-
duce depresion cuando se utiliza el pro-

tocolo experimental de pulsc pareado,




lo que sugiere que dichos canales estan
presentes en [a terminal pero alejados
de los sitios de liberacion Estos resul-
tados confirman que en el neoestriado
1 como en otros sistemas ¥*%, que los
canales de Ca®" que poseen las subuni-
dades i, ¥ @qp SON responsables de la
liberacién de giutamato. Adicionalmente
observamos que los canales de Ca®"
tipo L también participan en la liceracidn
de neurotransmisor

La curva dosis respuesta obteni-
da al bloquear de manera inespecifica
los canales de Ca®* con Cd?* da un co-
eficiente de Hill cercano a 1.0. .o que
sugiere que la inhibicion presinaptica
preducida por el bloqueo de los canales
de Ca® no distingue entre los diferentes
tipos de canales de Ca®* durante la libe-
racion Previamenie se habia demos-
trado que los canales que participan en
la hberacién de glutamato en g sinapsis
cortico-estriatal son los canales N vy

P/Q, pere no los tipo L. ') Por lo que, si

el blogqueo cen cadmio indica la partici-
pacion de los canales de Caz*, uno de
ellos es el tipo N, ya que observamos
un compecnente sensible a la w-CgTx
GVIA. Otra conductancia de Ca** parti-
cipante es la de los canales P/Q. En ese
sentido, la conductancia de calcio mas
importante en la liberacién resulta ser la
sensibie a w-AgTx TK Por ello se deci-
dié hacer la curva dosis respuesta a a
orAgTx TK, en este caso si observamos
un coeficlente de Hill cercano a 1 nos
indicaria la participacion de sélo un ¢a-
nal de Ca®’, mientras gue un numero
mayor indicaria la participacion de am-
bos canales Los datos obtenidos mos-
traron la participacion de solo un canal
gue es sensible a altas concentraciones
de la o-AgTx TK, misme que se gjusta
al perfil farmacclagico del canal Q.

Por otro lado, ei hecho de que el
bicqueo del canal L no influya en la libe-

racien de glutamato, no quiere decir que




no esta presente en la terminal. Para
ello decidimos utiizar ef BayK 8644 con
el fin de activar el canal L, de tal modo
que si ocurria un cambio en la PPF nos
indicaria su presencia en las terminales
cortico-esiriatales Los datos mostraron
un decremento importante en la PPF lo
que indica gque la activacion de estos
canales provoca la entrada de Ca®* a la
terminal, de forma similar a lo observa-
do cuando se incrementa la concentra-
ci6n extracelular de Ca®*.

Los canales L pudieran estar par-
ticipando de manera indirecta en la libe-
racién incrementando la concentracion
intracelular de Ca®, lo que ayudaria a
depolarizar la terminal después de la
liegada del estimulo. Otfra posibilidad es
que la entrada de Ca®' al interior de la
terminal este activando los depdsitos
intracelulares de Ca®, como reticulo
endoplésmlcq liso, a través de ia activa-
cion de receptores a rianodina De tal

modo que fa activacién de los canates

de Ca** produciria un incremento impor-‘
tante en la concentracion intracelular de
este catidn en la terminal por la entrada
de Ca®* extracelular y por la liberacién
intracelutar de Ca** Ambos eventos no
son excluyentes y pudieran estar ocu-
rriendo de manera simultanea.

Una vez estabiecido el pape! que
cada uno de los canales de Ca”" tiene
en la terminales glutamatergicas. Nos
interesaba saber si agonistas de los
diferentes neurotransmiscres y neuro-
modulares propios del necestriado po-
dian producir inhibiciéon presinaptica, v
si ésta se lleva a cabo a través de cana-
les de Ca®*

Como ya se menciond dos de tos
neurotransmisores mas importanies en
la funcion de los ganglios basales son la
acetilcolina y el GABA & 251 Ambos

[203. £3]

tienen efectos presinapticos y

[i57. 138 Asimismo, se

postsinapticos
sabe que regulan la liberacién de glu-

tamato, actuande como neuromodula-



dores [ 47 181471 hor a activacion de
receptores presinapticos metaboirdpi-
cos {74. 121, 148, 147, 142]

De acuerdo a nuestros dafos, en
la zona activa de la sinapsis corticoes-
triatal los canales de Ca®' presentes son
tipos Ny Q. En ese sentido la activacion
de receptores metabotropicos tante co-
hnérgicos como GABAérgicos produjo
un incremento muy importante en la
PPF; para el caso de la modulacidon
GABAérgica fue muy elevada (> 450%).
Mientras que |z modulacién producida
por la activacion de receptores musca-
rinicos fue casi la mitad de la producida
por GABA (= 250%), que es similar a lo
observado en esta preparacion con
otras técnicas "%l Estos datos podrian
indicar que la densidad de receptores
GABAg sea casi el doble con respecto a
los muscarinicos, otra posibilidad que la
modulacion que ejercen los receptores
GABAérgicos sea mayor a ia producida

por los muscarinicos

fiy

Resulta interesante el hecho de
que la activacién de las propias neuro-
nas GABAérgicas estimuladas por la
liberacién de glutamato regulen la libe-
racién de éste en la sinapsis corticoes-
triatal. Esto suglere que esta modula-
cién regula la enirada de informacidn
desde la corteza hacia el ¢ircuito de los
ganglios basales.

Un aspecto que nos llamd la
atencidn es que ias concentraciones
utilizadas con agonistas muscarinicos
para observar inhibicién presinaptica
estan en el rango submicromelar o na-

nomolar {28, 84, 15, 15]

, mientras aue para
receptores postsinapiicos se reguieren
concentraciones mucho mayores (mi-
cromolares). En el laboratorio observa-
mos la inhibicion presinaptica producida
por la muscarnna a las concentraciones
mas bajas reportadas, tanto con t&cni-
cas de registro extracelular (en este tra-

bajo) como intracetular U®! mientras que

a concentracicnes mayores ieng 1Impor-



tantes consecuencias postsinapticas '%"
®2 Es importante saber que existe una
diferencia logaritimica en la concentra-
cidn del agonista muscarinico que per-
mite separar acciones presinapticas de
las postsinapticas, lo que indica la aita
afinidad de los receptores muscarinicos
presinapiicos con respecto a los postsi-
napticos.

Quizas el papel que desempefian
los receptores muscarinicos presinapti-
cos sea en primer términc el de regular
la entrada aferente al circuito de los
ganglios basales. En ese sentido, si la
liberacion de aceticolina es mayor, en-
tonces actua sobre las neurcnas de pro-
yeccion, regulando su disparo.

Por otro lado se explord la parti-
cipacion presinaptica de receptores ni-
cotinicos, sin émbargo 10s resultados
obtenidos no maostraron que la activa-
cOn de esios recepiores produzca mo-
dulacidn presinaptica en la sinapsis cor-

tico-estnatai

Los resultados obtenidos al estu-
diar la inhibicidn presinaptica producida
por la activacion de recepiores GABAg
fueron similares a lo observado al acti-
var receptores muscarinicos, ya que
amhbos agonistas producen un Incre-
mento importante en la PPF, vy fos expe-
rimentos de cclusion farmacoldgica in-
dican que la modulacién ocurre sobre el
canal de Ca®* tipo Q

Tomades en su comunio, i0s da-
tos presentados en el presente irabajo
sugleren que la modulactdn presnapiica
de las aferentes corticales que llegan al
neoestriado, se debe a que la activacion
de aute- y heterorreceptores presinapti-
cos actia principalmente sobre canales
de Ca*" de tipo Q. Sin embargo, nuestro
trabajo no excluye la posibilidad de que
existan otros mecanismos de modula-
cién presinaptica, como es el caso de fa
achvacion de conductancias de potasio,
o mecanismos de regulacién en la ma-

. . " . it
guinaria de liberacion [135.119)




El papel de [a inhibicion presindp-
tica se basa en la posibilidad de un con-
trof selectivo de la entrada a células que
reciben muitiples entradas de diversos
origenes ") de tal modo que cierto tipo
de entrada se vea favorecida sobre las
demas, cuando recibe la estimulacién
apropiada. Esto implica necesariamenie
que las redes neuronales deban utilizar
mecanismos de control independiente
que actué sobre entradas convergentes,
las cuales tienen un origen independien-
te tanto de la entrada como de la salida
(%) En ese sentido, Ia principal entrada
de los ganglios basales proviene de la
corteza cerebral 128 140 173, 2081 £ pian
conocido que cuando las neuronas es-
pinosas medianas son registradas m
vivo, se genera una actividad esponta-
nea caracterizada por periodos de si-
lencio seguidos por breves episodios de
disparo repetitivo %°%. Esto se ha corre-
lacionado con el aprendizaje motor s

1% 3% de mamiferos y otras vertebrados

&y

[54.102. 1921 £n esos periodos el potencial
de la membrana presenta un compor-
tamiento biestable ya que fluctia entre
dos estados subumbrales, uno hiperpo-
larizado o silente, y otro depolarizado
B0 gSin embargo, esta biestabilidad no
parece deberse a la sumacion temporal
de potenciales postsinapticos excitato-
rios ¥ ¥ gino a la activacion de co-
rrientes entrantes sostenidas. Asimis-
mo, pueden ser activados o terminades
por breves entradas sinapticas * 82 '%%,
Quizas sea la modulacion de las pro-
piedades intrinsecas de la membrana
por neuromoduladores la que provea a
las neuronas de la flexibilidad necesaria
para activar las propiedades biestables
Como la entrada cortical puede interac-
tuar con todos los elementos del neces-
triado, las vias que en un momento da-
do son activadas en la corteza, pudieran
incidir scbre neuropas que producen
inhibicidn  presinaptica, ejerciendo su

influencta sobre determinadas vias ner-




viosas #% 85 88 Eg nosible entonces
que muchas aferencias que llegan al
neoestriado, se vean favorecidas por su
selectividad a un neurotransmisor en
sus terminales promoviendo las propie-
dades biestables. La modulacién que
los diferentes neurofransmisores ejer-
cen en las terminales corticales al neo-
estriade podria estar generando cam-
bios en la circuiteria neuronal de forma
dinamica, por los efectos que producen
en la presinapsis. Siendo este meca-
nismo independiente de la inhibicion
postsinaptica que estos mismos neuro-
transmisores pudieran ejercer en las
neurcnas de proyeccion ['89,

En ese orden de ideas, la modu-
lacion presindptica cbservada en las
terminales glutamatérgicas que llegan al
neoestriado provenientes de la corteza,
también modulan postsinapticamente a

las neuronas de proyeccion [62. 138 142.

M8 14 9T sin embargo la sensibilidad

de los receptores presinapticos es ma-

69

yor a la observada en las células post-
sinapticas "® %, Los heterorreceptores
presinapticos de las terminales glutama-
térgicas que legan al neoestrniado, son
receptoras metabotrdpicos acoplados a
proteinas-G, por lo gue su activacian
desencadena diferentes vias de sefiali-
zacién, que actian poco después de la
liberacion del neurotransmisor. Mientras
que los receptores postsinapticos pue-
den ser ionotrépicos y metabotropicos
[74, 145,148, 14?].

Este estudio se ha centrado en la
modulacién que diversos moduladores y
neurotransmisores, propios de los gan-
glios basales, realizan sobre la entrada
cortical. Gomo ya se menciond, princi-
palmente se establecen sinapsis con las
neuronas GABAérgicas de proyeccidn,
asimismo se establecen conexiones
sinapticas con las interneuronas {coli-
nérgicas, GABAérgicas, etc) y con

otras aferentes. Este estudio revela que

la accidon modulatonia gue ejercen aigu-




nos de los neurotransmisores propios
del necestnado ocurre al bloguear con-
ductancias de calcio tipo Q, sin que al
parecer las otras conductancias partici-
pantes se vean influenciadas Esto lla-
ma poderosamente la atencion pues la
modulacion presinaptica, al menos en
este sistema, disminuye la cantidad de
neurotransmisor berade, por lo que las
otras entradas corticales que no sean
moduladas, en un momento dado, se
veran favorecidas con respecio a las
que si lo estén,

La activacidn de receptores pre-
sinapticos en las terminales glutamatéar-
gicas corticoestriatales es muy impor-
tante, pues permite que diversos eile-
mentos del neoestriade regulen la n-
formacion que estan recibiendo las neu-
ronas de proyeccion, y de este modo, la
regulacién de la actividad motora a tra-
ves de los nucleos de salida de los gan-
glios basales. Esto quiere decir que los

elementos neuronales de los ganglios

basales pudieran estar seleccionando a
los grupos de fibras corticales que los
estan activando, y de este modo regular
la actividad de sus neuronas de proyec-
Gion.

La modulacidn de la transmision
sinaptica mediada por canales de caicio
dependientes de voltaje es uno de los
mecanismos principales para explicar
comge la transmision sinaptica es contre-
lada 1% ""®l va que la relacion entre |a
entrada de calcio y la liberacién de neu-
rotransmisor es muy sensible a peque-
fios cambios en la concentracion intra-
celular de caloo. De tal mode gque mo-
destos cambios en las correntes de
calcio en ias terminales nerviosas, po-
drian producir efectos significativos en
la transmision sinaptica.

Los datos mostrados en este tra-
bajo, indican que mientras algunos ca-
nales contribuyen a la depolanzacion de
la terminal (canales L), oifros canales

son los encargados de productr ia hbe-




racién de neurotransmisor (Canales N y
Q). Sin embargo, sdlo uno de ellos (ca-
nales Q) fue susceptible de ser moduia-
do. Esto no quiere decir, que estos ca-
nales no realicen ofras funciones. Se
sabe, por ejemplo, que |z enfrada de
¢alcio por los canales L puede aclivar
receptores de rianodina, y de este modo
promaover la liberacién de calcio de los
depdsitos intracelulares de calcio '8
Asimismo, se ha observado que los ca-
nales de calcio de tipo N también son
susceptibles de ser modulados ', Por
lo que es necesario realizar mas estu-
dios acerca del papel de los diferentes
canales de calcio en la transmision si-
naptica

Por Gltimo, seria interesante sa-
ber si la contribucion de cada uno de los
canales de calcio ha sido similar a lo
largo de la evolucién De tal mado que
si conecemos como y bajo que condi-
cones, se onginaron los diferentes tipos

de canales de caicio, seria posible

-

comprender como la existencia de las
midltiples vias modulatorias cooperan
para regular la funcion sinaptica, y fi-

nalmente la conducta animal.



onciusiones Generales

- Las aferentes corticales que llegan
al neoestriado de la rata liberan glu-
tamato Poseen receptores a diferen-
tes neurotransmisores y neuromodu-
ladores, los cuales al ser activados
modulan la cantidad de transmisor

que es liberado al espacio sinaptice

ik el

El calcio extracelular es fundamental
para la liberacion de neurotransmisor.
Cambios en la concentracidon extrace-
lular de este cation, asi como el blo-
quec de los diversos canales de cal-

¢ic, producen whibicicn presinaptica

o

L.os canales de calcio presentes en
las aferentes terminales de las afe-
rentes corticales que llegan at neoes-

triado son los canales L, Ny Q.

i

Los canales de calcio que participan

directamente en el proceso de libera-

¢idn son los canales Ny Q.

KO

La activacion de receptores cofinér-
gicos muscarinicos produjo inhibicidn
presinaptica, a través de la regula-

c16n de canales de calcio tipo Q.

inlel

B3
e

2ty
O

W~

e
W

l.a activacion de receptores GABAg
en la sinapsis cortico-estriatal, produ-
jo inhibicién presinaptica, a través de
la modulacion de canales de calcio
de tipo Q.

Los datos sugieren gue a pesar de
que existen varios canales de calcio
en las terminales corticales que lle-
gan al neoesiriado (L, Ny Q), sblo los
canales de calcio de tipo Q participan
en la modulacion presinaptica de es-

tas aferentes.

Sin embargo no se puede descartar
el hecho de que pueden existir otros
mecanismos, ademas de los descri-
tos en este trabajo, en los cuales la
activacion de receptores presinapti-

cos produzca inhibicion presinaptica
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