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RESUMEN 

El neoestriado es uno de los núcleos con altos niveles de péptidos opioides. La 
distribución de los receptores opioides en este núcleo está organizada en el patrón 
de mosaico de parches y matriz. Se ha mostrado en otras regiones del cerebro que 
la activación de receptores a opiáceos resulta en una modulación de canales de 
calcio/potasio. 

En este trabajo se investigó el papel de los receptores a opiáceos tipo o y ~ en 
la modulación de la liberación de neurotransmisor de las aferentes glutamatérgicas 
que provienen de la corteza cerebral. Se ha mostrado que la liberación depende de 
la entrada de calcio a través de diferentes tipos de canales de calcio (N, P/Q Y R). 

El protocolo de facilitación por pulso pareado (FPP) en los potenciales de 
campo es una de las herramientas para evaluar eventos de inhibición presináptica. 

La aplicación de 1 ~M de DPDPE (agonista del receptor o) y 1 ~M de DAMGO 
(agonista del receptor ~) produjeron un incremento de la FPP en un 70% y 56% 
respectivamente, mostrando un efecto de inhibición presináptica. En presencia de 
bloqueadores de los canales de calcio m-CgTx-GVIA 1 ~M, m-AgTx-TK 30 Y 400 nM, 
(N, P Y Q respectivamente), el DPDPE y DAMGO siguen teniendo efecto 
incrementando la FPP. Por lo que se concluye, que la activación de los receptores 
tipo o y ~ no producen inhibición de la liberación a través de la modulación de la 
entrada de calcio. 

Los resultados sugieren que la inhibición de la liberación de glutamato en estas 
terminales puede estar dada por la activación de conductancias de K' u otros 
mecanismos. 
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INTRODUCCION 

GANGLIOS BASALES 

los ganglios basales (GB) son núcleos subcorticales (Arbib y Szentágothai, 

1998) del cerebro medio y anterior, están constituidos por el neoestriado (formado por 

los núcleos caudado (Cd) y putamen (Put)) , núcleo acumbens, sustancia nigra pars 

reticulata (SNr), substancia nigra pars compacta (SNc), los globos pálido externo 

(GPe) e interno (GPi), y el núcleo subtalámico (STN) (Brodal, 1992; Wilson, 1998). 

Estos núcleos desempeñan un papel importante en la regulación de las funciones 

motoras, el mantenimiento de la postura, en particular, la planificación, iniciación y 

ejecución del movimiento (Bargas, et al., 1998a; Graybiel, 1990). 

la degeneración de estos núcleos está relacionada con la alteración de 

movimientos voluntarios, presentes en algunas enfermedades como la enfermedad 

de Parkinson, el síndrome de Tourell, las discinesias, y la corea de Huntington 

(lovinger y Tyler, 1996; Wilson, 1998). Por lo que los GB han sido objeto de estudio 

desde hace muchos años. 

AFERENCIAS y EFERENCIAS DE lOS GANGLIOS BASALES 

El neoestriado (N E) es la principal entrada de información a los GB, recibe 

proyecciones de diferentes áreas de la corteza cerebral, incluyendo áreas motoras, 

sensoriales, de asociación y límbicas (Brodal, 1992; Bargas, et al" 1998a). Estas 

aferencias son excitatorias, y están mediadas por neuronas piramidales 

glutamatérgicas (glu) las cuales hacen sinápsis en las espinas dendríticas de las 

neuronas espinosas medianas (NEMs) de proyección (Bargas, et al., 1998a). El NE 

también recibe entradas glutamatérgicas de los núcleos centromediano y 

parafasicular del tálamo (Sadikot, et al., 1990), dopaminérgicas de la SNc, y 

serotoninérgicas de los núcleos del rafé (lovinger y Tyler, 1996). Además recibe 
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entradas GABAérgicas del GPe (Graybiel y Ragsdale, 1983). Por otro lado, las j';EMs 

del NE proyectan a los núcleos GPi/SNr (vía directa) y hacia el GPe (vía indirecta). 

La vla directa, es la proyeccion estríatal (GABA/sustancia P/dinorfina) hacia el 

GPi y la SNr (núcleos de salida), los cuales proyectan al talamo, enviando 

proyecciones GABAérgicas. Esta vía cierra el circuito con la conección del tálamo 

(proyecciones glutamatérgicas) hacia la corteza. Por otro lado, la vla indirecta, es la 

proyeccion del NE (GABA/enk) hacia el GPe, el cual proyecta hacia el STN y éste a 

su vez proyecta hacia el complejo GPi/SNr. (Figura 1) (Arbib y Szentágothai, 1998). 

Corteza cerebral 

rt~I>N:e:o:e:st:r:ia~d~0I;:i1~I-=I (gIu) 

(GABA enk) (GABA susl P) 
(dyn) 

Tálamo 

(GABA) 

GPi/SNrL-""¡"_U 
(gIu) '----' 

PPN 

Figura 1. Conecciones de los Ganglios Basales. Vfas directa e indirecta y neurotransmisores 

Involucrados: glutamalo (glu), ácido gamma-amlnobutlrico (GABA), encelalinas (enk), dinOlflna (dyn), 

sustancia P (sust P) dopamlna (DA) (Modificado de ArIllb y Szentágothal, 1998). 
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ORGANIZACION DEL NEOESTRIADO 

El NE es el núcleo más grande de los GB y la principal vía de entrada a estos 

núcleos, es el centro de refinamiento motor, al macen de información y registro de 

movimiento (Lovinger y Tyler, 1996). El NE se compone de dos tipos de 

compartimentos especializados neuroquímicamente: los parches o estriosomas 

(zonas poco reactivas a marcadores para acetil colinesterasa) que miden menos de 

1mm de diámetro y ocupan del 10-20% del volumen del neoestriado (Graybiel, 1990). 

El otro compartimiento es la matriz, que rodea a los estriosomas (Arbib y, 

Szentágothai, 1998; Graybiel, y Ragsdale, 1978; Graybiel, 1990). El NE recibe 

proyecciones de todas las áreas de la corteza cerebral encargadas de la sensación y 

el movimiento (Arbib y Szentágothai, 1998). Estas, llevan información hacia la matriz, 

mientras que las proyecciones límbicas terminan en los estriosomas (Arbib y 

Szentágothai, 1998; Graybiel, 1990). 

NEURONAS PRINCIPALES DEL NEOESTRIADO 

En la rata, 95% de la pOblación neuronal del NE se componen de NEMs de 

proyección (DiFiglia, et al., 1976). Estas neuronas, sintetizan y liberan ácido gamma­

aminobutírico (GABA) (Yoshida y Precht, 1971; BrodaI1992), por lo que sus botones 

terminales son inhibitorios (Precht y Yoshida, 1971). También, sintetizan y co!iberan 

diferentes péptidos como: encefalinas (ENK), sustancia P (SP), y dinomna (DYN), 

según el núcleo al que proyectan (Arbib y Szentágothai, 1998). 

El soma de la NEM tiene un diámetro de 12-18 IJm, del cual surgen los troncos 

dendríticos que presentan de 25-30 ramas dendríticas terminales que irradian en 

todas direcciones en un radio de 300-500 IJm. Las dendritas presentan gran cantidad 

de espinas donde hacen contacto sináptico las aferentes. El axón de la NEM se 

origina en el soma o en un tronco dendrítico proxímal (Wílson, 1998). Antes de 

alejarse del soma, el axón proyecta varias ramas colaterales que deja dentro del NE y 
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que hacen sinápsis con otras NEMs (Kita, et al., 1990); por lo que se piensa que 

ejercen inhibición entre ellas (Katayama, et al., 1981; Park, et al., 1980). 

INTERNEURONAS 

Existen otros tipos de neuronas que no proyectan fuera del NE, se trata de 

intemeuronas que constituyen un pequeño porcentaje de la población neuronal de 

este núcleo. Las más conocidas son: 

Las intemeuronas gigantes colinérgicas, que fueron identificadas por la 

presencia de colina acetiltransferasa (ChAT) (Bolam, et al., 1984) y representan 

menos del 2% de la población neoestriatal en la rata. Su soma es de forma alargada 

con un diámetro de 50-60 ~m, las dendritas presentan apéndices y varicosidades, a 

pesar de ser un número reducido, estas intemeuronas inervan profusamente al 

neoestriado ejerciendo una gran influencia sobre el humbral de activación de las 

NEMs (Kawaguchi, et al., 1995). 

También se encuentran las intemeuronas GABAérgicas, que se distinguen de 

las de proyección por la presencia de parvoalbúmina (proteína intracelular que 

amortigua Ca2
.) y por su alta concentración de GABA, representan del 3-5% de la 

población. El soma es de tamaño similar al de las NEMs, presentan dendritas 

varicosas y una gran arborización axonal y dendrftica (Kawaguchi, et al., 1995). 

El tercer grupo, son intemeuronas somatostatinérgicas (que contienen 

somatostatina/oxido nitrico) también de tipo GABAérgico, presentan pocas ramas 

dendriticas sin espinas y un campo axonal extenso. Constituyen del 1-2% de la 

población neoestriatal (Kawaguchi, et al., 1995). 
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TRANSMISION SINÁPTICA y MODULACiÓN. 

La transmisión sináptica ocurre mediante la sinapsis (termino derivado del 

griego sinapse; syn: junto y haptein: fijar o sujetar). Son lugares especializados 

donde las neuronas hacen contacto con otras células, para enviar o recibir 

información (Shepherd y Phil, 1994). 

Se conocen dos tipos de transmisión sináptica: eléctrica y química. 

Las sinapsis eléctricas están conectadas por uniones comunicantes. El flujo de 

iones a través de estos canales es directo por lo tanto las señales son transmitidas 

directamente de una a otra célula. En estas sinapsis, el potencial de acción se genera 

rápidamente y por tanto, la velocidad de conducción es mayor. 

En la sinapsis química, la comunicación célula a célula esta dada a través de la 

liberación de neurotransmisor desde la terminal sináptica o presinápsis, hasta el 

espacio sináptico. La llegada de un potencial de acción despolariza la membrana 

presináptica, lo que provoca la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje 

(Matthews, 1996). El incremento de calcio interno en la terminal provoca la liberación 

de neurotransmisor hacia el espacio sináptico. Este actúa sobre receptores 

postsinápticos, provocando diferentes reacciones celulares dependiendo del 

neurotransmisor liberado (Figura 2) (Shepherd y Phil, 1994). 
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D.lnsen::i6 

Transinisión SináptiGl 

r.\ - .. '-.!t Despolarización 
- + 

) -- + 
- + .. 

A. Biosintesis 

---Irt-- B. Transporte 

- + 
+ 

Figura 2. Sinapsis quimica. Procesos slnápticos A-E (sfntesis, transporte y almacenamiento de 

neurotransmisor), 1-12 muestra los procesos que participan en la transmisión de senales. IP3, ínositol 

trifosfato; CAM 11, protelna cinasa 11 dependiente de Ca'-'Carmodulina; DG, diacirgliceral; PK, pratelna 

cinasa; R, receptor, G, protelna G; AC, adenllato ciclasa (Modificado de Shepherd y PhIl1994). 
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El proceso de liberación de neurotransmisor involucra varios elementos 

importantes como se describe a continuación: 

En la terminal sináptica, las vesículas que contienen el neurotransmisor están 

ancladas cerca de sitios activos de liberación por medio de un complejo multiprotéico 

que involucra a proteinas de la membrana vesicular, la membrana presináptica, 

(algunas de estas proteínas responden a señales del calcio) y otros elementos que 

ayudan al anclaje de la vesícula. Una vez ancladas están listas para liberar el 

neurotransmisor en respuesta a un estimulo apropiado (normalmente a un íncremento 

en el calcio interno) (Matthews, 1996; Zucker, 1996). 

Inicialmente se forma un complejo entre las proteinas sintaxina 1 A Y SNAP-25 

de la membrana plasmática y la sinaptobrevina de la membrana vesicular en una 

proporción de 1:1: 1 (Matthews, 1996; De Bello et al., 1995). Estas proteinas forman la 

base para la unión de la proteína ex-SNAP a la que se une NSF (ATPasa sensible a 

N-etilmaleimida). La hidrólisis de ATP junto con la disociación de NSF/ex-SNAP, 

puede causar una fusión parcial de la vesícula con la membrana plasmática, de esta 

manera las vesículas están listas para la liberación final (Miller, 1998). 

El calcio que entra a través de los canales de calcio da la señal para provocar la 

liberación de neurotransmisor (Callerall, 1998). El probable sensor de calcio para la 

liberación es la proteína de membrana vesicular sinaptotagmina (Geppert, et al., 

1994). Otros elementos pueden ser importantes en el proceso de liberación final 

como la proteína vesicular rab3A y la generación local de fosfolipidos inositol que se 

unen a la sinaptotagmina (Sudhof, 1997; Bean y Scheller, 1997). La subunidad ex 1 del 

canal de calcio puede asociarse con el complejo de liberación, esta interacción ocurre 

entre una región específica del dominio 11 y JJJ de la subunidad ex1 del canal de calcio y 

la sintaxina 1A, también, puede interactuar con SNAP-25 (Figura 3) (Yokoyama, et 

al., 1997). 
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A 

a-SNAPINSF 

snap25 

Vesícula 

smtaxma 

B 

Ca2+ r----------m¡ snap25 

Membrana plasmática 

Canal de calcio 

Membrana plasmátic 

sintaxina 

Figura 3. Proceso de liberación de neurotransmisor. (A) Fonnaci6n del complejo de protefnas 

slntaxina 1 A , snap-25 y sinaptobrevina a quien se les une a-SNAPINSF que a su disociación por 

medio de ATP hacen una fusión parcial de la vesfculs. (8) El Cal. que entra a través de los canales de 

calcio provoca la liberación del neurotransmisor al negar al sensor de calcio (sinaptotagmina) (Miller, 

199B). 
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MODULACiÓN PRESINÁPTICA. 

Formas de modulación sináptica tales como el control de la liberación de 

neurotransmisor, son importantes para la comunicación sináptica (Lovinger y Tyler, 

1996). La liberación de neurotransmisor está modulada por diversos factores. Esta 

modulación está dada por la activación de receptores presinápticos de los cuales se 

conocen dos tipos: autorreceptores (receptores que se activan por el mismo 

transmisor liberado) o heterorreceptores (se activan por un transmisor liberado por 

otra neurona) (Miller, 1998). 

Existen al menos tres mecanismos por los cuales la activación de los diferentes 

tipos de receptor presináptico modulan la liberación de neurotransmisor en el sistema 

nervioso central: (a) la activación de canales de potasio, (b) modulación directa de 

uno o más componentes del aparato de liberación vesicular y (c) la inhibición de los 

canales de calcio de la terminal nerviosa (Miller, 1998; Misgelg, et al, 1995). 

Activación de canales de potasio y cloro. La estimulación de receptores 

presinapticos puede activar conductancias de K' o el" que reducen la amplitud y 

duración del potencial de acción en la terminal sinaptica. El flujo de calcio hacia el 

interior de la terminal se ve entonces reducido. Por tanto, la cantidad de 

neurotransmisor liberado es menor. 

Modulación del aparato vesicular. Para que el neurotransmisor sea liberado, 

las vesículas deben fusionarse a la membrana por medio del complejo de proteínas 

vesiculares y de membrana. El complejo formado pone a las vesículas listas para 

liberar el neurotransmisor. La activación de receptores presinápticos puede bloquear 

una o más de las proteínas del complejo. De esta manera se puede modular el 

proceso de liberación en un punto distal a la entrada de calcio. 

10 



Inhibición de los canales de calcio. El flujo de calcio a través de canales 

presinápticos dispara la liberación de neurotransmisor y la fusión de las vesículas. 

Los canales de calcio pueden ser modulados por la activación de proteínas G. ya que 

éstas pueden inducir cambios en las propiedades de los canales de calcio. Las 

subunidades 131' de la proteína G se unen al dominio I y 11 de la subunidad a, del canal 

de calcio, la cual forma el poro (Herlitze, et al., 1996). 

La modulación de las propiedades de los canales ionicos es importante para la 

regulación de la actividad neuronal. La modulación de los canales de calcio ha sido 

uno de los mecanismos más aceptados hasta el momento y por el cual se puede 

explicar gran parte de la modulación presináptica. 

La modulación presináptica, generalmente se da a través de vías de 

señalización que involucran la activación de proteínas G, u otras vías que actúan 

sobre los canales ionicos (Bargas y Galarraga, 1995; Brody y Yue, 2000). Estas 

proteínas, están adosadas a la cara interna de la membrana celular (Shepherd y Phil, 

1994). La estimulación de las proteínas G resulta en la regulación de una gran 

variedad de enzimas, transporte vesicular, así como la apertura o cieme de canales 

ionicos (Hamm y Gilchrist, 1996). 

Las proteínas G tienen una estructura heterotrimérica compuesta por diferentes 

subunidades: a, Il, y y. En estado inactivo una molécula de guanosin difostato (GOP) 

esta pegada a la subunidad (l (De Waard, et al., 1997). La activación de estas 

proteínas produce un intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga, ésta se 

disocia de la subunidad GIlY activando a la adenilato ciclasa que incrementa los 

niveles de AMPc a partir de ATP promoviendo la activación de proteínas que pueden 

tener un efecto directo sobre canales iónicos u otras proteínas (Zamponi, et al., 

1997). La subunidad Ily ejerce su efecto sobre el dominio I y 11 de la subunidad a, del 

canal de calcio (Herlitze, et al., 1996; Wu y Saggau, 1997). 
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La unión citoplasmática de los dominios I y 11 de la subunidad (1, del canal de 

calcio, presenta un dominio de interacción con una secuencia de 18 aminoácidos, de 

los cuales 9 residuos están altamente conservados (QQ-E-L-GY-WI-E) y son el 

sitio de unión de la subunidad Pr de la proteína G (Figura 4) (De Waard, et al., 1997). 

COOH 

Figura 4. Interacción del complejo GI3y con el asa intracelular que une los domilios 1-11 de la subunidad 

'" del cenal de celcio (DI, dominio de Interacción) (Tomado de De Waard, el al., 1997). 

Tomando en cuenta que uno de los mecanismos más importantes para la 

modulación presináptica es la inhibición de la entrada de calcio a través de los 

diferentes tipos de canales de calcio, describo a continuación algunas características 

importantes de estos canales. 

12 



CANALES DE CALCIO 

Los canales de calcio están presentes en todas las celulas excitables (Hille, 

1992; Wheeler, et al., 1994). La entrada de calcio a través de los canales (Llinás et 

al., 1992), participa en diferentes procesos fisiológicos tales como la excitabilidad, la 

secreción de hormonas, la contracción muscular, expresión y transcripción de genes, 

la activación e inactivación de canales iónicos (Catterall, 1998; Hille, 1992) y la 

liberación de neurotransmisor (Katz y Miledi, 1970; Wheeler, et al., 1994). 

ESTRUCTURA DE LOS CANALES DE CALCIO. 

Los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC) están constituidos por 

varias subunidades: la subunidad a, (de 190-250 kDa) que forma el poro y las 

subunidades auxiliares: /l, y, y a,o (Catterall, 1998; Walker y De Waard, 1998). La 

subunidad a, tiene 4 dominios estructurales, cada uno de los cuales, tiene 6 regiones 

transmembranales (81-86) donde la región 84 posee lisinas y argininas con carga 

positiva, por lo que se sugiere que forman parte del sensor de voltaje (Tanabe, et al., 

1987). Esta región se mueve hacia fuera cuando llega una despolarización, de esta 

manera se cambia la conformación del poro para que se abra el canal (Yamaguchi, et 

al., 1999). La subunidad al presenta cuatro residuos de glutamato con cargas 

negativas los cuales forman parte de cada dominio que está cerca de la región 

transmembranal del poro (Tanabe, et al., 1993). Estos residuos le confieren la 

selectividad por el calcio. Los antagonistas farmacológicos se unen a esta subunidad 

(Figura 5) (8nutch y Reiner, 1992). 

La variabilidad de la subunidad a, da origen a los diferentes canales de calcio 

que existen: a'A para el canal P/Q, a,. para el canal N, a'E para el canal R, am's'c'F 

para los canales L, ya'H'I'G para los canales T (Jones, et al., 1998). 
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La subunidad 13 tiene un peso de 56 KDa, es una proteína hidrofilica, presenta 

un sitio de fosforilación y se localiza en el sitio intracelular de la membrana (Catterall, 

199B) unida a la subunidad a,. 

La subunidad 1 tiene un peso de 30 KDa, es una glucoproteína con cuatro 

segmentos transmembranales, está subunidad presenta varios sitos de glucosilación. 

La subunidad a, es una proteína de 143 KDa, también presenta sitios de 

glucosilación, esta proteína se encuentra fuera de la membrana unida a la subunidad 

o por medio de puentes disulfuro. Esta subunidad está formada de un solo segmento 

transmembranal y tiene un peso de 27 KDa (Figura 5) (Catterall, 1998). 

A. 

B. 

-

Out s-s 

'"----~~ __ ~-r~L------

1. 

~-¡~[nU 

-~~l~. 

Figura S. Estructura del canal de calcio. En A se observa la composición de las subunidades del 

canal de calcio y su estructura donde se observan siüos de foslorilación (P) y sftios de glucosilación 

('1'). En B modelo transmembranal de las subunidades del canal de calcio (Tomado de Callera", 1998). 
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CLASIFICACiÓN DE LOS CANALES DE CALCIO. 

Los diferentes tipos de canal de calcio han sido clasificados de acuerdo con sus 

propiedades biofisicas, fisiológicas, sensibilidad farmacológica y a su voltaje de 

activación e inactivación (Catterall, 1998). Electrofisiológicamente los canales de 

calcio se clasifican en dos grupos: activados por bajo voltaje (LVA) que corresponden 

a los canales tipo T y los activados por alto voltaje (HVA) donde se encuentran a los 

canales tipo N, L, P/O y R. (Catterall, 1998). Farmacológicamente los canales se han 

clasificado de acuerdo a la sensibilidad a diferentes toxinas selectivas (Wu y Saggau, 

1997; Kamiya, et al., 1988; Teramoto, et al., 1995; Zucker, 1996) 

CANAL DE CALCIO TIPO T. 

Los canales tipo T se activan a potenciales negativos. Están involucrados en la 

generación de la actividad de marca pasos en neuronas y en el músculo cardiaco. La 

toxina selectiva kurtoxina bloquea este tipo de canal, además se ha reportado que 

estos canales son sensibles a bajas concentraciones de Ni2• (Tsien, et al., 1991; 

Randall y Tsien, 1997) 

CANAL DE CALCIO TIPO L. 

Estos canales son sensibles a dihidropiridinas (DHPs) benzodiacepinas y 

calciseptina. Fueron los primeros canales de calcio descritos del tipo HVA. Estos 

canales se encuentran en el cuerpo celular de las neuronas, y dendritas proximales 

(Westenbroek, et al., 1998). Participan en la transmisión sináptica, sin embargo, han 

sido involucrados en la liberación peptidica de la neurohip6fisis y en la liberación de 

adrenalina y noradrenalina de células cromafines de la médula adrenal (Lemas, et al., 

1989). 

CANAL DE CALCIO TIPO N. 

Los canales de calcio tipo N son insensibles a DHPs pero son bloqueados por el 

péptido extraido del caracol marino Conus geografus llamada ro-conotoxina GVIA (ro­

CgTx-GVIA) (Boland, et al., 1994; Kamiya, et al., 1988; Lovinger, et al., 1994). Se ha 
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mostrado que estos canales intervienen en el proceso de liberación de 

neurotransmisor, ya que interactúan con la sintaxina (proteína membranal involucrada 

en la fusión de las vesículas que contienen el neurotransmisor) (Callerall, 1999). 

CANAL DE CALCIO TIPO P/Q. 

Los canales de calcio tipo P fueron descritos originalmente en neuronas 

cerebelares de Purkinge (L1inás, et al., 1989). Son resistentes a DHPs y a ro-CgTx­

GVIA, pero son sensibles a la toxina ro-agatoxina IVA (ro-AgTx-IVA) (Kim, et al., 1995) 

y ro-agatoxina-TK (ro-AgTx-TK) (Teramoto, et al., 1995) a una concentración de 30 

nM. Esta toxina es extraída del veneno de la araña Agelenopsis aperta. A 

concentraciones de más de 30 nM se bloquea el canal de calcio tipo Q, (descrito en 

las neuronas granulosas cerebelares) (Wheeler, et al., 1994). 

La diferencia entre estos dos tipos de canales puede deberse a que exista cierta 

heterogeneidad en la subunidad a'A por un empalme alternativo del gen a'A 

(Bourinet, et al., 1999) o en las subunidades auxiliares II y a.o, lo que les confiere 

diferentes propiedades farmacológicas. 

CANAL DE CALCIO TIPO R. 

En algunas neuronas del sistema nervioso central se ha descrito otro tipo de 

canal resistente a los bloqueadores para los tipos de canales descritos anteriormente 

y han sido clasificados como tipo R. Estos canales también han sido involucrados en 

la liberación de neurotransmisor (por ejemplo, glutamato) (Smith, et al., 1999). 

Los canales de calcio están localizados en los cuerpos celulares, dendritas y en 

las terminales presinápticas (Callerall, 1999; L1inás y Moreno, 1998), por lo que se 

encuentran fuertemente involucrados en la liberación de neurotransmisor. 

La modulación de los canales puede darse por diversos transmisores (Tsien et 

2' al, 1988), que pueden producir cambios en la corriente presináptica de Ca , 

alterando la eficiencia de la transmisión sináptica (Grillner et al., 1995). 
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PEPTIDOS OPIOIDES 

Los opioides endógenos, son péptidos que se sintetizan en diferentes tipos 

celulares y son derivados de tres distintas proteínas precursoras. Han sido 

clasificados en tres familias: 

a) encefalinas 

b) endorfinas 

c) dinorfinas 

ENCEFAlINAS 

Las encefalinas son péptidos de diferentes tamaños, que derivan de la 

Proencefalina A (una proteína de 269 aminoácidos). Este precursor da origen a dos 

tipos de pentapéptidos (met-encefalina y leu-encefalína), cuatro tipos de met­

encefalina y un tipo de leu-encefalina, un heptapéptido, un octapéptido y un péptido E. 

El péptido señal en el dominio N-terminal de esta proteína consta de 24 amíno ácídos. 

(Simon y Hiller, 1994). 

ENDORFINAS 
Las endorfinas son originadas de la Proopíomenlanocortina (POMC), una 

proteína de 267 aminoácídos, de la cual derivan diferentes tipos de endorfinas: a-, ~-, 

y y- endorfina, las cuales se diferencían en la cantidad de aminoácídos. El proceso 

post-traduccíonal para las diferentes proteínas es especifico en cada tejido (Simon y 

Hiller, 1994). 

DINORFINAS 

Las dinorfinas son derivadas de la prodinorfina (o proencefalina B), un péptido 

de 256 aminoácídos, es el precursor de a-neo-eudorfina, ~-neo-endorfina, dinorfina A­

(1-8), dinorfina A- (1-17) Y dinorfina B también llamada rimorfina. (Tabla 1) (Simon y 

Hiller, 1994). 
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Precursor 

Proencefalina A 

POMe 

Prodinorfina 

IPéptido 

Met-encefalina 
Leu-encefalina 
Heptapéptido 
Octapéptido 
Péptido E 

p-endorfina 
a-endorfina 
y-endorfina 

a-neo-endorfina 
p-neo-endorfina 
Oinorfina A (1-17) 
Oinorfina A (1-8) 
Oinorfina B (1-29) 
Oinorfina B 
(rimorfina) 

I Estructura (a.a) 

YGGFM 
YGGFL 
YGGFMRF 
YGGFMRGL 
YGGFLRRQFKVVTRSQQOPNAYVEELFOV 

YGGFL TSEKSQTPL VTLFKNAIIKKNAYKKGE 
YGGFL TSEKSQTPL VT 
YGGFL TSEKSQTPL VTL 

YGGFLRKYPK 
YGGFLRKYP 
YGGFLRRIRPKLKWONQ 
YGGFLRRI 
YGGFLRRQFKVVTRSQQOPNAYVEELFOV 
YGGFLRRQFKV VT 

W_R_~~~~~~"~ro_~~~~;M_"_;~~R 

Gln; (R) Arg; (T) Thr, (S) Ser, (V) Val; C!N) Trp; (Y) Tyr. 

Tabla 1. Estructura de los diferentes péptldos endógenos. los péptidos opioides muestran una 

secuencia común en la parte del NH2 temlnal. Todos son potentes opioides endógenos pero con 

distinto palrón de solectMdad sobre los dfferentes tipos de receptor (Tomado de Simon y Hiller, 1994). 
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DISTRIBUCiÓN DE lOS PÉPTIDOS OPIOIDES EN El SISTEMA NERVIOSO 

CENTRAL. 

los péptidos opioides son abundantes en muchas regiones del sistema nervioso 

central (Cuello, 1978) como son, el hipocampo (Simmon y Chavkin, 1996), el 

neostriado (Graybiel, et al., 1981), el globo pálido extemo, el globo pálido intemo, el 

tálamo, y la corteza, donde juegan un papel muy importante en la neurotransmisión de 

áreas relacionadas con el dolor y la actividad locomotora. También se encuentran en 

el núcleo del tracto solitario, el nucleo arcuato; donde sus fibras proyectan hacia áreas 

preópticas, el núcleo paraventricular anterior y el locus coeruleus, bulbo, hipotálamo, 

amigdala, septum y médula espinal (Cuello, 1978). 

las drogas opioides (llamados opiáceos) y péptidos endógenos (opioides), han 

sido relacionadas con diferentes funciones como son: El control del dolor (Jatle y 

Martin, 1990), mecanismos de estrés, la regulación respiratoria, el control de la 

temperatura, el comportamiento sexual, el sistema locomotor, la memoria, y el 

desarrollo de tolerancia y dependencia física. En el sistema endócrino están 

relacionados con el incremento en la liberación de hormona de crecimiento, ACTH, 

prolactina, y hormona antidiurética, disminución en los niveles de trirotropoyetina, 

hormona luteinizante y hormona folicoestimulante. También se ha establecido que 

participan en la regulación de la liberación de diferentes neurotransmisores (Cuello, 

1976). Además, en la respiración, la respuesta inmune, y la motilidad gastrointestinal 

(Pastemak, 1996). 

RECEPTORES OPIOIDES. 

La postulación de multiples receptores a opioides coincidió en el tiempo con la 

identificación de los primeros opioides endógenos (Hughes, et al., 1975; Li Y Chung, 

1976). las propiedades farmacológicas de sustancias sintéticas, y encefalinas 

naturales, en diferentes organos sensibles a opioides, llevó a la conclusión de la 
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existencia de diferentes receptores (Lord, et al., 1977). La identificación de los tipos 

de receptor fue realizada por Martin y sus colaboradores en 1976, quienes 

propusieron la existencia tres tipos (Martin, et al., 1976). El nombre de los receptores 

se designó por el tipo de droga utilizada la cual era más afín para cada tipo de 

receptor: el receptor mu (~ por morfina), kappa (IC por ketociclazocina) y sigma (a por 

SKF 10,047 o N-allylnormetazocine). Sin embargo. Mannalack y colaboradores en 

1986 y Mussacchio en 1990 mostraron que este receptor no es de naturaleza opioide 

(Mannalack, et al., 1986; Mussacchio, 1990). Por otro lado, Kosterlitz en 1980 propuso 

un cuarto tipo de receptor llamado delta (o) el cuál presenta características 

farmacológicas diferentes a los otros tipos de receptores. Se ha sugerido, que los 

péptidos endógenos se unen de forma preferencial a los receptores opioides (Tabla 

2). De esta manera se han identificado y caracterizado farmacológicamente (Goldstein 

y James, 1984; Martin, 1984) los receptores opioides (~, o, IC), gracias a la utilización 

de agonistas y antagonistas selectivos (Dhawan, et al., 1996). 

La IUPHAR (Intemational Union of Pharmacology) ha sugerido que los nombres de 

los receptores se designen por orden de clonación con las letras OP (Opioid Peptide) 

de esta menera: OP, (o), OP2 (IC), OP3 (~), otra nomenclatura molecular es DOR 

(Delta Opioid Receptor) (o), KOR (IC), MOR (~), (Dhawan, et al., 1996). Por 

controversia en la nomenclatura se utiliza la nomenclatura farmacológica (Dhawan, et 

al., 1996). 

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES A OPIACEOS. 

La existencia de los receptores a opioides (~,o y IC) ha sido confirmada por medio 

de técnicas de clonación. Estos, se han identificado como miembros de la familia de 

receptores de 7 dominios transmembranales acoplados a protaínas G (Evans, et al., 

1992; Kieffer, et al., 1992; Kieffer,1995). Se ha observado una notable homología en 

la estructura y número de aminoácidos de los receplores. El receptor o tiene 372 a.a. 

mientras que" tiene 398 a.a. y IC 380 a.a. (Dhawan, et al., 1996). 
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Los tres receptores tienen sitios de glucosilación cerca del extremo N-terminal el 

cual se encuentra en la cara externa de la membrana, mientras que la región C­

terminal está en la cara interna de la membrana. La estructura es de siete segmentos 

transmembranales formando tres asas extracelulares y tres asas intracelulares 

(Strosberg, 1991). Los tres receptores poseen 65% de homología, así el 35% restante 

es lo que les confiere el tipo de selectividad. Las regiones que poseen mayor similitud 

son las regiones transmembranales (particularmente en la 2a y 3a región 

transmembranal) y las asas intracelulares. Mientras que las regiones divergentes son 

las asas extracelulares y las regiones del amino y carboxilo terminal (Reisine y Bell, 

1993). Los tres receptores tienen residuos de aspartato cargados, considerados para 

funciones importantes. Existen sitios consenso para proteínas cinasas A y C, en la 

región del extremo e-terminal. También presentan una pequeña asa intracelular de 25 

a.a. que es probable sitio de unión con la proteína G.(Dhawan, et al., 1996). 

Investigaciones farmacológicas han sugerido la existencia de subtipos de 

receptores a opiáceos (Satoh y Minami, 1995). Sin embargo, no se ha establecido sus 

bases moleculares. 
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Receptor Agonistas Antagonistas Ligando Opipiede 

End6aeno Preteren. 

J.1 

lC 

OPOPE (Try-O-Pen-GIy-Phe.D-Pen) 

aSlET (Try-O-Ser-GIy-Phe-Leu-1hr) 

OACLE (Try-D-Ala-GIy-Phe-D-Leu) 

DPlPE (Try-O-Pen-Gly·Phe-l-Pen) 

DAMGO (Tyr-D-Ala-GIy·MePhe-GIy-01) 

Naltrindole 

BNTX 

S'NTD (Naltrindole S'.lsothlocyanate) 

Demorphln (Tyr -DMIa-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH21 eT AP (D-Ph&-Cya-Tys-O-Trp-Arg-Ttv-Pen-Thr-NH2) 

FK 33-824 (Tyr-O-Ala-GIy-MePhe-Met(o}-o1) 

Ketocyclazocine U-69,593 

Ethylketocyclazoclne IC1197067 

Bremazoclne U-62,068 

Encefallnas 

Dinorfina 

Tabla 2. Agonistas, antagonistas opiáceos y péptido oploide endógeno preferencial de los receptores 

opioides. (Modificado de Dhawan, el al., 1996). 

RECEPTORó. 

Los receptores 5 han sido donados de rata (Chen, et al., 1993a), ratón (Evans, 

et al., 1992) y humano (Knapp, et al., 1994) y han sido expresados en diferentes 

lineas celulares como NG108-15 (Evans, et al., 1992) neuroblastoma SH-SY5Y 

(Simonin, et al., 1994) y se ha mostrado que las secuencias de los receptores de rata 

y ratón son idénticas (Yasuda, et al., 1993). En tanto que la secuencia del receptor de 
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humano tiene una similitud de 94% con los receptores de rata y ratón (Knapp, et al., 

1994; Simonin, 1994). 

El gen o de humano está constituido por tres exones (regiones codificantes para 

el receptor) y dos intrones (regiones no codificantes), entre el exón 2 y 3 se encuentra 

un intrón de 3-Kb (Simonin, et al 1994). La comparación de la organizacián del gen 

del ratón y el humano indican una variable en los límites intrán-exón en regiones sin 

traducción pero conservan las uniones con las secuencias codificantes. Otras 

diferencias parecen estar en las regiones terminales amino y carboxilo (Simonin, et 

al., 1994). 

Existen dos modificaciones post-traduccionales; dos sitios de N-glicosilación en 

el amino tenminal y cinco secuencias consenso que son sitios blanco de proteínas 

cinasas en la tercer asa intracelular y en la región citoplasmática (Simonin, et al., 

1994). 

RECEPTOR !l. 

Los receptores !l han sido clonados de la rata (Chen, et al., 1993a) del humano 

(Wang, et al., 1993; 1994a) y ratón (Min, et al., 1994). Han sido expresados en líneas 

celulares COS (células de fibroblasto de mono) (Chen, et al., 1993a). Este receptor 

tiene mucha homología con el receptor o. Presenta 5 residuos conservados de acido 

aspártico en los dominios 11 y 111 del receptor. Se piensa que estos residuos, 

interactúan con los grupos amino protonados de varios ligandos, también presentan 

dos residuos de cisteína los cuales se piensa están involucrados con grupos disulfuro 

de la primera y segunda asa intracelulares (Chen, et al., 1993a). 
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RECEPTOR K. 

El receptor K ha sido clonado de ratón (Yasuda, et al., 1993) rata (Chen, et al., 

1993b; Li, et al., 1993) y de humano (Wang, et al., 1994b), también ha sido expresado 

en lineas celulares COSo 

La activación de los receptores a opioides, ya sea por péptidos opioides 

endógenos (p-endorfina, met-encefalina y leu-encefalina), o moléculas no peplídicas 

derivadas del opio (de la flor de la amapola), tales como la morfina (un alcaloide) o 

diversas sustancias sintéticas (North, 1986) participan en una gran variedad de 

procesos fisiológicos (Udenfriend y Meienhofer, 1984). 

MODULACiÓN PRESINÁPTICA EN EL NEO ESTRIADO. 

Se han descrito, varios neuromoduladores, los cuales se ha mostrado que están 

involucrados en la modulación presináptica de las aferentes glutamatérgicas que 

llegan al neoestriado. Entre ellos están: el GABA, a través de la activación del 

receptor GASA. (Barral et al., 2000), la adenosina mediante el receptor A,., (Malenka 

y Kocsis, 1988) la dopamina mediante el receptor D2, la acetilcolina mediante los 

receptores muscarinicos (Barral et al., 1999; Hemández-Echeagarayet al., 1998) y el 

glutamato por medio de los receptores metabotrópicos mGluR,-mGluR. (Miller, 1998). 

MODULACtÓN POR OPIÁCEOS EN EL NEOESTRIADO. 

Los péptidos opioides endógenos como las encefalinas y la dinorfina son 

abundantes en el neoestriado (Gerfen, 1992; Graybiel, 1990; Yang et al., 1977). met­

y leu-encefalinas se encuentran en altas concentraciones en NEMs que proyectan al 

GPe (Cuello y Paxinos, 1978; Graybiel y Ragsdale, 1983). Las NEMs que contienen 

SP y dinorfina proyectan hacia la SNr (Anderson y Reiner, 1990). Esto sugiere que 

pueden tener un papel modulatorio y pueden influir en el control de la actividad 

neuronal, de esta manera pueden participar en la actividad motora (Hamel y Beaudet, 
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RECEPTORK. 

El receptor K ha sido clonado de ratón (Yasuda. et al.. 1993) rata (Chen. et al.. 

1993b; Li. et al.. 1993) y de humano (Wang, et al., 1994b), también ha sido expresado 

en lineas celulares COSo 

La activación de los receptores a opioides, ya sea por péptidos opioides 

endógenos (ll-endorfina, met-encefalina y leu-encefalina), o moléculas no peptidicas 

derivadas del opio (de la flor de la amapola), tales como la morfina (un alcaloide) o 

diversas sustancias sintéticas (North, 1986) participan en una gran variedad de 

procesos fisiológicos (Udenfriend y Meienhofer, 1984). 

MODULACiÓN PRESINÁPTICA EN EL NEOESTRIADO. 

Se han descrito, varios neuromoduladores, los cuales se ha mostrado que están 

involucrados en la modulación presináptica de las aferentes glutamatérgicas que 

llegan al neoestriado. Entre ellos están: el GABA, a través de la activación del 

receptor GABAs (Barral et al., 2000), la adenosina mediante el receptor Ay. (Malenka 

y Kocsis, 1988) la dopamina mediante el receptor D2, la acetilcolina mediante los 

receptores muscarínicos (Barral et al., 1999; Hemández-Echeagarayet al., 1998) yel 

glutamato por medio de los receptores metabotrópicos mGluR,-mGluR. (Miller, 1998). 

MODULACiÓN POR OPIÁCEOS EN EL NEO ESTRIADO. 

Los péptidos opioides endógenos como las encefalinas y la dinorfina son 

abundantes en el neoestriado (Gerfen, 1992; Graybiel, 1990; Yang et al., 1977). met­

y leu-encefalinas se encuentran en altas concentraciones en NEMs que proyectan al 

GPe (Cuello y Paxinos, 1978; Graybiel y Ragsdale, 1983). Las NEMs que contienen 

SP y dinorfina proyectan hacia la SNr (Anderson y Reiner, 1990). Esto sugiere que 

pueden tener un papel modulatorio y pueden influir en el control de la actividad 

neuronal, de esta manera pueden participar en la actividad motora (Hamel y Beaudet, 
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1987). Estos péptidos se encuentran distribuidos en el patron de mosaico del 

neoestriado (Graybiel et al., 1981). 

Los receptores a opiáceos se encuentran dislribuidos de diferente manera en el 

NE. El receptor ¡! se observa inmerso en los parches (Hamel y Beaudet, 1987; 

Mansour, et al., 1987; Wang et al., 1996), mientras que los receptores o (Graybiel y 

Ragsdale, 1983; Graybiel, 1990; Mansour, et al., 1987) y le (Mansour, et al., 1987) se 

encuentran distribuidos en parches y matriz. Estudios previos, han mostrado que la 

activación de los diferentes tipos de receptores a opioides ejerce una modulación 

presináptica (Mulder et al., 1984; 1989; 1991; Raynor et al., 1994). 

El mecanismo modulatorio por el cual los receptores a opiaceos ejercen su 

acción en las células, es a través de la activación de diferentes tipos de proteinas 

G/Go (Childers, 1991; Quock, et al., 1999; Standifer y Pasternak, 1997) que inhiben la 

activación de la adenilato ciclasa (Yasuda et al., 1993; Johnson et al., 1994; Raynor et 
2. • 

al., 1994) y modulan las conductancias membrana les de Ca y de K (Childers, 

1993). El incremento en las conductancias de K' y la disminución de las de Ca
2

' trae 

como consecuencia la inhibición del disparo y la reducción de la excitabilidad de la 

membrana, además de disminuir la liberación del transmisor (North, 1986; North, 

1993). 

Se ha mostrado que la activación de receptores o en el neoestriado inhibe la 

liberación de acetilcolina (Mulder et al., 1984; 1989; 1991) Y dopamina (SchIOsser, et 

al., 1995), mientras que la activación del receptor le también inhibe la liberación de 

dopamina en las terminales de las neuronas que llegan a este núcleo (Mulder et al., 

1989; 1991; Schl6sser, et al., 1995). También, otros estudios han sugerido que la 

activación de receptor" en el estrado inhibe la liberación de glutamato provocado por 

altas concentraciones de K' en sinaptosomas (RawlS, et al., 1999) y en rebanadas de 

estriado de ratón y primate (Hill y Brotchie, 1996) En rebanadas cerebrooorticales, 
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Nicol y sus colaboradores observaron la modulación de la liberación de glutamato por 

la activación de receptores ~ y K (Nicol, et al., 1996). 

Estudios electrofisiológicos han mostrado que la activación de receptores ~ y o 
disminuye la transmisión sináptica excitatoria e inhibitoria por la reducción de la 

liberación de glutamato y GABA respectivamente de las terminales presinápticas 

(Jiang y North, 1992; Schlósser, et al., 1994). 

Jiang y North en 1992, mostraron que la activación de los receptores ~ y o, 

inhiben la liberación de neurotransmisor excitatorio, glutamato, en las terminales 

corticoestriatales. Esto sugiere que la acción de los opioides es la inhibición 

presináptica de las entradas sinápticas exitatorias corticoestriatales (Jiang y North, 

1992). 

Al parecer, la activación de receptores ~ y o puede estar involucrada en la 

modulación presináptica de las entradas glutamatérgicas al neoestriado. Sin embargo, 

esto no ha sido bien estudiado, ya que se ha visto que la activación de estos 

receptores en otras partes del cerebro inhibe la liberación de transmisor modulando la 

entrada de Ca" por los canales de calcio. En el neoestriado se desconoce que tipo de 

canal o canales de calcio pueden estar siendo modulados por la activación de estos 

receptores. Por lo que el propósito del presente trabajo es: 
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OBJETIVOS 

Describir en registro poblacional, la inhibición presináptica que ejerce la 

activación de receptores ¡; y 11 a opiáceos en las sinapsis glutamatérgicas que llegan 

al neoestriado de la rata provenientes de la corteza cerebral. 

Realizar la exploración experimental con el fin de determinar cual o cuales 

canales de calcio están involucrados en la modulación presináptica producida por la 

activación de receptores ¡; y 11. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Preparación 

Se utilizan rebanadas de cerebro (cortes parasagitales) de rata macho de la 

cepa Wistar de 100 a 120 g. Se decapita al animal después de anestesiarlo con éter 

etílico. Se sumerge el cerebro en solución salina isotónica fria (a 4°C) compuesta de 

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

gaseada continuamente con una mezcla de 95 % 02 Y 5 % C02 con una osmolaridad 

de 300 mOms por litro y un pH de 7.4. Se separan los hemisferios cerebrales y se 

colocan en un vibratomo (Series 1000) para la obtención de rebanadas sagitales de 

400 IJm de espesor. Una vez obtenidas las rebanadas se mantienen en incubación 

con solución salina y gaseadas a temperatura ambiente por un periódo de 60 mino En 

estas condiciones es posible obtener registros confiables de más de 10 hr de duración 

sin un deterioro significativo de la preparación (Barral et al, 1999; Bargas et al, 1991, 

Flores-Hernández et al, 1997, Hernández-Echeagaray et al, 1998). 

Para cada experimento las rebanadas se trasladan a la cámara de registro. El 

flujo constante de la solución salina es de 1 ± 0.5 ml/min a una temperatura constante 

de 32 ± 0.5 oC. Todos los fármacos que se utilizan en el presente trabajo se disuelven 

previamente en solución salina y se administran a través del dispositivo de 

superfusión. 
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EL POTENCIAL DE CAMPO. 

Una de las herramientas electrofisiológicas utilizadas para estudiar las 

respuestas excitatorias en el neoestriado in vitro. es el registro del potencial de campo 

en la rebanada cerebral (Yamamoto. 1973). 

Los potenciales de campo, son registros extracelulares de corrientes ionicas 

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

poblacionales por la sumación de potenciales de acción (Andersen, et al, 1971). La 

amplitud de estas espigas depende de la descarga sincrónica de las células, de la 

distribución de la población neuronal activa y de la resistencia del tejido (Johnston y 

Wu,1995). 

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

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

producen flujo de corriente. Pero cuando se activan por un impulso nervioso, la 

polarización deja de ser uniforme y se prOducen flujos de corriente de una parte de la 

neurona a otra (se forma un dipolo) a través del fluido extracelular estableciendose un 

campo eléctrico en el tejido. 

El potencial de acción registrado extracelularmente es una onda trifásica, dada 

por el cambio en la localización de los pozos y las fuentes de corriente activa. Al punto 

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

corrientes entrantes adivas). Al punto por donde sale la corriente se le llama fuente 

(corrientes salientes). Por convención, en un registro extracelular una onda hacia 

abajo es negativa (-) y representa una corriente entrante mientras que una onda hacia 

arriba es positiva (+) y representa una corriente saliente, (Johnston y Wu, 1995) 

(figura 6). 

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

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

que el potencial de acción incluye una rápida despolarización de la membrana por 
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corrientes entrantes de Na' y una rápida despolarización por corrientes salientes de 

K' (Figura 7). El componente negativo corresponde a la despolarización de la 

membrana en el soma por el flujo de corriente extracelular que proviene de la 

membrana de las dendritas. La fase positiva corresponde a la reversión en el flujo de 

corriente extracelular por la rápida repolarización de la membrana del soma (Rall, W, 

1992). 

De esta manera a la neurona se le puede considerar como un dipolo eléctrico 

debido a que durante el pico del potencial de acción, en la membrana del soma se da 

una corriente activa (llamada pozo), y en las dendritas se da una corriente pasiva 

(llamada fuente), que cierra el circuito, por tanto las dendritas son positivas con 

respecto del soma. 

Las aferentes sinápticas dan lugar a cambios en las corrientes. Esto es, las 

entradas sinápticas excitatorias en las dendritas apicales dan lugar a una corriente 

entrante (pozo), yen el soma a una corriente saliente pasiva (fuente). De esta manera 

podemos representar a las neuronas como dipolos donde se pueden medir las 

corrientes iónicas extracelulares de estos dipolos por el ángulo sólido cuyo vértice 

está en la punta del electrodo de registro, su valor depende del tamaño del dipolo y la 

distancia entre el punto de observación y el dipolo neuronal. El punto de observación 

puede ser positivo o negativo dependiendo de la posición con respecto al dipolo 

neuronal (Johnston y Wu, 1995). 
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Figura 6. Potencial de acción registrado extracelulannente (Tomado de Johnston y Wu, 1995). 
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Figura 7. Registros durante el potencial de acción en el soma (Tomado de Toro, 1999). 
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POTENCIAL DE CAMPO EN EL NEOESTRIADO. 

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

Cuando se estimulan las fibras aferentes al neoestriado (corticoestriatales). el 

potencial de campo registrado, en este núcleo es una respuesta con dos 

negatividades, la primera (N,) (Yamamoto, 1973) es la estimulación directa de los 

axones de las células intrínsecas, la segunda respuesta (N,) representa el potencial 

de campo mediado sinápticamente (Malenka y Kocsis, 1988) (Figura 8). 

Potencial postsinAptico 
200 excitatorio 

100 \ > .a. 
"CJ 
::J o 
:: 
Q. 
E 

<1: ·100 

·200 

·300 N/ 
2 

Figura 8. Potencial de campo en el NE. El componente N1 se debe a la estimulaciOn direda de los 

axones y células Intrfnsecas. donde el componente Nz es la respuesta sináptica poblacional. 
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La respuesta sináptica (Nz) depende de Caz' ya que si se reduce la 

concentración de calcio extracelular o se aumenta el MgZ
' extracelular, este 

componente se ve reducido o abolido mientras que el componente N, no se ve 

afectado. Sin embargo, si se aplica procaina, ambos componenles se ven afectados 

ya que se bloquean los canales de Na' dependientes de voltaje, los cuales son 

responsables de la generación del potencial de acción (Cordingley y Weight, 1986). 

Estos componentes también se ven afectados por la aplicación de tetrodotoxina (TIX) 

(Malenka y Kocsis, 1988). 

SISTEMA DE ESTIMULACION y REGISTRO. 

Los registros se obtienen estimulando las fibras aferentes al neoestriado 

(intensidad: 0-30 V; duración: 0.04 ms; frecuencia: 0.1 Hz), colocando electrodos 

bipolares concéntricos de 50 fJm de diámetro en la punta. Los estímulos se mandan 

con ayuda de un estimulador (Grass, S48), pasándolos a través de la unidad aisladora 

de estimulos (Digitimer, DS2A) en donde 59 regula la amplitud, duración y frecuencia 

de 105 mismos con un intervalo interestímulo de 20 ms. 

Para la obtención de los potenciales de campo se utilizan técnicas 

convencionales de amplificación y registro: se utilizan electrodos de vidrio fabricados 

a partir de capilares de borosilicato (FHC) de 1.0 mm de diámetro; con una resistencia 

en la punta de 2 a 4 Mn, llenos de NaCI al 0.9 % como conductor. El potencial de 

campo se amplifica (Grass. P15), y se despliega en el osciloscopio (Hitachi, Modelo 

VC-6045A). se digitaliza (Instrutech VR-10B) y almacena en cintas de video (VHS). El 

software que se utiliza para desplegar los potenciales de campo en la computadora es 

el Lab-View (National Instruments, Versión 4.0 para Windows); y se utiliza el Sigma­

Plot (Jandel Corporation, versión; 3.01 para Windows), así como el Microcal Origin 

(Microcal Software, versíón; 4.0 para Windows) para el análisis de los registros. 
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PROTOCOLO DE FACILITACiÓN POR PULSO PAREADO. 

Para evaluar los eventos presinápticos se han empleado técnicas 

electrofisiológicas indirectas. uno de ellos es el protocolo de facilitación por pulsos 

pareados (FPP). Consiste en mandar un par de estímulos con un intervalo de tiempo 

de 20 ms entre el primero y el segundo estimulo. La primera respuesta al primer 

estímulo es el componente S, y la se9unda respuesta el S2 (Dunwiddie y Hass, 1985; 

Hernández-Echeagaray, 1998; Barral et al., 1999; 2000). Cuando las fibras aferentes 

son estimuladas a intervalos interestímulo cortos (20-60 ms) la respuesta de la 

segunda espiga poblacional (S2) se ve facilitada (aumenta su amplitud) con relación a 

la primera (S,), dependiendo de la intensidad de estimulación. La facilitación se 

explica con la hipótesis del calcio residual propuesta por Katz y Miledi (Katz y Miledi, 

1967; 1970; Kamiya y Zucker, 1994). Dicha hipótesis postula que el incremento de 

calcio en la terminal debido a la apertura de los canales de calcio después de la 

llegada de un potencial de acción, o un estimulo despolarizante, persiste por un 

periodo breve de tiempo, de modo que el aumento en la concentración de calcio por la 

llegada de otro estimulo se suma al calcio ya existente, lo que provoca una mayor 

liberación del neurotransmisor (Katz y Miledi, 1970) durante el segundo estímulo. 

La liberación del neurotransmisor depende de la concentración de calcio externo 

de una manera no lineal. Los iones calcio actúan de manera cooperativa para causar 

la liberación de un cuanto de neurotransmisor (Dodge y Rahamimoff, 1967; Hubbard, 

et al., 1968; Katz y Miledi, 1970). 

El modelo para explicar la liberación en términos cuantitativos es el siguiente: 

liberación= k(Ca2<)4 

donde k es una constante y el (Ca2<) representa la concentración de los iones de 

calcio externo (Magleby, 1987). 
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La elevación del nivel de Ca2' en la terminal presináptica, a concentraciones 

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

acción. Sin embargo, la liberación del neurotransmisor dura menos de 1 ms (Barrett y 

Stevens, 1972). Esta discrepancia cinética puede ser entendida si se asume que la 

concentración local de Ca2' intracelular se incrementa durante una estimulación 

sucesiva, alcanzando niveles micromolares para la liberación del neurotransmisor 

(Zucker, 1989; Adler, et al., 1991). 

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

los niveles pre estimulo, lo que indica que la remoción de Ca2' es mucho más lenta 

que su influjo (Charlton, et al., 1982). 

Puesto que la relación entre la entrada de calcio en la terminal y la respuesta 

sináptica no es lineal, el efecto del calcio residual se incrementa cuando la 

concentración de Ca2' externa es menor (0.5 mM) a la fisiológica (1.8 mM) o cuando 

se reduce la probabilidad de liberación por incremento de la relación [Mg2']/[Ca2
'] 

(Manabe, et al., 1993). La amplitud de la segunda espiga poblacional (S2) se hace 

mucho mayor que la primera (S,), ya que la probabilidad de que el segundo potencial 

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

residual (Del Castillo y Katz 1954; Katz y Miledi 1968; Ounwiddie y Hass, 1985). 

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

neurotransmisor con el primer estímulo (la amplitud de S, aumenta) pero 

posteriormente ocasiona depresión de la segunda respuesta (S2 disminuye) 

(Oebanne, et al., 1996). Esto es ocasionado porque existe un almacén limitado de 

neurotransmisor el cual puede ser agotado con el primer eslfmulo si la probabilidad de 

liberación es alta (Zucker, 1989). Evento conocido como depresión por pulso pareado 

(OPP). 
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Oclusión Farmacológica. 

De manera análoga a la disminución del Ca2' externo. la activación de los 

receptores presinápticos como ~ y O, pueden incrementar la facilitación sináptica por 

la disminución de la entrada de Ca2' en la terminal. Es por eso que el aumento en la 

facilitación es indicativo de inhibición presináptica (WU y Saggau, 1997). 

Los experimentos fueron realizados en presencia de bicuculina (1 O ~M) un 

bloqueador específico del receptor GABA,., para eliminar el componente inhibitorio y 

obtener solo el componente glutamatérgico (Bargas, et al., 1998b; Barral, et al., 1999; 

2000). 

Para identificar farmacológicamente que tipo de receptores se están activando, 

se emplearon péptidos específicos a estos receptores. DPDPE (Try-D-Pen-Gly-Phe­

D-Pen) agonista del receptor o y DAMGO (Try-D-Ala-Gly-MePhe-Gly-ol) agonista del 

receptor ~ (Calcagneti, et al., 1988; Jiang y North, 1992). Se utilizaron antagonistas 

específicos a estos receptores: naltrindole (Fang, et al., 1994; Sofuoglu, et al., 1991; 

Yamamura, 1992;) para el receptor tipo o y CTOP (D-Phe-Cys-Try-D-Trp-Om-Thr­

Pen-Thr-NH2) para el receptor tipo ~ (Dhawan, et al., 1996). 

Para determinar si los diferentes agonistas a opiáceos actúan sobre 

conduc!ancias de Ca
2
' en las terminales, planteamos utilizar experimentos de 

oclusión farmacológica utilizando toxinas peptídicas especificas contra los diferentes 

subtipos de canal de Ca
2
': m-agatoxina-TK (producto del gen (11.) y m-<:onotoxina­

GVIA para los canales producto del gen (11.; que son los que participan en la 

liberación del transmisor (Bargas et al., 1998b). 
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RESULTADOS 

Para determinar la influencia del calcio sobre el potencial ortodrómico de campo, 

se realizaron experimentos a bajas y altas concentraciones de Ca2• externo con el 

protocolo de facilitación por pulso pareado (FPP). 

En la figura 9 se muestran registros de potencial de campo en el NE obtenidos a 

concentraciones de calcio normal (2 mM), bajo calcio (0.5 mM) y alto calcio (4 mM) 

(las barras horizontales indican el tiempo de superfusión de las concentraciones de 

calcio). En A se muestra el curso temporal de un experimento representativo donde la 

relación S2/S, , es cercana a 1 en condiciones de calcio normal o control. Al disminuir 

la concentración de calcio externo ambas respuestas ortodrómicas (S, y S2) 

disminuyen en amplitud (mostrado en B). Sin embargo, la facilitación se incrementa 

porque la segunda respuesta (S2) es mucho más grande que la primera (S,). la 

facilitación, que cursa con una caída en la amplitud de ambas respuestas indica una 

disminución en la probabilidad de la liberación de neurotransmisor (Manabe, et al., 

1993). 

Al incrementar la concentración de Ca2• externo, se observa un incremento de la 

primera respuesta (S,) y una disminución en la segunda respuesta (S2) produciéndose 

una depresión sináptica. lo que indica un aumento en la probabilidad de liberación 

(Canepari y Cherubini, 1998). A la derecha se muestran trazos representativos de 

cada fase experimental (n=4). 

Esto indica que el potencial de campo puede detectar cambios presinápticos. Si 

los cambios fueran postsinápticos ambas respuestas cambiarán sin modificar la 

relación S,IS,. (Dunwiddie y Hass, 1985; Hernández-Echeagaray, et al., 1998; Barral, 

et al., 1999). De esta manera, podemos determinar el efecto de la activación de los 

receptores a opioides en las terminales presenápticas corticoestriatales. 

36 



A 

8 0.5 mM Ca h 

6 

(J)~ - 4 
N 

(J) 

2 

O 

500 

> 
::2. 400 -
"ti 
:::J 300 
~ 

el. 200 
E 
c( 

100 

O 

O 

2 " 

, 
/ 

1 " ....• 

B 

............ , 
'"' ... .•.•.•.•.• 3 

" 

, ¡ 
~.Jj ~52 

20 40 60 80 100 
Tiempo (min) 

e 

1 

-f- 1'"---..;..3 

Ji 
10 ms 

Figura 8. Efecto de la concentración Ca2+ externo sobre el potencial de campo en el NE. (A) 

Curso temporal de la relación SiS1_ Las barras superiores indican el tiempo de exposición a las 

concentraciones de bajo y alto Ca2 
•. Observe el Incremento en la facilitación en 0.5 mM de Ca2• por la 

disminución del componente 5,. En B se muestra el cambio de las ampl~udes de S, (.) Y S, ('). En e 

se observan trazos representativos numerados en el curso temporal (n=4). 
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EFECTO DE LA ACTIVACiÓN DEL RECEPTOR o. 
Para determinar si la activación de receptores o produce inhibición presináptica 

en las terminales glutamatérgicas se utilizó DPDPE, agonista del receptor ¡; (Jiang y 

North, 1992). El efecto de DPDPE fué bloqueado por naltrindole, antagonista selectivo 

de receptor ¡; (Yamamura, et al., 1992). 

La figura 10 muestra el efecto de DPDPE sobre la FPP En A se observa el 

cambio en la facilitación sináptica con respecto al tiempo. Inicialmente la facilitación 

en condiciones control es ajustada a para obtener una relación S,/S, ",1. La aplicación 

de naltrindole (1 nM) provoca una pequeña disminución en la facilitación (ligera 

depresión) respecto del control. Esto sugiere un bloqueo del efecto de los opiáceos 

endógenos. La administración de DPDPE (1 ~M) en presencia de naltrindole no 

produce cambios en la facilitación; lo que indica que el antagonista está bloqueando el 

efecto del agonista. Sin embargo, al lavar el naltrindole y dejar el DPDPE, se observa 

un incremento en la facilitación del 73 ± 15 % respecto del control (obsérvese la 

reducción del componente ortodrómico S, y la permanencia del segundo S, en C3). 

Esto sugiere la activación de receptores tipo o en las terminales corticoestnatales, 

produciendo inhibición presináptica (Jiang y North, 1992). El efecto es reversible si 

lavamos del medio el agonista (puede observarse la recuperación del componente S, 

en C. Una segunda aplicación de DPDPE produce el mismo efecto, aunque puede 

observarse desensibilización ante la aplicación continua ( n=10, p < 0.001; prueba de 

t de Student). 

En B, se muestra el curso temporal del cambio en las amplitudes (~V) de ambas 

respuestas (S, y S,) por separado. En el lado derecho se observan registros 

representativos de los puntos señalados en el curso temporal de A. 
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Figura 10. Efecto de OPDPE y bloqueo por el antagonista selectivo naltrindole. Curso temporal de un 

experimento representativo. La FPP es ajustada para obtener una relación SiS, cercana a 1 en 

condiciones control. Las barras horizontales indican el tiempo de superfusión. (A) El efecto de DPDPE (1 

~M) sobre la relación S¡S, se ve bloqueado en presencia de naltrindole (1 nM). Una vez que se lava el 

antagonista se observa un Incremento en la relación S;zIS, por efecto de DPOPE indicando inhibición 

preslnéptica (0=10, P < 0.001; t de Student). Este efecto puede ser revertido cuando es retirado de la 

superfusi6n. Una nueva aplicación de DPOPE produce nuevamente el efecto. Notase la desensibllización 

de la respuesta ante la presencia continua de DPOPE. (B) Cambio en la amplitud de las respuestas 

ortodromicas 8 2 Y 81 (~V). (C) Registros representativos mostrados en el curso temporal. Nótese que el 

componente NI (antidr6mico) no sufre ningún cambio indicando que no hay efedo postsináptico. 
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EFECTO DEL BLOQUEO DE DIFERENTES TIPOS DE CANAL DE Ca" SOBRE LA 

ACCiÓN DEL RECEPTOR o. 

Diversas investigaciones han mostrado que los canales de calcio tipos N. P/Q Y 

R participan en la liberación de neurotransmisor en diferentes terminales (Wheeler, et 

al., 1994), incluyendo las aferentes corticoestriatales (Bargas, et al., 1998b; Barral. 

1999; 2000), Y que estos canales pueden ser modulados por la activación de 

diferentes tipos de receptor (Barral et al., 1999; Barral et al., 2000; Hemández­

Echeagaray et al., 1998; Malenka y Kocsis, 1988; Miller, 1998). 

Para determinar si algún tipo de canal o canales de calcio pueden ser 

modulados por la activación del receptor o a opiáceos, se probó el efecto de OPOPE 

en presencia de bloqueadores específicos de los diferentes tipos de canal de calcio. 

Si las acciones de OPOPE están mediadas por la modulación de algún canal de 

Ca"', el bloqueo de este canal deberá ocluir la acción del OPOPE. 

EFECTO DEL DPOPE EN PRESENCIA DE m-CgTx-GVlA. 

Así, para determinar si los canales de calcio de tipo N son modulados por la 

activación del receptor o, se utilizó m-ronotoxina-GVlA (ro-CgTx-GVIA) a la 

concentración de 1 ~M. 

En la figura 11 se muestra el efecto de OPOPE en presencia de m-CgTx-GVIA 

En A se observa el curso temporal de la relación SiS, en diferentes fases 

exparimentales. El bloqueo de los canales de calcio tipo N por la aplicación de m­

CgTx-GVIA (1 ~M) produce un incremento en la FPP de un 67 ± 10% respecto al 

control, lo que indica que los canales de calcio tipo N están participando en la 

liberación del neurotransmisor pues su bloqueo produce inhibición presináptica. Una 

vez bloqueados los canales de calcio tipo N, se ajusta la relación SiS, a condiciones 

cercanas al control ('" 1.0) incrementando la intensidad del estímulo. Esto, con la 

finalidad de reclutar más fibras y aumentar la participación de los canales de calcio no 
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bloqueados. Para determinar si la activación del receptor ¡; todavía modula la 

liberación de transmisor se adicionó el DPDPE (1 ~M) en presencia de úl-CgTx-GVIA. 

La acción del DPDPE incrementó la FPP a pesar del bloqueo de los canales de calcio 

tipo N. La relación 5,15, aumentó un 95 ± 44% respecto al control por la activación del 

receptor ¡; (n=4, p< 0.01; U de Mann-Whitney). Por tanto, se puede observar que se 

sigue produciendo inhibición pesináptica por efecto de DPDPE a pesar de estar 

bloqueado el canal N. Los resultados anteriores sugieren que la activación del 

receptor tipo ¡; no está modulando la entrada de calcio a través de los canales de 

calcio tipo N. 

El cambio en la amplitud de los componentes sinápticos 52 y 5, respecto al 

tiempo se muestra en B. Observe la disminución en amplitud de 5, y el mantenimiento 

de 52. A la derecha se observan trazos del efecto de úl-CgTx-GVIA sola y en pesencia 

de DPDPE. 

EFECTO DE DPDPE EN PRESENCIA DE m-AgTx-TK. 

Para investigar la posible modulación de los canales de calcio tipo P por la 

activación del receptor ¡; a opiáceos, se utilizó úl-agatoxina-TK (m-AgTx-TK) a una 

concentración de 30 nM que es suficiente para bloquear la mayoría de estos canales. 

En la figura 12A se observa el incremento de la relación 5z15, por el bloqueo de 

canales tipo P de un 26 ± 6%. De manera similar al experimento anterior, una vez 

bloqueados los canales tipo P, se incrementa el voltaje para recuperar una facilitación 

cercana a los valores control. Al agregar DPDPE (1 ~M) en presencia m-AgTx-TK se 

observa un incremento en la FPP en un 59 ± 17% por la activación del receptor 

Ii (n=4, p < 0.001; U de Mann-Whitney). Por lo que 30 nM de m-AgTx-TK no ocluyó el 

efecto de DPDPE. La activación del receptor Ii produce nuevemente inhibición 

presináptica a pesar del bloqueo de los canales de calcio tipo P. Lo que muestra que 
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la activación del receptor 8 no modula la entrada de calcio a través de los canales tipo 

P. 

En B se muestra el cambio de las amplitudes (~V) de los potenciales 

poblacionales (S2 y S,). A la derecha se muestran trazos representativos de cada fase 

experimental. 
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Figura 11. Elec10 de OPOPE en presencia de m-CgTx-GVIA. (A) Curso temporal de la acción de 1 

~M de OPDPE en presencia de 1 ~M de m-CgTx-GVlA. Una véz ajustada la relación 5,1S, ~1 por el 

incremento de voHaje, la administración de DPOPE en presencia de la toxina incrementa la FPP a 

pesar del bloqueo de los canales tipo N (n=4, p < 0.01; U de Mann-WMney). (B) Cambio en la amplttud 

de las respuestas slnapllcas (8, y 5,) respecto al tiempo. Los registros de la derecha representan un 

punto de la gráfica de la izquierda. 
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Figura 12. Efecto de DPDPE en presencia de ",-AgTx-TK. Bajas concentraciones de ",-AgTx-TK (30 

nM), suficiente para bloquear significativamente los canales de calcio tipo P, no ocluyen el efecto de 

DPDPE (1 pM). La FPP se incrementa significativamente con DPDPE (n=4, p < 0.001; U de Mann-

Whitney). Observese el cambio en amplitud de 51 en e por etedo del agonista. 
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Altas concentraciones de ro-AgTx-TK (400 nM a 1 ~M) bloquean los canales de 

calcio tipo Q. En neuronas corticales de rata, se ha reportado farmacológicamente la 

existencia de dos tipos de canal tipo Q, uno bloqueado a concentraciones de 1 ~M de 

manera parcialmente reversible en un 33% y otro bloqueado de manera irreversible 

(Teramoto, et al., 1997). 

Como se observa en la figura 13A, la aplicación de w-AgTx-TK (400 nM) 

incrementó la FPP en un 90% debido al bloqueo de los canales tipo P y Q. Sin 

embargo, en presencia de la toxina el efecto de DPOPE sigue presentandose. Este 

incremento en la facilitación por OPDPE (30 ± 5%) es significativo (n=4, p< 0.05 U de 

Mann-Whitney) por lo tanto, el efecto del receptor Ii sobre la presinapsis no está dado 

a través del canal de calcio tipo P/Q. Esto es, aunque se observó una tendencia de la 

FPP a ser menor que en 11 A Y 12A, esta no resultó significativa respecto de estos 

grupos (ANOVA). Así es que aunque pueda haber cierta modulación de los canales 

Q, esta no explica la inhibición presináptica por OPOPE. 

En 138 se observa el cambio en la amplitud de las respuestas sinápticas S2 y S, 

con respecto al tiempo. En C se observan trazos representativos del experimento 

mostrado en A, de cada fase experimental indicada con números. 

La tabla 3 muestra un resumen de los experimentos anteriores expresados en el 

incremento de la acción de OPOPE y en presencia de las toxinas bloqueadoras de los 

diferentes tipos de canal de calcio. Se puade observar que en presencia de ro-CgTx­

GVA (1 ~M) Y ro-AgTx-TK (30 y 400 nM) no ocluyen la acción de OPOPE. Los 

resultados suguieren que ninguno de los canales de Ca2• presinápticos provados (N, 

P Y Q) participan en la modulación de neurotransmisor debida a la activación de los 

receptores tipo Ii a opiáceos. 
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Figura 13. Efec10 de DPDPE en presencia de ro-AgTx-TK (400 nMI. En A se observa que después 

del incremento de voltaje para recuperar la facilitación (l1li 1) en presencia de c.rAgTx-TK, el OPOPE 

sigue haciendo efeClo produciendo InhlbiciOn presinéptlca es\adlstlcamente significativa (0=4. p < 0.05; 

U de Mann-Whitney). AHas concentraciones de 6l-AgTx-TK (400 nM) para bloquear los canales tipo Q 

no ocluyen entonces el efed.o de OPOPE. Por lo tanto, se observa que la activación del receptor & no 

modula la entrada de caldo a tavés de los canales tipo PIQ de manera significativa. 

46 



Control OPOPE 1 ~M. ro-CgTx-GVIA 1 ~M ro-AgTx-TK ro-AgTx-TK 

+OPOPE 30 nM +OPOPE 400 nM + OPOPE 

Media 1.088 1.738 1.951 1.594 1.405 

Mediana 1.058 1.512 1.670 1.508 1.405 

E.E. 0.045 0.155 0.027 0.176 0.033 

O.S. 0.165 0.580 0.444 0.392 0.046 

Significanda p < 0.001 P < 0.01 p< 0.001 P < 0.05 

del efedo n=10. T n=4, U de M-W. n=4 Ude M-W. n=4, U de M-W 

de OPOPE 

Tabla 3. Resumen de los expedmentos anteriores donde se observa el efecto de OPOPE solo y en 

presencia de las toxinas bloqueadoras de los canales de Ca2
+. Observese que en presencia de 400 nM 

de ro-AgTx-TK el OPOPE sigue haciendo efecto sobre la FPP. No hubo diferendas significativas entre 

los grupos con toxina (cols 4,5.6) (Anova & Kruskal-WaIHs). 

EFECTO DE LA ACTIVACiÓN DEL RECEPTOR Il. 

De manera similar a la activación del receptor ¡¡ a opiáceos, se investigó la 

activación de los receptores tipo Il a opiáceos en las sinápsis cortiooestriatales. La 

acción de 1 (.1M OAMGO (agonista del receptor Il) sobre la FPP se muestra en la 

figura 14. Los trazos de la derecha representan cada uno de los puntos señalados con 

números (14C) en el curso temporal del experimento, a la izquierda (14A) la 

aplicación de 2 nM de CTOP produce una pequeña disminución de la facilitación (9 ± 

0.01 %) posiblemente por el bloqueo de los opioides endógenos. La aplicación de 

OAMGO en presencia de CTOP no produce cambio significativo en FPP. Al quitar del 

baño el antagonista y dejar al agonista, se obsarva un incremento en la facilitación 

sinaptica da un 56 ± 8% raspecto del control (n=10, p < 0.001; prueba de t de Student) 

(observe la disminución en la amplitud del primer componente ortodrómico S, 
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mientras que et componente ortodrómico 52 no muestra cambio notabte en su 

amplitud). La facilitación se recupera a condiciones cercanas al control ('" 1) si se lava 

del medio de superfusión el agonista. Una aplicación posterior de DAMGO incrementa 

la relación 5"'5, mostrando nuevamente el efecto. En B se muestra el cambio de las 

amplitudes de los potenciales sinápticos poblacionales. Trazos representativos se 

muestran en C. Los resultados anteriores suguieren una inhibición presináptica por la 

activación de receptores tipo ¡1 que estan modulando la liberación de neurotransmisor 

en las terminales glutamatérgicas corticoestriatales (Jiang y North, 1992). 
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GrAfica 14. Efecto del agonista selectivo DAMGO sobre la FPP y su bloqueo por la presencia del 

antagonls1a selectivo CTOP. (A) Nótese: 1 y 2. el efecto de CTOP solo y en presencia de DAMGO, 

donde no se observa cambio en la facilitación sináptica, 3. el Incremento en la facilitadón por la acción 

de DAMGO (n=10, p < 0.001; prueba de t de student). 4. el etedo es reversible si se lava el agonista. 

5. una nueva aplicación de OAMGO muestm nuevamente la respuesta. (8) Cambio de las respuestas 

s, y S, respecto del tiempo. (e) Trazos representativos del curso temporal del experimento. 
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EFECTO DEL BLOQUEO DE DIFERENTES TIPOS DE CANAL DE Ca2
' SOBRE LA 

ACCiÓN DEL RECEPTOR /1. 

Para determinar si los canales de calcio son modulados por la activación del 

receptor tipo ¡L se investigó el efecto del agonista selectivo DAMGO en presencia de 

las toxinas bloqueadoras de los canales de calcio. 

EFECTO DE DAMGO EN PRESENCIA DE .,-CgTx-GVIA. 

En la figura 15 se observa el efecto de DAMGO (1 ~M) en presencia de .,-CgTx­

GVIA (1 ~M). En A, la aplicación de .,-CgTx-GVIA bloquea la entrada de calcio a 

través de los canales N, por lo que se observa un incremento en la FPP. De manera 

similar a los experimentos anteriores, se incrementó la intensidad del estímulo para 

reclutar más fibras, aumentar la participación de canales no bloqueados y disminuir la 

facilitación a valores cercanos al control. Al agregar DAMGO en presencia de la 

toxina, se observó un incremento en la facilitación de un 53 ± 19% (n=4, p < 0.05; U 

de Mann-Whitney). Esto muestra que el efecto de DAMGO no es ocluído por Ol-CgTx­

GVIA ya que la activación del receptor tipo ¡L produjo un incremento en la FPP lo que 

sugiere una inhibición presináptica. De manera similar al receptor 15, el receptor tipo ¡L 

no está modulando la entrada de calcio a través del canal tipo N. Por lo que se 

descarta la participación de los canales tipo N en la modulación por opiáceos de la 

liberación de neurotransmisor en las terminales glutamatérgicas. El cambio de las 

amplitudes (IN) de los potenciales sinápticos poblacionales (52 y 5,) se observa por 

separado en B. Trazos representativos de cada fase experimental se muestran a la 

derecha. 
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Figura 1&. Efecto de DAMGO en presencia de m-CgTx-GVIA. (A) Curso temporal de un expelimento 

representativo que muestra el aumento de la FPP (SiS,) por 1 J.lM de m-CgTx-GVIA Después de 

ajustar la relación 82/5, a condición cercana al control, la adición de OAMGO 1 IJM sigue produciendo 

un aumento en la facilitación ("=4. p < 0.05; U de Mann-Whitney), (8) Cambio de las amplitudes de las 

respuestas sinápticas. (e) Registros representativos de cada punto senalado en el curso temporal. 
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EFECTO DE DAMGO EN PRESENCIA DE ro-AgTx-TK. 

El efecto de DAMGO a pesar del bloqueo de los canales tipo P se muestra en la 

figura 16. la aplicación de DAMGO (1 IJM) en presencia de 30 nM de ro-AgTx-TK 

(indicado por las barras superiores). produce un incremento en la FPP de un 63 ± 

13%. lo que muestra que el efecto de DAMGO no es ocluido por la toxina. Observe el 

efecto sobre el bloqueo de los canales de calcio tipo P. los resultados suguieren que 

la activación del receptor tipo 11 no modula la entrada de calcio a través de los canales 

tipo P. Se muestra en 8 el cambio en las amplitudes de S2 y S, con respecto al 

tiempo. A la derecha se muestran trazos representativos. 

la figura 17 muestra el efecto de DAMGO en presencia de 400 nM de co-AgTx­

TK para bloquear la entrada de calcio a través de los canales tipo P Y O. Tal 

concentración co-AgTx-TK no ocluyó completamente el efecto de DAMGO. Se puede 

observar un incremento en la FPP (43 ± 14%) por el efecto de DAMGO (n=4, N.S; U 

de Mann-Whitney). Sin embargo, no hay diferencias significativas respecto del control. 

Estos resultados muestran que aunque hay una tendencia a la disminuc6n del efecto 

de DAMGO, esta no es significativa. Esto es, el efecto de DAMGO no puede explicar 

la modulación de los canales P/O. 

Abajo (8) se muestra el cambio en las amplitudes de las respuestas sinápticas 

con respedo al tiempo. A la derecha los trazos representativos seflalados con número 

del curso temporal del experimento. 

En la tabla 4 se observa el resumen de los experimentos anteriores. Se compara 

el efecto de DAMGO solo y en presencia de las toxinas de los diferentes tipos de 

canal de calcio. la ro-CgTx-GVIA (1 IJM) Y la ro-AgTX-TK (30 y 400 nM), no ocluyen el 

efecto de DAMGO. Esto muestra que los canales de calcio tipo N y P/O no median la 

acción presináptica dada por la activación del receptor 11. 
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Figura 16. Efecto de DAMGO en presencia de m-AgTx-TK. (A) 30 nM de co-AgTx-TK incrementan la 

FPP. Al agregar DAMGO 1 I'M en presencia de la toxina. la FPP se incrementa slgnlfiC8ÜVamente (n=4. 

p < 0.05: U de Mann-Whitney). El efecto de m-AgTx-TK no ocluye la acción del agonista. Esto muestra 

que los canales de calcio tipo P no son modulados por la activación del receptor tipo ~. (8) Cambio en 

amplitud de ambos componentes sinápticos. (e) Trazos de cada fase experimental. 
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Figura 17. Efecto de DAMGO en presencia de m-AgTx-TK (400 nMI. (Al La aplicación de 1 ~M 

de DAMGO en presencia de m-AgTx-TK (400 nM) sigue produciendo un incremen10 de la FPP (5,lS,) 

(n=4. p < 0.05; U de Mann-Whitney). El bloqueo de los canales de calcio tipo Q no ocluyó el efecto de 

la activación de receptores tipo J.L a opiáceos. (8) Cambio en la amplitud de las repuestas ortodrómicas 

respecto al curso temporal. (e) Registros representativos del expeñmento. 
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Control OAMGO 1 ~M. ""CgTx-GVIA 1 ~M m-AgTx-TK ",-AgTx-TK 

+OAMGO 30 nM+OAMGO 400 nM OAMGC 

Media 1.050 1.565 1.675 2.067 1.631 

Mediana 1.041 1.401 1.536 2.067 1.438 

E.S. 0.014 0.087 0.195 0.011 0.238 

0.5. 0.049 0.313 0.337 0.D16 0.413 

Significaneia p < 0.001 P < 0.05 P < 0.05 P < 0.05 

n=10 t $Iudent n=4 Ud. M-W N=4, Ud. M-W n=4, Ud. M-W 

Tabla 4. Resumen de los experimentos anteriores. Efecto de OAMGO sólo y en presencia de los 

bloqueadores de los canales de Ca2 •. Observe el efedo de DAMGO en presencia de 400 nM de (i)­

AgTx-TK. Las toxinas no ocluyen el efedo de OAMGO por lo que estos resultados sugieren que la 

inhibición presináptica dada por activación de los receptores tipo ~ es a través de las conductancias de 

calcio. No hubo diferencia significativa entre los grupos (ANOVA & Kruskal-Wallis). 
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ANALlSIS y DISCUSiÓN. 

La transmisión corticoestriatal comanda y hecha a andar el circuito de los 

ganglios basales (Calabresi, et al., 1993). Las terminales corticoestriatales hacen 

sinapsis sobre las dendritas de las NEMs, que cuando son activadas se producen 

respuestas postsinapticas excitatorias (Cherubini, et al., 1988; Graybiel, 1990). 

Se ha reportado que la aplicación de CNQX (5-10 ~M), antagonista del receptor 

de glutamato tipo AMPA, y APV (30-50 ~M) antagonista del receptor tipo NMDA, 

bloquean la respuesta ortodrómica poblacional, lo que indica la naturaleza 

glutamatérgica de las entradas corticoestriatales (Calabresi, et al., 1993). La liberación 

de glutamato de las terminales corticoestriatales está modulada presinápticamente a 

través de diferentes tipos de receptor (Malenka y Kocsis, 1988; Bargas, et al., 1998b; 

Calabresi, et al., 1993), los cuales generalmente reducen la liberación de glutamato 

(inhibición presináptica) (Calabresi, et al., 1993). La modulación presináptica de las 

terminales corticoestriatales es importante para regular la transferencia de información 

desde la corteza hacia el neoestriado (Malenka y Kocsis, 1988). 

Protocolo de Facilitación por Pulso Pareado. 

El NE no presenta una estructura laminar por lo que la estimulación ortodrómica 

y el registro de campo no pueden aislar la respuesta sináptica poblacional del 

potencial de acción poblacional. Siempre la actividad sináptica está mezclada con 

potenciales de acción ortodr6micos (Barral et al., 1999). Sin embargo, el paradigma 

de la FPP puede separar los eventos pre del post sinápticos (Dunwiddie y Hass, 1985; 

Andreasen y Hablitz, 1994). Y los argumentos que lo sustentan son los siguientes: 

1. La disminución del Ca2
' extemo, la aplicación de bloqueadores de los canales 

de Ca2
' asf como la aplicación de diversos agonistas a los receptores presinápticos 

reducen la amplitud de la 1 a y 2a respuestas ortodrómicas simultáneamente, pero no 

en la misma proporción, pues la reducción de la 1 a respuesta es mayor 
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incrementandose de esta manera la FPP (S2/S,). Los efectos postsinápticos deberian 

producir cambios en la amplitud de ambos componentes, y mantener la misma 

proporción entre ambas respuestas. 

2. Los cambios en la FPP obtenidos con registro poblacional son similares a los 

observados con registros intracelulares de potenciales sinápticos y registros de 

fijación de voltaje (Hemández-Echeagaray, et al., 1998). Por lo que se considera que 

el protocolo de FPP es una herramienta útil para evaluar la inhibición presináptica. El 

incremento en la proporción S2/S, (facilitación sináptica), se debe al aumento de 

calcio en la terminal debido al calcio residual en la primera respuesta (Katz y Miledi, 

1967; 1968; 1970). Lo que trae como consecuencia un incremento en la liberación de 

transmisor, durante la segunda respuesta. (Figura 1). 

3. La liberación de transmisor depende de los cambios en la concentración 

interna del Ca2
+ en la terminal (Llinás, et al., 1992). Experimentos anteriores muestran 

que en estas sinapsis glutamatérgicas, la liberación de neurotransmisor depende de la 

entrada de calcio a través de canales de calcio de los tipos N, P/Q Y R (Bargas, et al., 

1998b). 

Inhibición presináptica por la activación de los receptores a opiáceos 11 y ¡¡, 

Como ya se ha mencionado, el NE es el núcleo con más altas concentraciones 

de receptores a opiáceos (Graybiel, 1991). La distribución de receptores es 

heterogénea (Bowen, et al., 1981), ya que los receptores 11 se encuentran en los 

parches (Hamel y Beaudet, 1987; Wang y Pickel, 1998) mientras que los receptores ¡¡ 

están más ampliamente distribuidos en los parches y la matriz (Tempel y Zukin, 1987; 

Wang el al., 1996). 

Estudios previos han señalado que la activación de receptores a opiáceos 11, ¡¡ Y 

K, producen inhibición presináptica o disminución de la liberación de glutamato en las 

sinapsis corticoestriatales (Jiang y North, 1992). Se ha sugerido que un decremento 
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en las conductancias de Ca2• o un incremento en las conductancias de K· podrían 

explicar la inhibición presináptica (Childers, 1993; North, 1986, 1993). En esta tesis se 

decidió determinar si la inhibición presináptica producida por opiáceos se debe a una 

modulación de las conductancias de Ca2• de la terminal. 

OPOPE produce inhibición presináptica que es bloqueada por naltríndole. 

La aplicación OPOPE incrementa la facilitación sináptica por pulso pareado 

(FPP=S2/S,) indicando que la activación de receptores o a opiáceos produce 

inhibición presináptica. Este efecto se ve bloqueado en presencia del antagonista 

selectivo naltrindole (1 nM). Esto suguiere que la activación se debe sólo a receptores 

opioides del tipo o. El porcentaje de FPP producido DPDPE fue de 73 ± 15% mientras 

que Jiang y North (1992) reportaron una inhibición del 30%. Los resultados de Rawls 

(1999) mostraron que el naltrindole revierte la liberación de glutamato en 

sinaptosomas del NE sugiriendo que los receptores o actúan en estas terminales 

(Rawls, et al., 1999). También, se ha mostrado que la activación de receptores de tipo 

o inhibe la liberación de aceltil colina (Mulder, et al., 1991), y de dopamina (SchlOsser, 

et al., 1995) en el NE. 

Efecto de OPOPE en presencia de los bloqueadores del canal de calcio, 

Se ha mostrado que los canales de calcio de los tipos N y P/O actúan 

cooperativamente para la liberación de glutamato en las terminales corticoestriatales 

(Bargas, et al., 1998b). Estos canales pueden ser modulados por diferentes tipos de 

receptor (Wu y Saggau, 1997; Dunwiddie y Hass 1985). 

Los canales de calcio de tipo N son importantes en la liberación de 

neurotransmisor ya que la aplicación de m-CgTx-GVIA reduce la corriente de calcio 

presináptica (Cox y Duplan, 1992; Boland, et al., 1994). En el neoestriado, la 

aplicación de m-CgTx-GVIA reduce en un 63% la espiga poblacional (Bargas, et al 
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1998b) e incrementa la FPP (Barral, et al., 1999). La participación de los canales de 

tipo N en la liberación de neurotransmisor está. por tanto. demostrado. 

Investigaciones en lineas celulares NG 108-15 (Taussig. et al.. 1992) y lineas 

celulares de carcinoma (Sher. et al.. 1996) han mostrado la regulación de los canales 

de calcio tipo N por la activación de receptores o. Sin embargo. nuestros resultados 

(figura 11) muestran que en presencia de co-CgTx-GVIA se sigue observando el efecto 

de DPDPE. Por lo que se concluye que co-CgTx-GVIA no ocluye el efecto de DPDPE. 

Por lo tanto. los receptores de tipo o no modulan la salida de transmisor a través de 

regular la entrada de Ca" por el canal de tipo N. 

La co-AgTx-TK (30 nM) incrementa la FPP. Este bloqueador de los canales tipo P 

reduce en un 54% la espiga poblacional (Sargas. et al.. 1998b). En presencia de esta 

concentración de co-AgTx-TK el DPDPE sigue teniendo efecto. Por lo que concluímos 

que este canal no es la vía para el control de la inhibición presináptica mediante los 

receptores tipo o. 
Cuando se bloquean los canales de tipo O. que se sabe son importantes en la 

liberación de glutamato en todo el SNC (Takahashi y Momiyama. 1993; Teramoto. et 

al.. 1995). con ro-AgTx-TK (400 nM) el efecto de DPDPE no se ve bloqueado. Se nota 

una tendencia a disminuir pero no es significativa. Esto sugiere que el efecto del 

DPDPE sobre la liberación de neurotransmisor no está mediado por canales de calcio 

tipoO. 

Los resultados anteriores sugieren que la inhibición presináptica provocada por 

los receptores de tipo o es a través de la modulación de la entrada de Ca" en las 

terminales glutamatérgicas. Por lo que se piensa que esta inhibición puede estar dada 

por la activación de otras oonductancias iónicas probablemente de K' (North. et al.. 

1987; Tatsumi. et al.. 1990). Se ha sugerido que la activación de conductancias de K' 

puede estar dada a través de proteínas G (Fan y Crain. 1995). El efecto de los 

receptores o sobre las conductancias de K' es de gran importancia ya que estas 
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corrientes, pueden hiperpolarizar la membrana disminuyendo la duración del potencial 

de acción y por tanto, disminuir la cantidad de neurotransmisor liberado (North, 1986; 

1993). 

La inhibición presináptica producida por DAMGO es bloqueada por el 

antagonista selectivo CTOP. 

La aplicación de DAMGO (1 ~M) incrementa la FPP. Este efecto se ve 

bloqueado por el antagonista específico CTOP (1 nM) lo que demuestra que el efecto 

es específico para el receptor de tipo fJ. presente en las terminales. El porcentaje de 

FPP aumentado por DAMGO fue de 56 ± 8%. De la misma manera, estudios previos 

han mostrado que la activación de receptores fJ. inhibe la liberación de glutamato en 

un 60% provocado por altas concentraciones de K' en rebanadas de cerebro 

corticales (Nicol, et al., 1998) y en sinaptosomas (Sbrenna, et al., 1999). Jiang y North 

(1992) mostraron una inhibición del potencial sináptico excitatorio de un 30% de las 

terminales corticoestriatales. 

Efecto de DAMGO en presencia de bloqueadores de calcio. 

DAMGO en presencia de m-CgTx-GVIA. 

Se ha mostrado que la activación de receptores fJ. modula los canales de tipo N Y 

P/O en diversas regiones del SNC, como en el núcleo del tracto solitario donde la 

aplicación de m-CgTx-GVIA bloquea el efecto de DAMGO Por lo que sabe que la 

activación del receptor fJ. puede modular el canal de caício de tipo N. De la misma 

manera, la aplicación de m-AgTx-TK puede bloquear el efecto de DAMGO, por lo que 

se piensa que los receptores fJ. también modulan a los canales de tipo P/O (Rhim y 

Millar, 1994). 
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En neuronas magnocelulares del cerebro anterior basal (Soldo y Moises, 1997) 

así como en neuronas del jiro periacueductal (Chang-Ju, et al., 1997) la activación del 

receptor ~ modula la entrada de calcio a través del canal de tipo N. 

Sin embargo, los resultados de la presente investigación muestran que en estas 

terminales glutamatérgicas, ro-CgTx-GVIA no bloquea la inhibición presináptica 

producida por DAMGO, lo que sugiere que el receptor ~ no actúa a través de regular 

la entrada de calcio por el canal tipo N. 

DAMGO en presencia de m-AgTx-TK. 

La aplicación de m-AgTx-TK a la concentración de 30 nM tampoco bloquea el 

efecto de DAMGO. Por lo que los datos suguiere que el receptor ~ no actúa a través 

del canal de calcio de tipo P. En contraste, se ha mostrado la modulación del canal 

tipo P en el núcleo del tracto solitario (Rhim y Miller, 1994) por la activación del 

receptor ~. Al incrementar la concentración de m-AgTx-TK a 400 nM, se observó que 

no se ocluye significativamente el efecto de DAMGO, lo que sugiere que el canal de 

tipo Q tampoco es la vía mediante la cual se modula la liberación de transmisor en 

estas terminales. 

RECEPTORES ~ y Ii. 

Los resultados anteriores demuestran que ambos receptores opioídes ~ y Ii 

modulan la liberación de transmisor de las terminales glutamatérgicas que llegan al 

NE. Se determinó que la activación de estos receptores estan modulando la liberación 

de glutamato ejerciendo una ihnibición presináptica en las terminales 

corticoestriatales. Esta inhibición puede servir para prevenir el exceso de liberación de 

neurotransmisor, ajustar la fuerza sináptica o ambos (Wu y Saggau, 1997). Varias 

observaciones suguieren un papel de los opioides en la regulación de la transferencia 
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de información en el circuito neuronal neoestriatal (Jiang y North, 1992; Schlósser, et 

al., 1995). 

Resultados previos utilizando agonistas para diferentes neuromoduladores tales 

como: muscarina (Sugita et al., 1991); baclofen (Seabrook, et al., 1990; Barral, et al., 

2000), adenosina (Malenka y Kocsis 1988) y carnacol (Malenka y Kocsis 1988) han 

mostrado un incremento de la FPP de las terminales corticoestriatales en un 

porcentaje mayor al reportado para los opiáceos. Lo que sugiere que estas terminales 

están sujetas a ser moduladas por varios neurotransmisores. Resultados previos en el 

laboratorio han mostrado que la modulación colinérgica incrementa la FPP en un 245 

% (Barral, et al., 1999) y que el baclofen lo hace en un 457 % (Barral, et al., 2000). En 

contraste, la FPP del agonista 5 fue de 73 ± 15% y la del receptor J.1 de un 56 ± 8%, lo 

que confirma resultados previos en estas terminales corticoestriatales (Jiang y North, 

1992), además de trabajos en otras sinapsis como el globo pálido extemo (Stanford y 

Cooper, 1999), núcleo acumbens (Martin, et al., 1997) y el núcleo del tracto solitario 

(Rhim y Miller, 1994). Sin embargo, es posible que los receptores a opiáceos 

expresados en las terminales presinápticas estén acoplados debilmente a la inhibición 

de liberación de glutamato (North y Williams, 1983). 

Por otro lado, se mostró que la inhibición de la liberación de transmisor en las 

terminales glutamatérgicas por la activación de los receptores ¡¡ y J.1 no involucra a los 

canales de Ca2
' encargados de disparar esta liberación. Los resultados suguieren que 

los opioáceos tal véz esten actuando a través de conductancias de K', como se ha 

sugerido en diferentes investigaciones (North et al., 1987; Fan y Crain, 1995; Ponce, 

et al., 1996). 
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CONCLUSIONES. 

La liberación de neurotransmisor en las terminales corticoestriatales depende de 

la entrada de Ca2
• a través de los canales tipo N y P/O. 

La activación de los receptores f1 y o inhibe la liberación de neurotransmisor en 

las terminales glutamatérgicas corticoestriatales, demoslrandose un efecto 

presináptico. 

La activación de los receptores a opioides tipo o y f1 no producen inhibición 

presináptica a través de la modulación de los canales de calcio tipo N Y P/O. 

Por lo que estos resultados sugieren que la modulación de la liberación de 

glulamato en las terminales glutamatérgicas puede estar dada por la activación de 

conductancias de ~ u otros mecanismos. 
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