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RESUMEN

La somatostatina (SOM) es un péptido que se distribuye por todo el sistema nervioso
central y periférico, inhibe la secreción de hormonas y funciona como un neuromoduíador con
efectos sobre la actividad locomotora y las funciones cognoscitivas. Las acciones de la SOM son
mediadas a través de la activación de 5 tipos de receptores acoplados a proteínas G (SSTR1-5)
Este péptido modula corrientes de potasio y de calcio en neuronas, en células endocrinas y en
líneas celulares tales como la línea celular de pituitaria AtT-20 y en células PCI2

En el neoestriado la SOM es sintetizada y liberada por intemeuronas medianas no
espinosas Se ha reportado que la SOM, modula la liberación de GABA y dopamina en este
núcleo Estos efectos pueden ser el resultado de la modulación por SOM de diferentes
conductancias, por lo que en e! presente trabajo se investigaron las acciones de la SOM sobre
corrientes de potasio y de calcio en células del neoestiiado

Se llevaron a cabo registros de fijación de voltaje en neuronas espinosas medianas en la
configuración de célula entera. Las comentes salientes fueron provocadas por comandos de
voltaje despolarizantes desde -60 a 30 mV en pasos de 10 mV a un potencial de mantenimiento de
-80 mV, en presencia de 3 mM de 4-AP para eliminar las corrientes transitorias Las corrientes de
K activadas por calcio tipo BK en estas células representan el 30%, mientras que las de baja
conductancia tipo SK presentan un 25%, el resto se debe al rectificador retardado La aplicación
de SOM a una concentración de 1 uM incrementó ia coniente saliente en un 39% Por otro lado,
en presencia de TEA 1 mM (bloqueador de canales BK), la SOM redujo la corriente un 24%
Estos resultados muestran una modulación diferencial de la coniente saliente por la SOM En
presencia de apamina (bloqueador de canales SK), la SOM produjo un incremento del 59% en la
corriente

Debido a que uno de los efectos de la SOM más ampliamente reportados es la modulación
de las cocientes de calcio y dado que la reducción en la concentración íntracelular de calcio,
puede afectar varios procesos celulares dentro de los cuales está la activación de los canales de
K\ se estudió la modulación de los canales de calcio por SOM

La SOM redujo las corrientes de calcio en un 35%, así como los potenciales de calcio en
un 24% Esta acción es producida en presencia de TTX y es bloqueada por un antagonista de la
SOM (cyclo-SOM) Con el objetivo de conocer cual o cuales canales de calcio son modulados
por el neuropéptido, se usaron los diferentes bloqueadores de estos canales Los resultados
muestran que la SOM modula preferencialmente los canales de calcio tipo P/Q y en menor grado
los tipo N y R, sin tener efecto sobre los canales tipo L

Tanto las corrientes de calcio como las de K dependientes de calcio participan en la
generación del postpotencial hiperpolarizante y debido a que la SOM modula ambas en estas
células investigamos los efectos de ésta sobre el patrón de disparo de las células La SOM redujo
la amplitud del postpotencial hiperpolarizante un 39%, lo cua! provocó en algunas células un
aumento en el disparo de las células mientras que en otras se produjo un disparo irregular

Con estos resultados concluimos que la SOM ejerce acciones complejas sobre las
neuronas de proyección a través de la activación de sus receptores, por lo que se espera que la
SOM y sus análogos tengan profundos efectos sobre las funciones motoras controladas por los
ganglios básales.



INTRODUCCIÓN

La somatostatina (SOM), es un péptido que se distribuye en el sistema nervioso cential y

periférico, en el tracto gastrointestinal, en el páncreas endocrino y en células de la tiroides (Patel,

1992, 1999) En el sistema nervioso central, se expiesa en estructuras tales como el hipotálamo,

corteza, hipocampo, tálamo, tallo cerebral, estriado y médula espinal (Biazeau, 1972; Reichlin,

1983; Epelbaum, 1986)

Este péptido participa en la regulación de la liberación de un gran número de hormonas y

neurotransmisores, inhibe la secreción de la hormona de crecimiento, de la hormona estimulante

de la tiroides y de prolactina de la pituitaria; así como de la insulina y el glucagon del páncreas

(Brazeau, 1972; Reichlin, 1983; Epelbaum, 1986)

La SOM funciona como un neuromodulador en el cerebro con efectos sobre funciones

autónomas, sensoriales, locomotoras y cognoscitivas (Reichlin, 1983; Epelbaum, 1994; Paíel,

1992) Modula la liberación de dopamina en el cerebro y en particular en el estriado (Chesselet,

1983), así como de GABA en el mismo estriado (Meya; 1989), de serotonina en la corteza,

hipocampo e hipotálamo (Tanaka, 1981), de norepinefrina (Gothert, 1980), de la hormona

liberadora de la tirotropina y de la misma somatostina en el hipotálamo

Existen 2 formas biológicamente activas, la SOM-14 y la SOM-28, que pueden o no,

actuar en forma similar (Wang et al 1989, Dryer et al 1991, Schweizeret al 1993)

SÍNTESIS

La SOM es sintetizada a partir de una molécula precursora -la preprosomatostatina-

(Goodman et al, 1980, 1983) En mamíferos sólo un gene que se encuentra en el brazo largo del

ciomosoma 3, codifica para esta pre-prohormona de 116 aminoácidos, la cual es sintetizada en el

retículo endoplásmico rugoso, y es directamente liberada al lumen del retículo donde la región

amino terminal del péptido líder es eliminada por la acción de una proteasa específica (Walter et

al, 1984) Entonces, la prohormona de 92 aminoácidos es transportada a! aparato de Golgi,

donde es empaquetada en vesículas secretorias En estas vesículas sufre modificaciones

post-traduccionales para generar 2 formas bioactivas: la SOM-14 y la SOM-28 El rompimiento

de la prohormona requiere la actividad de 6 enzimas endoproteolíticas Furin, PC1/PC3, PC2,

PACE-4, PC4 y PC5/PC6 (Seidah, et al, 1990: Seidah, 1993) El rompimiento toma lugar en

residuos monobásicos y dibásicos (Brakch, et al, 1993) En general, parece que la

prosomatostatina es procesada diferencialmente dependiendo del tipo celular' que la expresa

(Brakch et al 1995)
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En neuronas y en células del páncreas, el principal producto es la SOM-14, que se genera

por la acción de la enzima PC-2 y en menor grado por la PC-1 (Brakch et al 1995, Patel, 1999)

Además, se ha mostrado que la SOM-14 se puede sintetizar a partir de la SOM-28, por medio de

la actividad de la enzima PACE-4

La SOM-14 se cree que es degradada por la acción de aí menos 2 endoproteasas, la

24.15 una enzima soluble de 68 KD y la 24 16 una enzima asociada a membrana de 70 KD

(Dahms y Mentlein, 1992)

Por otro lado, la SOM-28 es más que un precursor de la SOM-14, representa det 20-30%

de la inmunoreactividad a SOM en el cerebro (Patel, 1999) Se ha demostrado, que en algunas

regiones cerebrales tiene efectos fisiológicos similares a la SOM-14, mientras que en otras

provoca respuestas distintas, además en algunos casos puede ser más potente que la SOM-14

(Mandarino et al 1981) (fíg 1)

Preprosoma-
tostatina

Somatostatina-28

Somato statina-28
(1-12)

PACE-4

Somatostatiiia-14

Prosoma-
tostatina

PACE-2
PACE-1

¡ Somatosta-
! tinrt-14

Degradación
Proteolítica

nnn
LJUJ LJ

Fig 1 Vía de síntesis de la somatostatina, procesamiento proteolítico desde preprosomatostatína (Tomado
de Schindler et al 1996).



RECEPTORES

Los efectos intracelulares causados por la SOM son mediados por una familia de cinco

receptores relacionados, los cuales pertenecen a la supeifamilia de receptores acoplados a

proteínas G (Bell y Reisine, 1993; Hoyer, 1994), son denominados sstrl-5 Se agrupan en 2 clases

dependiendo de su estructura, y sus características farmacológicas La clase SRIF-1 comprende los

subtipos SSTR2, SSTR3 y SSTR5; mientras la clase SRIF-2 comprende las subtipos SSTR1 y

SSTR4 (Hoyer, 1994; 1995) (fíg 2) La diferencia principal entre estas 2 clases de receptores es

su alta afinidad para ciertos análogos cortos de la SOM, tales como el octreoctido y el octastin,

así como el efecto de diferentes iones sobre la unión de ios ligandos, se ha demostrado que altas

concentraciones de magnesio y bajas de sodio afectan la unión del radioligando hacia los distintos

tipos de receptores (Hoyer, 1994), (tabla 1),

Receptores a Somatostatina

SRFI

SRFI1

sstr2

SRFI2

sstr3 sstr5 sstri sstr4

Fig 2 Clasificación de los receptóles de somatostatina

Se han identificado 5 genes para los receptores a SOM, ios cuales están segregados en

cromosomas diferentes Los genes de los receptores 1, 3, 4, y 5 carecen de intrones clásicos El

gene del receptor 2 muestra un intron críptico en el segmento 31, el cual da 2 variantes por

procesamiento alternativo, una forma larga SSTR-2A y una corta SSTR2B (Patel et al, 1993;
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Vanetti et al, 1992) Estas variantes sólo difieren en la longitud de su dominio citoplasmático

Existe un 39-57% de identidad en sus secuencias, siendo el séptimo segmento transmembranal

altamente conservado Los 5 receptores muestran de 1 a 4 sitios de glucosilación en su segmento

amino terminal y en su segunda asa extracelular Todos los receptores se caracterizan por tener de

3 a 8 sitios de fosforilación por la proteína cinasa A (PKA), la cinasa C (PKC), y la calmoduHna

cinasa II, en el carboxilo terminal y en la segunda y tercera asa intracelular Los receptores

hSSTR 1, 2, 4 y 5, muestran una región de 12 aminoácidos cisteína en el séptimo segmento

transmembranal, el cual puede ser un sitio potencial de anclaje a la membrana La unión covalente

de ácido palmítico en esta posición igualmente crea una cuarta asa citoplásmica Resulta

interesante que aunque e! hSSTR3m carece del anclaje a la membrana por patmitoilación en

cisteína, presenta un carboxilo terminal más largo que los otros miembros de la familia

Los 5 subtipos de receptores muestran un alto grado de conservación estructural a través

de las especies del 94-99% de identidad entre ios receptores del humano, de la rata y del ratón

(Patel, 1995, Reisine, 1995)

Los 5 subtipos unen SOM-14 y SOM-28 con alta afinidad SSTR1-4 unen SOM-14 con

mayor afinidad (>) que la SOM-28; mientras que el SSTR-5 es 10 veces más selectivo para

SOM-28 Se ha propuesto, que la SOM se une a sus receptores a través de la interacción tanto

con residuos hjdrofóbicos como cargados localizados en los segmentos tiansmembranales III y

VIL con una contribución potencial del asa extiacelular 2 (Kaupmann,et al, 1995 ; Greenwood

et al, 1997) Debido a su gran longitud y flexibilidad, los ligandos naturales SOM-14 y SOM-2S,

pueden presumiblemente adoptar una conformación que permite su interacción con el sitio de

unión de sus 5 receptores

En la rata, se ha localizado el RNAm para SSTR1-5 en la corteza cerebral, estriado,

hipocampo, amígdala, bulbo olfatorio y área preóptica (Bruno et al, 1994, Hairington, 3995,

Pérez y Hoyer, 1995) Sin embargo, de manera interesante el mensajero del receptor tipo 3 está

preferencialmente distribuido en et cerebelo (Kong et al, 1994), mientras que el del tipo 4 es el

menos expresado en el cerebro (Thoss et al, 1996)

Por otro lado, utilizando técnicas de inmunocitoquímica se ha reportado la presencia de

los receptores SSTR-1 en las capas 2, 3, 5, y 6 de la corteza cerebral, en el área CA2 y en el giro

dentado del hipocampo, en el hipotálamo, en el cerebro medio y en la capa granular de la corteza

cerebelar (Hervieu, 199S) La distribución del SSTR2 en eí cerebro de la rata muestra una rica

expresión en las capas 2, 3, 5 y 6 de la corteza cerebral, en los ganglios básales y en las áreas 5



CA1-2 del hipocampo (Dournaud et al, 1996) Estudios de doble mareaje han sugerido que este

subgiupo se presenta pieferentemente como autoneceptores sobie neuronas inmunopositivas a

SOM El SSTR-3 se localiza predominantemente en las capas V y VI de la corteza cerebral y en

la capa granular del cerebelo (Kumar et al, 1996) Los receptores 4 y 5 se distribuyen en el

núcleo arcuato ventrornedial y en la eminencia media (Kumar et al., 1999)

COMPUESTO

SOM-28

SOM-14

RC-160
(vapreotido)

SMS-201-995
(octreotido)

BIM23014
(lanreotido)

MK678
(siglitido)

ESTRUCTURA PRIMARIA

íis-ai g-glu-arg-pr o-ala-met-ala-pi o-asn-aía-ser-NH2

aía-gli-cis-lis-asn-fe-fe-trp
11

cis-ser-thr-fe-thr-lis

NHj-ala-gli-cis-lis-asn-fe-fe-trp

cis-ser-thr-fe-thr-lis

Dfe-cis-tir-Dtrp

w
trp-cis-val-lis

Dfe-c(cÍs-fe-D-trp-lis-thr-cis)-thi-ol

Dbnal-cis-tii-Dtrp

w
thr-cis-val-lis

c(N-me-ala-tir-D-trp-lis-val-fe)

RECEPTOR

SSTR5 > SSTR1-4

SSTR1-4 > SSTR5

SSTR5»SSTR2, 3, 4

SSTR2»SSTR1, 3, 5

SSTR2=SSTR5»
SSTR1.3, 4

SSTR2»SSTRl-5

Tabla 1 Secuencia de aminoácidos de la SOM-28, SOM-14 y algunos péptidos relacionados que funci
como agonistas (Tomado de Patel Y 1999)

cionan

ACOPLAMIENTO A PROTEÍNAS G Y SISTEMAS DE TRANSDUCCION.

Los receptores a SOM provocan sus respuestas celulares a través de la modulación, unida

a proteínas G, de múltiples sistemas de segundos mensajeros, incluyendo adenilato ciclasa, canales

iónicos de calcio y potasio, el antiportador de Na+/K\ la guanilato ciclasa, la fosfolipasa C, la

fosfolipasa A2, la MAP cinasa, la serina/treonina y la fosfotirosil proteín fosfatasa (Patel et al..,

1995, 3997; Reisíne, 1995) Los receptores de SOM, son potentes inhibidores de la adenilato

ciclasa y la formación de AMPc, a través de !a activación de todas las subunidades Gai
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Se sabe que la interacción de la proteína G con el receptor (tipos 2, 3, 4, 5), se lleva a

cabo con la tercer asa citoplásmica Aún, no se conoce el dominio de unión de esta proteína con el

receptor del subtipo 1 El SSTR2A purificado de GH4C, y expresado en células CHO, es capaz de

asociarse con Gctil, Gcti2 y Gai3 (Luthin et al 1993, Gu et al 1997) El SSTR3 interactúa con

Gail, Gai2, Gai4 y Gai6 Las proteínas G específicas que se asocian con los otros subtipos aún

no se determinan (fíg 3)

Los receptores nativos de SOM, están acoplados a vatios subtipos de canales de potasio,

incluyendo rectificadores retardados (Wang et al 1989), rectificadores entrantes GIRK

(Sodickson y Bean 1998), canales de potasio sensibles a ATP (De Weille et al 1989) y canales de

potasio sensibles a calcio de alta conductancia (BK) (White et al 1991)

La activación de los canales de potasio por el receptor a SOM, induce hiperpolarización

de la membrana, conduciendo a una reducción en la entrada de calcio (fig. 3) Adicionalmente a

este efecto indirecto, la SOM actúa directamente sobre canales de calcio (Wang et al 1990,

Meriney et al 1994, Ishibashi y Akaike 1995, Tallent et al 1996, Viana y HiJIe 1996, Bohehm y

Betz 1997)

El efecto de la SOM sobre los canales de caicio y de potasio puede ocurrir adicionalmente

a través de la desfosforilación de las proteínas del canal después de la activación de una

serina/treonina fosfatasa (White et al 1991) Además, la SOM puede inhibir comentes de calcio a

través de la inducción de GMPc, el cual activa una pioteína cinasa G (PKG), con la inhibición

dependiente de fosforilación (Meriney et al 1994) La SOM activa un número de fosfatasas tales

como la serina/treonina fosfatasa y la calcineuiina fosfatasa dependiente de calcio (Buscail et al

1994, 1995, Florio et al 1994, 1996; Reardon et al 1997), fíg 3

Otra via de señalización que se ha descrito para los receptores a SOM, incluye la

formación de IP3 mediado por la fosfolipasa C en astrocitos, en células CHO y en músculo liso

(Marín et al 1991, Murthy et al 1996)

La vía de la fosfolipasa A2 es otra fuente de mediadores implicados en ia transducción de

señales de la SOM, esta enzima cataliza la liberación de ácido araquidónico, produciendo varios

eicosanoides a través de la activación de 2 vías metabólicas principales, la vía de la

ciclooxigenasa para formar prostaglandinas y tromboxanos y la vía de la lipooxigenasa para

formar leucotrienos (fig 3) Algunos productos de la lipooxigenasa modulan canales de potasio

en células de Purkinje de cerebelo de rata, El ácido araquidónico peí se y ciertos ácidos grasos

pueden directamente modular canales de potasio (Piomelli, 1990; Meves 1994; Duerson 1996) 7
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membrana

Goa
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Fig 3. Algunas de ias posibles vias de señalización íntracelular activadas por la SOM.



LOS GANGLIOS BÁSALES

Los ganglios básales (GB), comprenden un grupo de núcleos subcoiticales que están

involucrados en una variedad de procesos incluyendo funciones motoras y cognoscitivas Una de

sus principales funciones es la de integrar' información sensoriomotora, asociativa y límbica Los

GB se piensa que controlan los movimientos por un deíicado balance de su transmisión, a través

de dos circuitos que conectan los núcleos de entrada y de salida (las vías directa e indirecta), las

cuales son afectadas en procesos patofisiológicos tales como la enfermedad del Parkinson o la

corea de Hungtington (Wilson, 1998)

Los GB están constituidos por el neoestriado, el globo pálido (interno y extemo), la

substancia negra (pars compacta y reticulata) y el núcleo subtalámico (fig 4) La principal

entrada a los GB se deriva de las células de la corteza cerebral, que proyectan de manera

topográfica al neoestriado, donde la información es procesada y es pasada a los núcleos de salida

de los GB, el segmento interno del globo pálido y la substancia negra pars reticulata Los GB a

través de las proyecciones de sus núcleos de salida, influencian así la actividad del tálamo, de la

corteza y de regiones premotoras corticales

Corteza cerebral

PPN

Fig. 4 Conexiones de los Ganglios Básales. Vías directa c indiiecta y neurotransmisores involucrados:
glutaraato, GABA, encefalinas, dinorfinas, substancia P y dopamina (Tomado de Arbib et al 1998) 9



NEOESTRIADO

El neoestriado está formado por los núcleos caudado, putamen y acumbens. Recibe

entradas sinápticas glutamatérgicas de las áreas motoras, sensoriales y de asociación de la corteza

cerebral, de los núcleos intralaminares del tálamo y del núcleo basolateral de la amígdala, así

como dopaminérgicas de las neuronas de la substancia negra pctrs compacía y serotoninérgicas

de las neuronas del núcleo rafe dorsal (Wilson, 1990),

En el neoestriado el 95% de la población neuronal está formado por las células de

proyección o espinosas medianas (Di Fligia, 1976) Estas células presentan un soma cuyo

diámetro es de 12-20 u,m, del cual surgen de 4-5 dendritas primarias que presentan un gran

número de espinas Su axón surge del soma o del tronco de una dendrita proximal y emite varias

colaterales las cuales se arborizan profusamente antes de dejar la vecindad del soma Dicha

arborización permite a las células de proyección participar en interacciones de circuitos locales

dentro del estriado (Park et al 1980) Estas células sintetizan y liberan el ácido y-amino butírico

(GABA) como neurotransmisor (Ribak et al 1979, Fisher et ai 1986), además coexpresan un

número de péptidos neuroactivos tales como la substancia P, encefalinas, dinorfinas y

neurotensrnas No todos estos péptidos se encuentran en cada célula, sino que son contenidos en

subgrupos particulares de neuronas espinosas medianas En una neurona individual el GABA

coexiste con substancia P o encefalinas y/o dinorfinas La coexistencia del GABA con un péptído

dado está en correlación con su sitio blanco, asi las neuronas que contienen substancia P

proyectan al globo pálido interno y substancia negra peas reticulata formando la vía directa, la

cual entonces proyecta aí tálamo Por otro lado, las neuronas que presentan encefalinas proyectan

al globo pálido externo formando la vía indirecta, entonces este núcleo proyecta al núcleo

subtalámico (fig 4)

Además de las neuronas espinosas medianas existen cuando menos tres clases de

interneuronas, las cuales se diferencian con base en sus características morfológicas y fisiológicas

(Kawaguchi, 1992, 1995) (fig 5)

Las interneuronas de la primera clase (células de disparo rápido), disparan potenciales de

acción con un postpotencial hiper polarizante de corta duración A potenciales despolarizados

muestran un disparo repetitivo inducido por activación sináptica Estas células son

inmunoieactivas a parvoalbúmina (Cowan et al 1990; Kita et al 1990) Estas células además son

gubdivididas en dos tipos morfológicos, !as que presentan campos dendríticos locales y las que
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tienen campos dendríticos extendidos Los axones de ambos tipos tienen colateralización densa

dentro y cerca de sus campos dendríticos (fig 5)

Las células de la segunda clase se caracterizan por ser inmunoreactivas a la NADPH

diaforasa (Vincent et al 1983) y a la óxido nítrico sintetasa, enzima involucrada en la síntesis del

óxido nítrico (Dawson et al 1991) Además, se conoce que estas células sintetizan somatostatina

y neuropéptido "Y" Estas neuronas presentan un diámetro de 12-25 (im y representan del 1-2%

de la población total Se ha demostrado que reciben entradas sinápticas corticales directas

(Kawaguchi et al, 1995) Estas células disparan espigas despolarizantes dependientes de sodio

persistente y de corrientes de calcio de bajo umbral "T" a potenciales hiper polar izados (fig 5)

La tercera clase incluye células de gran tamaño (30 iam), con postpotenciales

hiperpolarizantes de larga duración y tuerte rectificación hiperpoíarízante (Wilson et al 1990;

Jiang y North 1991, Kawaguchi 1992) Estas células son colinérgicas dado que presentan

inmunoreactivad a la enzima acetilcolina transferasa (Bolam et al 1984, Phelps et al.. 1985) (fig.

5)

En el neoestriado, excepto las colinérgicas todos los demás tipos de intemeuronas son

GABAérgicas y presentan alta inmunoreactividad a la glutamato descarboxílasa (GAD), enzima

involucrada en la síntesis de este neurotransmisor

Se ha reportado que el neoestriado tiene una estructura modular, presenta islas

químicamente diferentes llamadas "parches o estiiosomas", embebidos en la matriz (Graybiel,

1990; Gerfen, 1989, 1992) Estas dos estructuras tienen diferentes sistemas de entrada y salida Se

cree que las células de diferentes regiones de la corteza proyectan a la matriz y a los parches,

mientras que algunas a uno u otro compartimiento Muchas de las proyecciones corticales al

estriado que llevan información sensorial y locomotora, terminan en la matriz, la cual proyecta al

globo pálido y a la substancia negra pars reticulata, Las proyecciones límbicas terminan en los

estriosomas, entonces las células espinosas proyectan a las neuronas dopaminéigicas de la

substancia negra pars compacta Además las células de estos módulos no se conectan

directamente, de esta manera las intemeuronas son los candidatos para establecer las interacciones

entre los compartimientos

Otras interacciones inhibitorias intraestriatales en el neoestriado incluyen las conexiones

laterales y recurrentes de las células de proyección Esta inhibición es solamente activada cuando

las células de proyección disparan, produciendo inhibición de las células aledañas (inhibición

lateral; Park et al 1980) 11



La actividad espontánea de las neuronas de proyección registradas "in vivo" se caracteriza

por episodios de hiperpolarización mantenidos seguida por episodios de despolarización

subumbral del cual pueden surgir potenciales de acción (Wilson, 1990, Wilson y Groves, 1980)

En registros de fijación de corriente "in vitro", se ha observado que ía aplicación de pulsos

despolarizantes de baja intensidad genera una rampa despolarizante con una duración de cientos

de rnilisegundos, en la cual al final se observa el disparo de un potencial de acción (Bargas et al

1989, Surmeier et al 1992) Cuando se aumenta la amplitud de los pulsos de voltaje se

inciementa la frecuencia de disparo (Pineda et al 1992) Dicha frecuencia es regulada por el

postpotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue al potencial de acción, que en estas células se

caracteriza por presentar una fase tapida que dura unos cuantos rnilisegundos, generado por la

activación de canales de potasio de alta conductancia (BK) Durante el potencial de acción estos

canales se activan y repolarizan rápidamente la membrana, llevándola a potenciales más negativos

que eí potencial umbral La fase lenta del postpotencial es generada por los canales de potasio

dependientes de calcio de baja conductancia (SK) (Pineda et a l , 1992) Este tiene una duración de

cientos de milisegundos y su curso temporal es e! que determina el patrón de disparo, asi como la

adaptación de la frecuencia de disparo..

El PPH es blanco de múltiples tipos de neuromoduladores que regulan la frecuencia y el

patrón de disparo neuronal

Fig 5A Morfología y fisiología de la neurona espinosa mediana de proyección del neoestriado A la
izquierda se muestra una reconstrucción del soma y dendritas proximales A la derecha se muestra el
patrón de disparo de la célula en respuesta a diferentes intensidades de estimulación (Tomado de
Flores-Hernández et al 1994)
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Fig 5B Interneuionas neoesttiatales A Internémonos inmunoieactivas a parvoalbúmina, se han subdividido
en 2 clases morfológicas con diferentes campos dendríticos, muestran disparo repetitivo inducido por
activación sináptica a potenciales despolarizados B Intemeuronas somatostatinérgicas, muestran espigas
de bajo umbral dependientes de calcio a potenciales hiperpolarizados C Intemeuronas colinérgicas
presentan diámetros de 30 um Estas células muestran un postpotencial hipeipoíarizante muy largo después
de un potencial de acción (Tomado de Kawaguchi 1995)

13



CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE CALCIO

El cambio en la concentración intracelular de calcio es un mecanismo de señalización que

está acoplado a cambios en el potencial de membrana Estas señales son integradas por una

familia de canales de potasio activados por calcio, cuya probabilidad de apertura es incrementada

poi la elevación del calcio intracelular, produciendo así la hiperpolarizacíón de la membrana La

actividad de estos canales esta implicada en muchos procesos fisiológicos incluyendo la

neurosecreción, la forma del potencial de acción y la adaptación de la frecuencia de disparo Estos

canales difieren en su estructura primaria y exhiben diferentes conductancias y perfil

farmacológico Cada subtipo juega un papel específico en un proceso fisiológico particular Se

dividen en 3 subfamilias: BK, IK y SK

CANALES BK

Los canales de potasio dependientes de calcio de alta conductancia (BK), contribuyen a la

repolarización del potencial de acción (Lancaster y Nicholl 1987, Sah y MacLachlan 1991,

Christian 1994) y la fase rápida del PPH Presentan una conductancia muy alta (hasta 250 pS), se

activan por despolarización y por un incremento en la concentración de calcio intracelular1 (Sah,

1996) Estas propiedades explican su papel modulador de la actividad de íos canales de calcio

voltaje dependientes con los que coexisten (Robitaille et al, 1993; Wisgrida y Dryer 1994, Sah

1992, 1995, Davieset al 1996)

Estos canales son complejos de dos clases diferentes de subunidades, la subunidad a

foimadora del poro y una subunidad regulatoria (3 (García Calvo et al 1994)

La subunidad a es codificada poi un sólo gene con algunas variantes por procesamiento

alternativo lo que genera diversidad funcional (Adelman etal 1992, Tseng-Crank et al, 1994)

Estructura del Canal

La secuencia primaria de los diferentes canales BK de mamíferos es casi idéntica y

muestran un alto grado de homología en sus segmentos transmembranales (S1-S6), con los

miembros de la superfamilia de los canales de potasio sensibles a voltaje (Jan y Jan, 1997) La

homología de los aminoácidos cargados positivamente en el segmento S4 que forman parte del

sensor de voltaje es particularmente notable; además, el perfil de hídrofobicidad sugiere la

presencia de otros 5 segmentos hidrofóbícos, uno dentro del segmento amino terminal y los otros

4 en el carboxilo terminal (Meera et al, 1997) Se ha mostrado, que el segmento SO del amino

terminal de la subunidad a es transmembranal, y el resto de los residuos del amino terminal están

14



fuera de la célula (Meeia et al, 19997) Los otros 4 segmentos S7-S10, probablemente son

citosólicos (fig 6)

Se ha reportado, que el calcio aplicado internamente cambia la probabilidad de apertura

asociada al voltaje y la relación carga voltaje a potenciales más despolarizados (Cox et al, 1997)

Por otro lado, se ha sugerido que una región de 28 aminoácidos, con una gran cantidad de

aminoácidos cargados negativamente, principalmente aspartato, entre los segmentos S9 y S10

puede unir calcio y participar en la activación Esta región es altamente selectiva para calcio, pero

se ha propuesto que deben existir otras regiones que unen calcio, que probablemente contribuyan

en la activación por calcio (Schreiber y Salkoff, 1997)

La subunidad P se ha propuesto que atraviesa la membrana 2 veces, presentando su

amino y carboxilo terminal en e! citoplasma La coexpresión de la subunidad (3 con la a afecta la

sensibilidad al calcio, produciendo un cambio negativo en el intervalo de activación Además, la

subunidad |3 afecta la unión de caribdotoxina al canal (Hanner, et al 1997) Aunque muchos

canales BK presentan ambas subunidades, parece que las P no forman obligatoriamente paite de

todos los canales (Hanner, et al 1997, McManus et al 1995, Tanaka et al 1997)

La secuencia primaria de la subunidad a muestra posibles sitios de fosforilación (Toro et

al,, 1998) La actividad de estos canales puede ser aumentada o disminuida por proteínas cinasas

(Reinhart et al, 1995), (fig 6)

poro

extracelular

Sensor de
calcio

Fig. 6 Modelo estructural del canal de potasio dependiente de calcio de alta conductancia (BK) La
subunidad a formadora del poro y la |3 reguladora El sensor de calcio se ha propuesto que se encuentra
entre el segmento S9 y S10 (Modificado de Coxetal, 1997)
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CANALES SK

Los canales de potasio dependientes de calcio de baja conductancia (SK) juegan un papel

fundamental en todas las células excitables ya que participan en la generación del postpotencial

hiperpolarizante lento (PPH), regulando la adaptación y la frecuencia de disparo neuronal Estos

canales son insensibles al voltaje y son activados por un incremento en las concentraciones

intracelulares de calcio La activación de estos canales causa la hipeipoiaiización de la membrana,

inhibiendo el disparo de las células Presentan una estructura molecular similar a la de los canales

dependientes de voltaje y a los BK (Kóhler et al 1996)

Los canales SK pueden ser1 clasificados con base en su sensibilidad a la toxina del veneno

de la abeja, apamina Uno de los canales clonados SK2 es altamente sensible a apamina, siendo

bloqueados a una concentración media máxima de 60 pM, mientras que los canales SKI no son

afectados por 100 nM de apamina (Kóhler et al 1996) Por otro lado, los canales SK3 presentan

una sensibilidad intermedia de 1 nM La sensibilidad a apamina es mediada por 2 residuos,

aspartato y asparagina, que se encuentran en lados opuestos en la región formadora del poro

(Ishii, 1997)

Los canales sensibles a apamina presentan una conductancia que va de 4-14 pS y se

encuentran en prácticamente todo el SNC, mientras que los insensibles a apamina son expresados

en muy pocos tipos neuronales y tienen una conductancia de 18 pS (Lancaster et al 1991)

Los canales SK son activados por concentraciones submicromolares de calcio intraceiular

Se ha determinado que los canales SK sensibles a apamina requieren de una concentración media

máxima de 400 a 800 nM de calcio para su activación, mientras que en los insensibles a apamina

va de 600 a 700 nM (Kóhler et al 1996) Además, se ha sugerido que se requiere la unión al canal

de más de un sólo ion calcio para su activación y que el sensor de calcio es una molécula de

calmodulina asociada al canal y que dicha unión puede ser cooperativa al pegar 2 calcios

Estructura del Canal

Las subunidades del canal SK presentan 6 dominios transmembíanales con el amino y

carboxilo terminal citoplásmicos, los cuales presentan un gran número de sitios de fosforilación

La mayor homología que presentan con otros canales de potasio está en la región formadora del

poro, entre los segmentos transmembranales 5 y 6 (Heginbotham et al.., 1994) Interesantemente

este canal no presenta sensibilidad al voltaje para su activación (Kóhler et al 1996, Lancaster et

al 1991), aunque su 4o segmento transmembr anal contiene varios residuos cargados

positivamente, como los encontrados en los canales sensibles al voltaje (Jan y Jan, 1989), fig.7, 16



NH

extra celular

Dominio de unión
a calmoduüna

COO-

Fig. 7. Estructura molecular de los canales SK Estos canales presentan una topología similar a la de otras
familias de canales de potasio, con seis dominios transmembi-anales y la región formadoia del poro entre
los segmentos S5 y Só No existe un dominio de unión a calcio, pero los canales SK presentan calmodulina
unida constitutivamente en la región caiboxilo terminal, que funciona como un sensor de calcio

CANALES HÍ

Este grupo de canales es muy diverso, con una gran variabilidad en sus propiedades

farmacológicas y electrofisioíógicas Son insensibles al voltaje, presentan una conductancia entre

25 y 135 pS y su sensibilidad al calcio es mayor a la mostrada por los canales BK, pero menor a la

observada para los canales SK Se ha estudiado su perfil farmacológico y se ha encontrado que

son sensibles a caribdotoxina, clotrimazola y TEA, pero son insensibles a aparaina e iberiotoxma

(Latorre et al.., 1989; Isfaii et al , 1997; Joiner et a l , 1997); sin embargo, como es un grupo

altamente heterogéneo no se conocen bloqueadores específicos

En las neuronas de proyección del neoestriado, las comentes de potasio activadas por

calcio son preferencialmente activadas por calcio que entra a las células a través de canales de

calcio voltaje dependientes, particularmente los N y Q El bloqueo de estos canales con toxinas

específicas reduce significativamente el PPH en estas células (Vilchis et al.., 2000)

CANALES DE CALCIO

Los canales que median el influjo de calcio en respuesta a la despolarizad ón de la

membrana son miembros de un supeifamiiia de genes de canales iónicos Diversos estudios

eíectrofisiológicos lian revelado diferentes corrientes de calcio denominadas tipo L, ti, P/Q, R y T
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Las corrientes de calcio tipo L (a ls D c F), se caracterizan por su activación a voltajes altos,

por' su lenta inactivación voltaje y calcio-dependiente, por su marcada regulación por fosforilación

e inhibición específica por diferentes drogas antagonistas tales como las dihidropir ¡dinas,

fenilalquüaminas y benzotiazepinas (Reuter 1983) Estas corrientes participan en la liberación de

hormonas en las células endocrinas, en la regulación de expresión de genes y en la integración de

las entradas sinápticas en las neuronas (Bean 1989)

Las corrientes tipo N (a1B), se distinguen por su dependencia al voltaje intermedia, y más

rápida inactivación (Nowycky et al 1985) Son bloqueadas por el péptído de un caracol marino,

la co-Conotoxina GVIA (McCIeskey et al 1987, Tsien et al 1988)

Las comentes tipo P frieron primero registradas en las células de Purldnje (Llinás et al

1989) y se distinguen por su alta sensibilidad a la toxina de araña o>-Agatoxina IVA (Mintz et al

1992) Las corrientes tipo Q se registraron inicialmente en neuronas granulosas de cerebelo

(Randall y Tsien, 1995) y son bloqueadas por la misma toxina que las P pero con menor afinidad

Ambos canales provienen del mismo gene (a]A)

Las corrientes tipo R (aIE) son resistentes a los tipos de bloqueadores orgánicos y a las

toxinas bloqueadoras de los otros canales de calcio (Randall y Tsien 1995), y existen múltiples

subtipos (Tottene et al 1996)

Las corrientes tipo T se activan a potenciales más negativos, se inactivan rápidamente y

son sensibles a níquel (Caibone y Lux 1984, Nowycky et al 1985)

Este perfil farmacológico es el principal método utilizado para distinguir entre los

diferentes tipos de corrientes de calcio (tabla 2)

Estructura del canal

Los canales de calcio se han caracterizado bioquímicamente como proteínas complejas

compuestas de 4 ó 5 subunidades distintas (a, 3, a25 y y), las cuales son codificadas por múltiples

genes (fig 8).

La subunidad a l (de la que existen 10 isoformas diferentes) es una proteína de cerca de

2000 aminoácidos, organizada en 4 dominios repetidos (I a IV), cada uno de los cuales contiene 6

segmentos transmembr anales, y un asa asociada a membrana entre los segmentos S5 y Só, que

incorpora el poro de conducción (Tanabe et al 1993) Los segmentos S4 de cada dominio

homólogo sirven como un sensor de voltaje para su activación, moviéndose hacia fuera y rotando

bajo ía influencia del campo eléctrico, iniciando un cambio conformacional que abie el poro Los

segmentos S5 y S6 y el asa que los une forman el poro y contienen dos glutamatos en cada 18



dominio, que se requieren para la selectividad al calcio El poro interno es delineado por el

segmento S6, el cual forma el sitio receptor para los antagonistas de los canales (Catterall 1995)

Adicionalmente esta subunidad contiene sitios de regulación por segundos mensajeros

La subunidad P intraceluíar, de la cual se han identificado 4 genes diferentes (Pérez-Reyes

y Schneider, 1995), modula la cinética de activación e inactivación del canal (Hoffman et al

1994), así la asociación con diferentes subunidades 3 puede alterar la función de una subunidad a

de maneta substancial (tabla 2)

La subunidad ct2 es una proteína extrínseca que tiene muchos sitios de glucosilación y

vaiias secuencias hidiofóbicas (Elíis et al ,1988), está unida a través de enlaces disulfuro a la

subunidad 5 (Gurnett et al 1996). La subunidad 5 se sintetiza a partir del mismo gene que a2 y la

forma madura de estas dos subunidades es producida por procesamiento proteolítrco

post-traduccional (De Jongh et al 1990, Jay 1991) Se han identificado los genes que codifican

para 4 isoformas dei complejo a26 (Kíugbauer et al 1999), sin embargo, las diferentes isoformas

tienen relativamente poco efecto sobre !a dependencia al voltaje y la expresión del canal

Por otro lado se conocen 1 subunidades y diferentes, estas son glucoproteínas de 4

segmentos transmembranales (Jay et al 1990), que tienen un efecto pequeño, pero significativo

sobre la dependencia al voltaje del canal (Letts et al, 1998) Aunque estas subunidades auxiliares

modulan las propiedades del canal, la mayor diversidad farmacológica y electrofiosioiógica de los

canales de calcio surge de la existencia de múltiples formas de la subunidad a l

Fig 8A Estructura del canal de calcio (Cavl) purificado de músculo esquelético (Tomado de Caterail,

2000) 19



Fig 8B Modelo de la estructura tridimensional de un canal de calcio tipo L, de músculo esquelético de
conejo (Tomado de Randaíl y Bcnham 1999)

Clasificación de los canales de calcio

Recientemente los canales de calcio se han reclasifícado con base en la homología de las

diferentes subunidades a l que los conforman Se han dividido en 3 familias estructural y

funcionalmente relacionadas: la Cavl que comprende a los canales de calcio tipo L, formados por

las subunidades a1SJ, a l c , a ] D y alFJ; la Cav2 con las subunidades a1A paia los canales P/Q; la

a1B para ios N y la cc]E para los R y Cav3 con las subunidades ct1G> a1H y a n para los canales tipo

T (tabla 2 ) (Ertel et al 2000, Stotz y Zamponi 2001)

La secuencia de aminoácidos completa de las subunidades dentro de una familia presenta

más de un 70% de identidad, mientras que entre familias es menor a un 40%, aunque la subunidad

a l de los canales tipo T presenta menos de un 25% de identidad (Pérez-Reyes et al, 1998)

La diversidad en la estructura y función de los canales de calcio es substancialmente

aumentada por múltiples subunidades |3 de las que se han identificado 4 genes, cada uno de los
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cuales puede producir isoformas adicionales por procesamiento alternativo (Pérez-Reyes y

Schneider, 1995)

Las diferencias estructurales entre las 3 clases de subunidad a í , se reflejan en diferencias

marcadas en su regulación La familia de canales Cavl es regulada * principalmente por

fosforilación a través de cinasas y fosfatasas activadas por segundos mensajeros En contraste la

familia Cav2 es regulada poi unión directa de proteínas G (Hille 1994, Ikeda y Dunlap 1999,

Jones y Elmslie 1997) y proteínas SNARE (Stanley y Mirotznik 1997) Por otro lado, la inhibición

de estos canales por proteínas G puede ser revertida por fosforilación mediada por proteína cinasa

C (Swartz 1993, Zamponi et al 1997) Se conoce poco de la regulación de la familia Cav3 por

fosforilación (Catteralí 2000)

Canal

P

Q

N

R

L

T

Clasificación
con base en la
subunidad a

a lA

alA

a lB

a lE

alC

a ID

a l F

a lS

a lG

alH

a l l

Clasificación
Numérica

Cav2.1

Cav2,.l

Cav2 3

Cav1..2

Cavl 3

Cayl 4

Cavl..l

C a v l l

Cav3 2

Cav3 3

Perfil de
inactiva-
ción

muy lenta
(x 2 seg)

lenta
(T 1 seg)

rápida
(t 50-80

ms)

lápida
(Xj 57..5ms,

x2211ms)

muy lenta
(x 1.5 seg)

muy rápida
(x 20-50

ms)

Farmacología

a-AgaTx-TK

íü-AgaTx-TK

co-CgTx GVIA

SNX-482

dihídiopiridina

no hay
bloqueadores
específicos

Subtipo de
subunidad P

31b

P2a

P3

[34

Efectos sobre
la inactiva-
ción

La acelera

La enlentece

La acelera

La enlentece

Tabla 2 Clasificación de las subunidades a de los canales de calcio y los efectos de la coexpresión
con subunidades [3 (tomado de Stotz y Zamponi, 2001)
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PLANTEAMIENTO

La somatostatina (SOM) es sintetizada y liberada en el neoestriado por intemeuronas,

asimismo se han descrito sitios de unión específicos para SOM en este núcleo (Reubi 1981,

Srikant y Patel, 1981) Además, se ha demostrado que este péptido modula la liberación de

dopamina (Chesselet y Reisine 1983, Epeíbaum, 1986, Raynor y Reisine 1992) y GABA en el

estriado (Meyer, 1989) La regulación de la liberación de los neurotransmisores puede ser el

resultado de la modulación de diferentes conductancias, por lo que los objetivos del presente

trabajo fueron:

OBJETIVOS

1 Identificar si la SOM modula conductancias de calcio en estas neuronas

2 Conocer el papel modulador de la SOM sobre las comentes de potasio dependientes de

calcio en neuronas espinosas medianas del neoestiiado

3 Definir si esta modulación se correlaciona con algunas propiedades de disparo de las

células espinosas
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MÉTODO

Para llevar a cabo los experimentos se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 100-120 g, las

cuales se decapitaron y se aisló el cerebro Posteriormente se obtuvieron rebanadas sagitales de

400 jim de espesor, las cuales se incubaron durante I hora en una solución salina de bicarbonato a

un pH 7 4, con una composición en (raM): 125 NaCl, 3 KCÍ, 1 MgCl2 2 CaCl2, 26 NaHCO3, 10

de glucosa, 0 2 tiourea, 0 2 ácido ascórbico, oxigenados con una mezcla de 95% de O2 y 5% de

CO2

Posteriormente se disecaron los núcleos y se incubaron en la misma solución salina con

Pronasa E (1 mg/ml), durante 20 min a 32°C Después se realizó una disociación mecánica con

pipetas Pasteur de diferentes diámetros, con una solución salina de una composición (en mM).

140 NaCl, 3 KCÍ, 2 MgCI2, 0 5 de CaCl31 10 de HEPES, 10 de glucosa a un pH de 7 4 y una

osmolandad de 300 ± 5 mOsm

La suspensión de células se incubó 10 minutos en una caja petri de 35 mm de diámetro

con la solución salina similar a la descrita anteriormente, pero con 2 mM de calcio, para que las

neuronas queden fijas a la base

Corrientes de potasio

Las neuronas de 12-18 um de diámetro se registraron mediante la técnica de fijación de

voltaje en la configuración de célula entera con electrodos de borosilicato de una resistencia de

3-6 MQ, con una solución interna de fosfatos de composición (en mM): 115 KHjP04, 2 MgCl2,

10 HEPES, 0 5 EGTA, 0 1 Leupeptina, 2 MgATP, 0 2 NaGTP, a un pH de 7 2 con una

osmolandad de 270 ± 5 mOsm

Para conocer los efectos de la SOM sobre las comentes persistentes de potasio

dependientes de calcio, se utilizó un protocolo de estimulación en ei que se dio un pulso de voltaje

que va de -80 mV a 0 mV, con una duración de 30 ms, con un potencial de mantenimiento de -90

mV, siempre en presencia de 4-aminopiridina a una concentración de 3 mM, con el objetivo de

eliminar la corriente saliente transitoria Con el fin de conocer cuales canales de potasio

dependientes de calcio son modulados por la SOM se llevaron a cabo experimentos de oclusión

con los bloqueadores específicos para estos canales, tales como la caribdotoxina (10 nM), la

iberiotoxina (10 nM) y el tetraetüamonio (TEA, 1 mM), para bloquear los canales BK y 200 nM

de apamina para bloquear los canales tipo SK
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Corrientes de Calcio

Para registrar las corrientes de calcio se utilizó BaCl2 (5 mM) como acarreador de carga, y

la solución interna contenía (en mM)' 10 etilenglicol-bÍs-(P-aminoetil éter) ácido N,N'-tetr acético

(EGTA), 140 N-metii-D-glucamina, 4 MgCl2, 40 HEPES, 2 ATP, 0 4 GTP y 0 1 leupeptina pH

7.2 con HjSO^ con una osmolaridad de 270 ±5 mOsm

La modulación de la SOM (I iiM) sobre las corrientes entrantes se probó usando

comandos de voltaje de 10 mV desde -60 a 50 mV con una duración de 30 ms cada 5 s a un

potencial de mantenimiento de -80 mV a partir de las cuales se generaron curvas corriente-voltaje

Asimismo, se usaron rampas de voltaje de -80 a +50 mV al mismo potencial de mantenimiento

Para conocer cuál o cuales canales de calcio son modulados por la SOM se usaron bloqueadores

específicos para los diferentes canales de calcio, tales como nitrendipina a una concentración de 5

LJM para bloquear los canales L, la (o-Agatoxina-TK a una concentración de 400 nM para

bloquear los canales tipo P/Q y la ©-Conotoxina GVIA paia bloquear los N.

Registros Intracelulares:

Los registros intiacelulaies se hicieron en rebanadas sagitales de cerebro de 400 iim de

espesor usando electrodos de 80-120 MQ de resistencia, llenados con acetato de potasio Los

registros fueron obtenidos con un electrómetro de alta impedancia (Neurodata, Ins Co NY) con

un circuito activo usando técnicas estándar El potencial de membrana de la célula fue de -80 mV

y la resistencia de entrada fue de alrededor de 40 Mil Una inyección de corriente a un potencial

de mantenimiento de -60 mV, fue dado para generar el postpotencial hiperpolarizante (PPH),

después de un sólo potencial de acción Los registros fueron digitalizados , capturados sobre

cintas VHS y analizados con un osciloscopio digital y un software diseñado en el ambiente

LabView (National Inst TX) La amplitud del pico del PPH fue comparado antes y después de la

aplicación de una toxina o droga dada Los resultados son expresados como un porcentaje del

control..

Los datos son presentados como la media ± error estándar de la media Los efectos de las

drogas y toxinas fueron comparadas en las mismas células Las diferencias entre las muestras

fueron comparadas con ia prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
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SOMATOSTATIN MODULATES Ca2+ CURRENTS IN NEOSTRIATAL
NEURONS

C V1LCHIS. J. B A R G A S , ! PEREZ-ROSELLO, H. SALGADO and E GALARRAGA*

Depanamento de Biofísica, Instituto de Fisiología Celular, UNAM, PO Boi 70-253, Méjico CiLy, DF. 04510, México

Abstrae!—Somatostatin is synthesized and released by aspiny ¡nterneurons of the neostnatutn This work investígales the
actions of somatostatin on rat neostriatal neurons of médium sis¡ (ca 6 pF).. Somatostatin (1 uM) reduces both calcium
action poteotials (20 mM telraethylammontiun) by ca 24% and calcium currents by ca 35%, in all cells tested This
actbn was produced ¡n the prcsence of ictrodotoxb and ío dissociated ceüs and was blocked by cyclo{-7-amÍnohep!a-
noyl-phc-d-try-lys-O-benzyl-thr) acétate (CPP-1), a somalostatin receptor antagonist Except for nitrendipinc {5 JiM),
scveral calcium channe] antagonists, 1 pM (a-conotoxin GVIA, JOO nM ovagatoíin TK, and 1 uM M-conoioxin MVilC,
partially occluded somatostatin action, According to the calcium chanfle! lypcs known lo be blocked by tríese antago-
nista, P/Q-type channels appeared to be the channels maínly modulatsd by somatostatía, í'oflowed by N-lypc channels.
Since these channel types genérate (he afterhyperpolarizing potcntial ¡c spiny ncurons, wc iavesi^alcd the aciion of
somatostatin on this evcot, Somalostalin reduces the amplitude of the añerhypeipolarizing polential by ca. 39% This
•aclion is occluded by (o-agatrnun TK. and (o-conotoxin MV11C but not by (u-conotoxin GVIA or nicardipine Thus, the
action of somatostatin on the afterhyperpoIarKing potential ís niainly medíated by P/Q-type calcium channels The block.
of the sloiv aTterhyperpolarízing potential made most neurons exhibil an irregular firing mode, suggesting that ion
cúrrenla other than calcium may also be affected by somatostatin

We conclude that somatostalin exerts a dírect postsynaptic cílcct oa ceoslriata! ncuroas vía (he activation oi somato-
statín receptors. This action affeets non-L-type calcium channels and Ihcrelbrc modiücs Ihc aftcrhypcrpolarkiüg potentiai
and (he firing paltern. It is proposed that somatostatin and its analogues may have profound effectí on the motor
fiinclions controHed by the basal ganglia © 2002 1BRO Published by Elsevier Science Ltd. All righls reserved

Kty nord.. somaloslalin, calcium currenls, neoslrialum, a/lerhyperpolarization, firing panera, P/Q-lype channels, u!-agalr>xin
TKL

Tbe peptide somatostatin-!4 (SOM) ¡s an important
inhibitor oí' hormone secreción in the endocrine system
(Epelbaum et al, 1994) SOM also acts as neuromodu-
lator iü the brain, wherc it inhibits ncurooal activity and
niodulates transmittci reléase by both potentiating potas-
sium cunents and reduciog calcium cutreots (Lewis et
a!, 1986; L.uini et a i , 1986; Mihara et al., 1987; looue
et al.., 1988; Ikeda and Schofield, 1989; Wang et al.,
1989; (990; Dcyer et a l , 1991; Iwery et al.., 1991;
White et al., 1991; Schweitzet et a l , 1993; Mctioey ct
al., 1994; Ishibashi and Akaike, 1995) Actioos on potas-
sium currents hyperpolarize cells aod reduce firing rate.
Actions on calcium cutrents have been linked to inhibi-
tion of hormone and iransmitter reléase (Roseotba! et
al , 1988; Ishibasbi and Akaike, 1995) L- and non-L-

•Corresponding author le!.: +52-5-622-5621; íax: +52-5-622-S60T.
Bmoií uddress cealarra@ifisiol.unam.mx (E Oaiarrafia).
Ábbrevialwni. <o-A£Tx TK, <i>-aga(Osin TK; AHP, aflerhyporpohr-

iang poieniial; ANOVA, analysis of variance; to-CgTx GVIA,
(u-conotcwin GVIA; CPP-l, cyclo(-7-aniinoheplanoyl-phe-d-lry-
lys-0 benzyHhr) acétate; (Ü-QX MVHC, d>conoLl>xin MVÜC;
DMSO, dimelhylsulfojiídc; EGTA, cihylenc fjlycol-bis-<p-amino-
elhylelher)-Ar,,V,iV,^'-ieiraaceücacid;GHK,Gc-ldmann-Hodg-
kin-Kalz; HEPES, ^2-hydroxyethyl)piperazine-íV-2(eÜiane-
sulfonic acid); NS nol significanl; SOM, somflloslalin-14;
TEA, idraeihylaminonium; TTX, icirodoioiin.

type calcium currents have beeo reported to be decreased
by SOM (Roseothal et al., 1988; Golard and
Stegetbaum, 199.3; lallcot ct al., 1996; Viana and
Hille, 1996; Akopian et a l , 2000)

SOM is fbund in the nsostriatum in high conceotra-
tions (Sperk and Widman, 1984) It is synthesized in
rosdium-sizecí aspiny interneurons (Di Figlia and Aronin,
1982; Chesselet and Graybiel, (982; Gaiarraga et a l ,
199.3) It acts via five disiicct receptor subtypes All of
them have been eloned (Hoyer ct al., 1995; Reisioe and
Bell, 1995) and might be preseni in the neostriaturn
(Martin et a l , 1991)..

Endogenous SOM modulares GABA reléase ia the
neostriatum (Meyer et a l , 1989) If tbis action oceurs
through a dírect action oa spíüy oeutons, it may have
a role in regulating motor functions (Aronio et al., 1983)
Howeveí, direct actions oí SOM on neostriatal neurons
remain to be investigated

The most reproducidle effect of SOM ia other neuioos
is a reduction in calcium cunents (Lewis et al, 1986;
Luini.et a l , 1986; Roseathal ct a l , 1988; Ikeda and
Schofield, 1989; Wang et a l , 1990; Dryer et a!, 1991;
White et a l , 1991; Golard and Siegelbaum, 1993;
Meriney et al.., 1994; ishibasbi aad Akaike, 1995; laücnt
et a l , 1996; Viana and Hille, 1996) íhercfóre, these are
the cutrents that we first investigated There are sevetal
types of calcium cbannels in neostriatal neurons (Bargas
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et a l . 1994; Foehring et al , 2000) where they have differ-
eiat roles (Galarraga et a l , 1989) N- and P/Q-type chao-
neis are essential to actívale the aftcrhypcrpolarizing
poten tial (AHP) thai regulates the firing panera (Pineda
et al., 1992; Bargas et a l , 1999; Vilchis ct a l , 2000a).
Slow sustaincd depolarizations sensitivc to dihydropyri-
dioes and calciseptine maintain firing evoked by a brief
stimuli at depolarized membrane poteottals (Hcrnández-
López et al., 1997; Hcroández-L.ópcz et al... 2000).
Henee, the present study investígales whether SOM-14
modulates some of these calcium currents.. These results
have been partially presented in abstract fbrm (Vilchis et
al., 2000b).

EXPEKIMElvm PROCEDIJRES

Preparalion

firain slices and acutely dissociaied neurons were obtained as
described in previous work (Hernández-López et a!, 1997;
Vilchis el a l , 2000a,l>) In brief, adult Wislar rals from our
Animal Housc wcre dceply anesthetizcd with ether and thcír
brains removed into ice-cold saline. All procedures werc
approved by the institulional animal care committee which con-
forms to N1H guidelines on the ethical use of anunals (N1H
publication No. SO, 23. revised 1978) Sagittal braia slices 350
Jim thick were cut on a vibíatomc and placed for ] h at room
temperature into saline containing {in mM|: 120 NaO, 3 KCI,
25 NaHCOj, 2 CaCb, 1 MgCl¡, 11 glucose, and0.1% of ascor-
bic acid (25°C; pH=7,4 wilh NaOH, 298 ± 5 mOsm/l with glu-
cose; saturaied with 95% CO- and 5% Oj).. Thereafter, slices
were transferred to a recording chatnber or used te obtain dis-
sociated cells.. in the second case, the dorsal neostrialum was
dissected and then returned into the above saline now contain-
ing 1 mg/ml of pronase £ type XIV (Sigma; St Louis, MO.
USA) at 32°C Afler about 20 min of digestión, Ihe slices
wcre removed inlo a low Ca2+ (0.4 mM CaQ : ) saline and
riased. Süces werc then mechanically dissaciated wilh a graded
series of fired polished Paslcur pipettes. The celi suspensión
(2 mi) was plated icto a Petri dish mouoted oa ihe stage of
aniavettedmicroscopccontaiaingl mi oílhc waok-cell record-
ing saline (in mM): 0.001 letrodotoxin ( I7X) , 130 NaCI, 3 KCI,
5 Bad : , 2 MgCfc, 10 HEPES and 10 glucose (pH =7 4 with
NaOH; 300 niOsm/1 wilh glucosc) After 10 min the cells
began to be supetfused at about 1 ml/min with saltee of the
same composition.. Neurons adhered to the bottam of the dish
within 10 min

Intiacetlulur recordings

lntracellular recardings were pertoxtned with sharp electrodes
filled with biocytin (Sigma, 1-2%) and 3 M K-acetaie. Electrode
D C resistances ranged from 80 to 120 M í ! Conventíonal
intraccUular techniqucs used a high inpul impedance electro-
metes with an active bridge circuíi Stímulation consisted aí
iatracellular injectíona of constant current steps that, once
chosen, were maintained during test observatíons. For cxample,
brief {15 ñu) intracellular curreot injections were used to cvoke
the AHP after a single actioo potóntial {Pineda et a l , 1992) In
order lo sec a hyperpolarízing AHP, stímulus was given at a
holding potential of - 6 0 mV (Pineda et al., 1995; Hernández-
López ct al., 1996), by adjusting constant current, The stímulus
was of threshold intcnsity.. The spike and the AHP were eüdted
afler the end of the stímulating current so tliat the dccicode was
not passing current wcen recording ihe AHP For clarily, AHP
figures oiüy show representalive traces with action potentials
clipped. Procedures were similar to compare repetitive firing

and calcium aclion potentials before and afler SOM ar toxins,
cxccpi that the duraüon of Ihe stimulus was longer Reeordings
were digitized, caplurcd on VHS tapes, and analyzed off-linc
wilh Ihe aid of software designed ¡n the laboralory ín the Lab-
View environment (National Instruments, TX, USA) Results
wece compared before and afler a given drug or tosin: e.g
AHP peak amplitudes, firing frequeney and duration of the
calcium spíke Results are expressed as percentage oí block
Bridge balance as well as recovery peri¡>ds (withoul D.C.. cur-
rent) were monilored between sample records. Afler recordbgs
some neurons were injeded wilh biocytin as prevktusly
described (Calarraga et a l , 1999). All neurons identified in the
present study were oiedium-siz^d spiny projeciioc neurons

íVhak-Celt recordingx

Voltage-clamp reeordings were performed on medium-sized
neostriatal neurons (6-12 fim; whole-cell capacitance=ifi-7
pf) with a few or none short dendritíc trunks Larger neurons
werc avoided on purpose since it is known that 6-7 pF disso-
ciated neurons overwhelmingly correspond to médium spiny
projectíon neurons (Yan and Surmeier, 1996) Patch pipettes
wcre pulled from borosilicate glass and iirc polished prior to
use The internal saline contained (in mM): 10 EGTA, 140 JV-
methyl-i>glucam¡ne, 4 MgCl:, 40 HEPES, 2 ATP, 0.4 GTP and
0.1 leupeptin (pH = 7 5 with H2SO,; 270 mOsm/1). Eleclcodc
D C . tcsistances wcre 3-5 M£l to Ihe bath. Liquid junction
potentials ( < 1 0 mV) were not corrected Rccordings were
obtained wilh an Axon Instruments (Foster City, CA, USA)
Axopatch-ID palch-clamp amplifier and conirolled aod xaoni-
tored with a PC 586 doce running pClamp {v 5) with a ¡25
kHz DMA interface (Axon Instruments) After seal rupture, ihe
series resistance {< 15 Mlí) was compeüsatcd (70%) and peri-
odically monitored. Whole-cell currenls rarcly cxceetled 1,0 nA,
thus, errors in voltage owing to inadequate compensalion
shodd not have exceeded a few millivolts Voltage control was
assessed after compensalion by examÍDíng Ihe reproduciiñlity of
current traces and tails Cells in which current traces wcre not
reproducible or wcre distorted, or with. tail currenls that did not
decay Smoollily, wcre discarded The time course of SOM
aclions used current responses to voltage commands to —10
mV from holding potentials of —80 mV for 30 ms every 5 s,
or else, used peak current measurements Irom the responses to
voltage ramps (see below). Cuirent-voliage rdations hcforc and
after SOM and/or calcium channel antagonists were peiformed
bolh wilh fixed voltage commands from —60 to 50 mV in 10 mV
steps and with curren! responses to votlage ramps frooi —80 lo
50 mV., Both meüiods coincide (see Fig 2) Most figures only
show represen tative responses to voltage ramps..

Materials

Drugs werc applied wíth a gravity-fed syslcm that positioned
a glass capillary 200 (im from the recorded celí in the direction
of superfusion fiow Soiution changes were performed wilh a
D.C-controlledmicrovalve system (Lee; Essex, CT, USA). Sub-
slances used were added to the superfusate from Ihawcd stock
solutions. SOM, somatostaiin-28 (Península Laboratories, San
Carlos, CA, USA), somatosiatin receptor antagonist cydo(-7-
aminoheptanoyl-phe-d-tiy-lys-O-bcnzyl-thT) acétate {CPP-1)
(1CN Biomedicals Research Products, Cosía Mesa, CA, USA)
Calcium channcls aniagonists: <o-conotoxin GV1A (oj-Cgr^
GV1A), «yagatoxin TK {to-AgTx TK), u-conotoxin MVUC
(o>-Ctx MVIÍQ all were obtained frorn Peptides Internationai
(Louisville, KY, USA). Nicardipine, nitrendipine, TTX and tet-
raethylammoniutn (TEA) were obtained from Sigraa Most
active siibstances were dissolved in water to get stock solutions
and added to the superfusate to give the final concectration
SOM and dihydropyrídines were prepared in dimethylsulfoxidc
(DMSO, 1%), ici which case control saline also contained
DMSO at the same final concentration.. Stock, solutions were
never older than a weck and they wrae kept at < —70^
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Analyüs

Activation functions were obtaíned as permeability plols by
ecieriag dala f'rom current-voltage relatioaships (£- V plots) into
the Goldmann-Hodgkin-Katz (GHK) constant field equaiiori
for curren! (Bargas et a l , 1994):

I iíV

where: P = pertneabi(ity in cm/s; / (currenI ampütude) and V
(voUagc commands) are takcn froen Ihc I-V plot,
[Ca2+]o = C\ternai cakium coceenIralion, [Ca :*l = interna] cal-
cium concentraron, z = vaience, F = Faraday's constant, ü=gas
constant and !T=absolnte temperatura in Kelvin degrees Per-
meability data were then normalized to a máxima I valué oí 1 0
Thereafier, Boltzmann functions of the form:

where: > = normalized pcnncabiliiy; P^voltagc; i^ = half acti-
valion voltage in mV and Vc = the slopc factor of the activation
plot in mV, were used to fit activation dala

Box plots (representing quartiles 1, 25, 75,99 and Ihe median)
were used when tcsting the aclion of the soenatostatin receptor
antagoniít CPP-1. For most trealed samples mean, median and
S E M are reported. Statistical icsts to assess a chauge in indi-
vidual trcaied samples are iüdieated in ¡he resiüts: Student's I-
test Mann-Whitney's [/-test or Wilcoxon's test were used
dependitig on the samples (paired or non-paired)

However, to tote ¡nto accouct sample lo sample variance,
analysis of variance (ANOVA) acd non-parametric (Kruskall-
Wal¿s) variance anatyás wcrc used lo scc if the dilícrences in the
percenlagu of SOM modulalion in the presence of various Ca3+

channel antagonists are significad To apnrosímate the amount
of SOM modulation for each type of Ca'H char.nd taken sep-
aratdy, wc GíSt took Ihc amount of Ca'+ curren! block by a
given antagonisl (nitrendipine, <o-CgTx GV1A and (U-AgTx TK)
as Ihe contribution of a given channel type to Ihe whole-cell
Ca2"1 curreot (cormaUzed lo 100%) Ihercafter, we compared
SOM modulation on Ca2* currenis in the presence oí differeru
Ca : + channel blockers and introduce ihc data ¡oto a systcm of
linear equatioos:

Ix, i- O*

í i + Nx3 = A

(3)

wbcre í , PQ, and A1 are the contribulions, in percentage, of each
chance! type to the whole-cell C a w current Note that 'PQ' does
not indícale a product but ihe conlribution of P/Q-type Ca3+

channels. The usual nomcnclature (ie 'P/Q-type') would indí-
cate a quotiect; which, perhaps, is more misleading. Also,
although nol necessary, coefiicienís equal to ^ero appear ¡n
each. equation This ¡s to sytnbolize a term which empha?izes
the biock of onc channel lypc for each equation Ihis channel
ijpe correspondí lo that present for Ihc same x in the other
equations of the syslem Thvs, one coefKáenl L, N or PQ is
replaced by zero when the conesponding antagonist has blocked
that channel type. x\-xj (x, < 1) are the unknowns, that is, the
valúes that multiply coefficiems i , N and PQ ¡n order to
account for SOM modulalion. In percentage, unknowns' valúes
resullcd in the ranges given at Ihe botlom of Table 1. A, B and
C represent the amount of cuirent left (in %) in respect to the
control after SOM roodulation; with one of the channel types
blocked The contribution of R-type channels has been sub-
traclcd ironi the syslem constants (A, B and C¡ since the
amouat of SOM modulation Upon Ihis channel type is the
only one Ihat is kuown dírcctly (aflet w-Ctx MV1IC plus nitren-
dipine) The idea is that SOM modulalion will be significanlly
less if a channe] type that is a preferred target for modulation
has becn ptcviously hlocked by its antagonist (see Tabie 1)
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Somatosiaün-l<t modulatet calcium conductunce

Figure 1A shows ihat I u\M SOM reduced tbe dura-
ción of Ca11 -mediated actíon potentials (Galarraga ci al.,
1989) induced with 20 mM IEA by (mean±SE.M)
24±9% (control = 193±1! ms vs. +SOM=t47±ll
ms; mcdians 188 vs. 144; n = 6; i*<0.03, Wilcoxon's
test) A similar modulation of 39±3% (Fig.. IB) was
observcd on thc Ca2' -mediated action potentials induced
in thc presence of 1 JIM T7X (n = 4).. SOM action in tbe
preseoce ot TTX suggests a direct postsynaptic effect. All
neurons identified after these expeiiments (n=5) were
médium spiny neuroos,

Wholc-celt voltage-clamp recordings were pctfórmed
on acutely dissociated ECOS tria tal neurons to investigate
SOM action on calcium currents.. figure 2A shows rep-
icscntativc whole-cell currents, carried by Ba' ' , through
Ca2 ' channels Ihcy were evoked by depolatizing volt-
age commands from —80 to 50 mV (bottom) in 10 mV
steps and recorded in control conditions (top) or in the

TEA {20 ntllj * TTX (1 ¡M¡

L

Fig. I. SOM reduces Ca ; i aclion polemials ¡n spiny neurons A:
SOM (1 llM) reduces Ihe duraüon of Ca!l aclion poienlials
evoked by depolarián£ currenls in lite présenos of 20 mM TEA
Resling nwmbrane poieniial=>-74 mV. B: The efleclof SOM on
ths Ca! l aclion poicnlials is presenl during Ibe addition of 1 jiM
TTX lt> the balh saline; suggesliiig z poslsyniplic aclion. Resttng
membrane poientiaJ = — 73 mV. Regeneralive poienlials were

obiained wiih iniracellular record ¡ngs in aduli neosiríaial si ices

preseDce of 1 nM SOM (iniddle) In all cases, Ca21 cur-
rents were reduced by SOM (n = 9). The amplitude of
currents evoked by a voltage coinmand to —10 nV
were measured befbre and during SOM: control =
242±2Í pA vs +SOM=162±23 pA; mediaris = 2i2
vs. 153; l*<0.01, Wilcoxon's test) Thus, tbe peicentage
o( SOM modulation without any calcium channel antag-
onist was 35.4 ± J 5% (see Table 1). This modulación will
be compared to that obeaioed in the prcscncc ot different
Ca71 channel antagonista.

The modulation remained duiiog the continued pres-
ence of'SOM with little desensitization; if any However,
current amplitude partially recoveted after a 30 min
washout (data oot shown). ID some experiments somato-
statLn-28 was used with similar results (data not shown)

Figure 2B shows the Ca21 current evoked by a depo-
larizing voltage ramp (—80 to 50 mV}.. Cell is the same as
in Fig 2A.. fhe peak oí this curtent was also reduced by
SOM Currcot-voltage relationships (I-V plots) in
Fig. 2C weic buüt with responses to both tamp and
step commands (from Fig 2A, B). Note that I-V plots
obtained with eithcr protocol nearly match each other.
They are almost the same at — SO mV, which was the
voltage chosen to measure modolation Since tbe se
effeets were obtained from dissociated neurons, the post-
syaaptic nature oí SOM actions oü medium-aized nco-
striatal neurons was confirmed

Re presen tati ve traces oí cuirents before and during
SOM are depicted in Fig 3A I-V plots ftorn SOM-sen-
sitive currents wcrc obtained by subtracting I-V plots in
tbe preseoce of SOM, from those obtained in the control
condition Activation fimetioos were then constructed
from 1-V plots data by using Eq 1 (GHK cquation;
scc Experimental procedures).. Thercafter, plots were not-
malized to 1 0 and a Boltzmann typc equation (Eq. 2, see
Experimental ptocedures) was used to quantify voltage
sensitivity. Figure 3B shows an example.. It was roughly
seen that voltage sensitivity Éoi thc SOM-sctisitive cur-
rent is not significantly different from that fot the control
current. Ha I f activation voltages (Kh) and slope factots
(V¿) obtained by futing activatioo data to Eq. 2 were:
Fh = -11.9 + 28 mV in control vs -9.8 + 3.8 mV fot
current sensitivo to SOM (not significant, NS);
VC = 5.6±QA raV in control vs 5 6 ± 0 3 mV fbr the
SOM-sensitive current (NS; n = 8) Ihese experiments
suggest that SOM is not actiog on a single type ol ca]-
cium channel but tbat it is targeting more tban one typc
(Bargas et a l , 1994; Foehring et al., 2000).

Figure 3C shows that SOM modulation oí Ca11 cur-
rents is almost totally blocked in the preseoce of 1 uM of
the SOM receptor aotagonist CPP-1. Modulatiou in thc
preseoce of CPP-1 amouuted foi 6 5±l^i (n = 6;
P<000\ witb respect to thc control; Mann-Whitney's
f-test). In two out ofsix cases, the calcium cunent first
increased in the presence of CPP-1 alone; suggesiing
some constitutive activity of the receptor.. Box plots oí
Fig 3D compare distributioo samples OÉ peicent SOM
modulation in thc absence and presence oí CPP-1. lateen
togetber, thc results suggest that modulation oceurs via
specific postsynaptic SOM receptors ptesent on medium-
sized neostríatal neurons
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Fig 2 SOM reduces Ca" currerus in dissocaied «Hs. A: Représenlalive currenis carried by 5 mM Ba!l were cvokst) by
ihc voliags proiocol depícicd ai ihe bouom: volut£e commands feom -60 lo 50 mV, in 10 mV sieps, were elirited írom a
—30 mV liolding poicnital. Ca! l currenis before SOM are depkrWd al Lhe lop (control) Ca2' currents duiing SOM (1 [iM)
are depieled al Itie ffliddlc. SOM reduced lhe currenis. B: Ca¡ l curtenl evoked by a depolariang vollage ramp (from -80 lo
50 mV) in lhe same cell. l l is ülso reducid by SOM Currenl-vollage reialionships ( / - f plols al botlom) were buill aiih. boih
vollage commaníls (syrfibols) and ramps (conlinuous iraces) and were superimposed Currenis afier slep eommands were mea-
surcd ai üie end. Conirol currents are represenied by squares; cirdes represenl currenis in the presente of SOM. A cióse

maich belween ramp and slep proiocols is seen Neuron was dissocialed from dorsal ncoslrialum. Cu =6.5 pF

Calcium ckeutneh ate differeniiaUy rnodulated by
somatoxtaiin

ll has becn prcvioualy shown thal calcium ioflux into
neostriatal neuroos lakes place through difTeienc types of
calcium channel, including: N, P/Q, L, and R (Bargas et
a!, 1994; Foehring et a ] , 2000) Perhaps SOM modu-
latcs some, but not ail, Ca" channel types Very selcc-
live catcium chaoüct aotagoaists ate availablc Therdbrc,
a significant occlusion of SOM modulación should occui
if a giveti antagonist has previoualy shui down an impoi-
tant targot channcl

SOM could modulate CaJ l currents that had been
previously reduced by the L-type Ca2 ' chaüoel aatago-
nist oitrendipine (5 uM) (Fig., 4A) Ca2' cuirem ampli-
tudes wcrc 243127 pA (median = 255 pA) in the control
and 178 ± 18 pA (median = 17& pA) after niireodipioe
(5 \¡M) (i í<0.02; Wilcoxon's test; n = l) Addition of
SOM (1 ]iM) ín the presence of nitrendipine reduced
the cutieoE even more to i20± 14 pA (median = I25
pA) (P<002; Wilcoxon's test; compariog current
amplitude ín nitrendipine vs.. curtent amplitude ín ni tren-
dipine plus SOM) Tbeierore, peroent block by nitrendi-
pine was 26 ±2%, which correspondí to L-type Ca21

channel contribution to the who!e-cell catcium current
(see below); and percent SOM modulación with L.-type
Ca2t channels blocked was 3.3+ 1% (median = 34%);
which suggests that L-type chaunci blocfe did not signiB-
caotiy reduce SOM modulation.. The time course ot a
representativa experiment (Fig.. 4B) shows that nitrendi-
pine block reaches a steady-state before applying SOM

and that SOM modulation also reaches a steady-state
with no obvious deseos ¡tiza tion during tbe experimental
time range.

Similarly, SOM modulaiion was still presen! aÉ'ter the
N-type channe! antagonist, 0>-CgIx GVIA (I fiM), took
out the coQtribution of N-type Ca21 chanoels from the
whole-cell current (Fig 5A, 8) (n = 6) Thus, control cur-
tent was 154±2O pA (mcdian= 164) and after <o-CgTx
GV1A(1 u.M)itwas9.3±ll pA (median = 96) (P< 0,0.3;
Wilcoxon's test) Adding SOM in the presence of
o>-CgTx GVIA reduced the current to 70±8 pA
(median =71) (/)<O..O3; Wilcoxon's test compariüg cut1-
reot amplitudes in w-Cglx GVÍA to thosc obtained in
íü-Cglx GVIA plus SOM) Ibese results yield a peicent
contribution of N-typc Ca21 channels to the whole-cell
current of about 37±5% (median = 32%). After N-type
Ca31 channel blockade, percent SOM modulation
decreased significantly to 24±3% (median = 26%; seo sig-
nificance below and in lable 1); suggesting a partial
occlusion

The P/Q-type Ca21 channel antagonist, ovAgTx TK
(400 nM> (Fig 5C, D), took away most P/Q-type chan-
nels from the whole-ce'l Ca11 cuneot (Bargas et a!..,
1994). Coütiol current was 267±36 pA (median = 268
pA) and cuirent ief't after cü-AgTx TK was 154±26 pA
(median=125 pA) ( / '<0005; Wilcoxoa's test).. Thus,
mean percent contribution oí P/Q-typc Ca3 ' channels
to the wbole-celi Ca21 cunent is about 42 + 4%
(median =43%) In Chis condition, addition of SOM did
not have much effect («= 10), curreoc was reduced
to 135 + 25 pA (medianil 12 pA) (P<0005:
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Fi& 3.. Vollage depeadence oí SOM-modulaled curreals and receplor spedfidly.. A: l-V plols were oblained írom rcsponses
lo tamp commands (al Lhe lop), as in Fig. 2 SOM reduces Ca¡ l currenls. B: J-V ploi of currem sensilive lo SOM »as
oblained by subíracrine curran Icfl aCler SOM from cont/ol cuirenL. Then, permeabilily plols were buill by iransforming I-V
plols willi Eq I (GHK equalion).. Nole Ihal SOM-senalive cutrem bas a voliage dependence similar lo Ihe comrol current
Ilalf aaivalkra voB^es and slope Ciciors were obuintd by fluing Eq.. 2 (Bolamann) lo adivalion dala. Plols were norma!-
ized lo Í&, rh = —H.9±2.8mVin control « , -9.8±3E mV fot curreni sensitive to SOM (NS); r t = 5.6+0>l mV in comro!
VÍ.. 5.6±0.3 mV Cor flie SOM-sensilive curran (NS; n = 8J C: The SOM aniagonisi CPP-1 ([ uM) blocted SOM modularon
o[ Ihe Ca í ¡ currenl. D: Box plols depic! »hole sample disiribulioris in bolh cases. Limils of boxes represenl quaniles 25 and
75, wbile náddle bar represenls Lhe median.. limils ol tungos represenl quarliles 1 and 99.. Note Ihal disliibuiions do noL

overlap

Wilcoxon's test). This shows that once P/Q-cypc chaoüels
were taken out, SOM modulation decrcased to 14±2%
fmedian=15%; se« significante below) This suggcsts
that P/Q-type channds aie a main tatget for SOM mcd-
ulation.. Note, however, Ihat somc modulation remains.
No case sbowed deseosátization of SOM actioo during
the experimeot

In contiast to wbat bappened aíter L-type Ca2' chan-
nel blocbadc, thc btock oí non-Hype Ca2 ' channek did
reduce SOM modu!atton to-Ctx MV1IC (1 ^M), a
blocket of, supposedly, N- and P/Q-typc chaaacls,
reduced Ca2 ' current araplitude fiom 169±22 pA
(median=179 pA) to %±14 pA (median=8.3 pA;
n = 8; P < 0 0 2 ; Wilcoson's test) This yields a 42±4%
peicent of ¡o-Ctx MVIlC-seüsitive curreot.. In W-Ctx

MVIIC, SOM modulatioü oE Ca2 ' currents decreased
current arapliuide to SI± 11 pA (median=71 pA)
(P<002; Wilcoxon's test wíth respect to cuirent in TO-
Ctx MVIIC aíone) Thus, percent of SOM modulatioü in
at-Ctx MVIIC was reduced to 15 ± 1% indicating a par-
tial occiusion

SOM was finallj1 tested on R-type Ca2 ' channcls by
adding <ü-Ctx MVIIC (1 \iM) and nítrendipine <5 fiM) EO
the same prepatation (Foehring et a l , 2000) befbre add-
ing SOM.. Figure 6C, D show that SOM modulated the
Ca2 ' curreot left after addition of a-Ctx MVIIC plus
nittendipine, i.e. the R-type curreot Current amplitudes
before and aftei O)-Ctx MVIIC plus nitrendipinc wetc
(n = 4): 267±9 pA (mediaE = 268 pA) and 95±25 pA
(median = 88 pA). This suggests that R-type Ca3' chan-
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Fig. 4. SOM modulates Ca3' currenls in Ihe presence of nilrendipine A: I-V plols buill from responsos evoked as in pre-
vious figures. Finí, ihe comribuiion of L t̂ype Cajl channcls was shui down Crom loial Ca! l curreni by using a saiuraiing
conceniralion of mirendipine <Nil; S |iM) NCM, SOM (I |iM) was lesicd on üie curreni tel"i aficr niirendipinc, Niirendipine
did noi occlude SOM moduiaiion. B: Time course of Lhe Mperimau. Noie thai ihe aclions of boili nitrcndipinc and SOM

reach sleady-slale SOM aclion did no! desensille during ihe experimeiu

neis contiibute to 35 + 8% oí thc total current. la this
coüditioo, percent of SOM modulación was 12±4%,
showing that SOM modulated R-typc Ca2' chaancls in
a small degiee

As shown ID tepresenlative lime courses (FLgs. 4fl, 5B,
D, 6B, D), SOM modulation was exerted after the block
by Ca21 channel aatagooists had rcached a steady-scate
•Nevertheless, SOM modulatioo did aot show fast desen-
siüzation ÍQ any experimeat. Ibe resulta, giveo ÍQ per-
ceotage, ate summarízed in Table 1 No matier whicb
Ca21 channel antagooist was presenl, each sepárate sam-
plc eshibited a signiScant SOM modulation (sce above).
Howevcr, the amouüt of modulation was oot the same
aftei differeot Ca21 chaonel antagonists.. To evalúate ir
tbese differences ÍQ modulatioQ were significant, an
ANOVA was applied A global F ratío of 17.35 (d/
5 and 38; í*<000l) shows that variance betweca sam-
ples was much larger tbao variance intiinsic to thc sam-
ples. ID fáct, ANOVA did not show sigoificant
differences between mean Ca2' current amplitudes
takeo from all control sampfes.. Tbe one-way Kruskal-
Wallis statistic also showed significance: 29 02 (44 cases;
P<0.001) confirming that SOM does not tatget all Ca3'
channcl types equally.. Individual valúes of F aad P are
shown in Table L These represcot post hoc Tükey's tests
compaiiog each sample to the control samplc whích rep-
resents SOM modulación without any Ca2' chanüel
aatagoniít

SÍQCC SOM modulation was difiere o t depending on the
Ca1 ' channel antagonisc that pieceded SOM a p plica lio o,
it wou!d be of ioterest to know how much modulation is
taigeted to individual channel types l o approximate
these valúes, the system of equacions (Eq. 3) describid
in Experimental procedures was used wich: (a) the per-

cerjC coottibutíon of each channel type to total curreni
making up coefficients L, N and PQ, aod (b) the perceni
of SOM moduiatioo rcmaining aftei L-, N- or P/Q-type
channels have been biocked making up constaots A, B
aad C

Contribution of R-cype channds was subcracted from
thü constants togethci with SOM modulation of R-typc
chanoels, since these valúes wcrc known directly. Also,
constants were lef't to vary in an amount equa! to the
S E M acound the mean peccent modulatioo (Iable 1)
Ihis analysis yielded approximates to percent modula-
ción fbr each chaonet cyps (scc lable 1 and Discussion)
tbat satisfied the system It was f'ound tbat SOM prefer-
entially taegeted P/Q-type chaonels, but that N- and R-
types ate also modulated (see Discussion}

The aflerhyperpokaizaüon is nemitive W wmatoszaiin

Ca1 ' entty through P/Q-type Ca2 ' channels is io
charge of activating tbe outwatd cunents that underlic
the AHP in these cells (Vilchis et a l , 2000a). Therefore,
¡QtraceUular recoediogs were performed to observe the
action of SOM oo the AHP that follows a single action
poiential. Action poientials and AHPs weie ioduced by a
brief depolatizing pulse from -60 mV (Fig 7A, top).
SOM (1 uM) decreased peak AHP amplkudc ÍQ all
cells tested by 3? ±6% (n=10; /><0 001; Wilcoxon's
test) Figure 7B shows superimposed AHP records
obtained befbre and duiing SOM application (actíoo
potentials are clipped) in a representative experiment.
Simüarty, SOM was tested on the AHP of cells subject
to the action of diñetent Ca11 charjüel blockers
(Fig. 7C-F). Neither 5 \tM nicaidipirie (Fig 7C) ñor
I U.M tó-CgTx GVIA (Fíg, ^D) occluded the action of
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Fíg. 5. SOM modulalion of Ca21 currems is reduced in ihe presence of uj-CgT* GVIA or «o-Aglx IK. A: I-V plols buill
from responses lo ramp commands as before FirsL, conuibulion of N-Lype Ca21 chaiuiels was shui down wiih a saluraiing
concentraron oí üj-CgTx GVIA (1 UM). Nexl, SOM <1 jiM) was lesied on Lhe currenL leíl after (tf-Cgl* GVIA. The loxin
does noi oedude SOM modulalion fl: Time course of (he experimem in A Nole !hai ihe aclions of bolb ro-t^Tx and SOM
reach slcady-siaie C: ]-¥ plols werc buili as in A. The conlribulion of P/Q-lyps Ca21 channcls WBS shul down from íolal
Ca21 curren! by using a near saiuraúng concentraüon of ovAgTx TK (400 nM). Ncxi, SOM (1 |iM) was íesied on ihe
currenl left aller oj-Aglí TK. Agaioun does ní« compleicly occlude SOM modulalion bul reduces ii D: Iirm; course of ifie
experimeiU in C. Nole ihai ihe aciions of boih w-A¿Yr. and SOM reach sieady-slalc. In all cases, SOM aclion does noi

dcscnsilize in ihe minuies lime Trame

SOM OQ tbe AHP since SOM moduUtion was 4O±
(n=10) aod .3? ±10% (n = 6), in both casca, respectivcly
(NS)

However, both íü-Aglx TK. (400 nM) and ÍD-CIX
MVIIC (1 nM) reduced AHP modulation Modulatioo
rcmaining after to-Aglx TK (Fig. 7E) or o>Ctx MVUC
(Fig.. 7F) was !7±3%(/r = 7; P < 0 006; Studeot's f-fcst)
and I5±2..5% ín = 4; Í5<0004; StudenC's í-test), respec-
cively Ihese resulta show that SOM modulates the AHP
and confirm tbat P/Q-typc Ca2' channcls are the main
target íbr SOM modubtion ÍQ medium-sizcd ncostriacal
neurons

A modulation that reduces the AHP may iocrcaae the
firing tate by reducing intecspike intervals.. However,
SOM is mostly known as an tnhibitoiy neuromodulaior

Moreover, it reduces sttiatal GABA reléase (Meyer et a l ,
1989) Thus, in order to sec what woutd be the impact of
the above described modulation on the cvoked dischaige,
the actioü o£ SOM was tesced on repetitive firiüg elicited
by a step dcpolarization (Fig. 8A-D) In some cells (ca..
38%; 5/13 neurons) SOM incieased che oumber oí action
potentials evoked with the same current (Fig. 8A, B).
However, the most comraon action of SOM was a
chauge in the 6tiog pattein, from a regular non-adapting
firing to an irregular doublets-like 6r¡Dg (ca 54%; 7/13)
(Fig.. SC, D) Moreover, when recotdings lasted long
enougb, it was frequently seen, after a time Lnterval of
1-5 mío, that regular firing cells that fiíst responded with
an increase in firing frequeney, would enter into the
irregular firing raode. In fact, the fast AHP (Pineda el
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Fig. 6. SOM moduiaiion oi Ca21 currenis is partially occludcd in ihe prsscnce of oilher w-Cu MVIIC alone oí lu-Cu
MV1IC and niirendipinc given logeiher. A: ¡~V plois buili as in Figs. 4 and 5 The coniribulion orN- and P/Q-iype Ca lr

channels was blocked using a saluraling concentralion of io-Clx MVI1C (1 jiM) Nenl, SOM (I (iM) was icsLai on Ihe
current left afler <i>-Clx MVIIC. Onlj a small SOM modulalion cemains. B: Time coursc of ihe experimenL in A C: fhe
contribulion of N-, P/Q- and L-iype Ca! l channels was blocked by using a combinalion of w-Cu MVIIC (1 JIM) plus
niirendipinc {Nk; 5 fiM). Tnerclbrc, only K.-iype channels wece letl. SOM <[ |iM) was Ihen lesled upon ihe cucrenl going
Ihroueh R-lype Ca21 channels Apparenlly, SOM had a small elTect on R-type Ca31 channels. D: Tone course of lie experi-

menl in C. Time counes also show Ihal ducing Lhese minutes lasling experimenls erran due io run down may be aiiali

al., 1992) was increased in irregular Gring cel!s although
thc slow AHP (Pineda et a l , 1992) was decrcased in all
cclh (uDpublisbed) Ibis suggcsts a complex action oí
SOM on ihe AHP. Thus, il is probable that the increase
in firing is only a transiera or initial response When it
appeared, the increase in firing frequeney was about
34 + 4% (2 I8±1 H; in control to 296±2 Hz with
SOM; íi = 5). All oeurons idcütified afler thesc cuticot-
clamp expcriincnts (n~5) were médium spiny projectioo
neutons

D1SCÜSSION

SOM is made and released by neostríatal interneurons
The present study demonstiates a direct postsynaptic
acción of SOM on medium-sized neosttiatai neurons

There are reasoos to believe that most neurons recorded
in the prescot study were médium spioy projection neu-
rons.. First, all ncwons identífied aíter currcnt-clamp
experiraeots were médium spiny neurons and curreni-
clamp experiments cotrelated well with voltage-clamp
experimeots In addition, control fiíing pattera of nen-
IOIIS recorded ÍD current-clamp experiments agrees with
wbat bas becn reported, by sevetat iovesiigators, on
médium spiny neurons Second, voltage-clarnp experi-
ments with disKociated oeurons were restricted to
medium-sizcd neutons (6-7 pF) that mostly cotrcspoüd
to médium spiny neuions (Van and Surmeier, 1996).
Other studies made on these neurons have described
tbe same ioward currents described in identified médium
spiny neurons (e g Bargas et al., 1994) Third, médium
spiay neuions are the most abundant in the neostriatum.
Accordingly, wc would like to posit that the present
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F¡£. 7. SOM reduces ihe AUP in spiny neurons A: A single aclion polenlial «vas evokcd wkh a bricf depolariang pulse ai a
membrane polenlial oí aboul -60 mV.. The AHP Ihal [bllows ihc acüon polenlial is mote nejyiiive i han ihe holding mem-
brane polenlial by aboul 5 nsV. B: The AHP in A was reduced by SOM (1 (jM) Aciion poienliak were cüppwJ for clarilj'.
C-F: The AHP afler a single aciion polenüal was firsl reducod by a Ca?< channel anugonisl and laereafler SOM was

applied Noliee ihai only (u-AgTx IK and o-Cu MVlíC oceluded SOM moduiation <ri" ihe AHP.

work mostlj' describes the poslsycaplic actions o[ so-
matosiatiü OQ médium spiny projection neurons

Thercíórc. uiost likely, SOM modulates voltage-acti-
vated Ca21 conductaoces of oeostriatal projection ncu-
roos. This was demoastrated oa both Ca21 acción
potenttais eiicited ÍQ oeuroos with dendhtic arbars and
in Ca2! currents recotded in dissociated cells. Ihc effect
was diiect since it was demonstrated during TIX in thc
slice and on dissociated cells deprived of synaplic con-
tacts Ibe eñéct was speciüc [o SOM receptors since it
could be blocked by tbe specific antagooist CPP-1. On
the othei hand, SOM modula ti o o of Ca21 cutrenes
exhibited no fase desensitization in (be present conditions
aad amounied lo $$% oí ihc total Ca3' current (Table 1)..

It is therefbre concluded tbat médium-sized oeostriatal
neurons are a target for SOM relcased by somatostatin-
ergic interücurons. Ibe activation of specifk SOM post-
synaptic receptors modula US ion conducía nces and ¿ring
pattera Iheeffécts are long-lastiog Ihe signaling raech-
anisms aod actúa! receptor lypes involved ÍQ ibis modu-

iation need fúrther experimentat work to be elucidated..
it is then clcat that SOM analogucs dcseive attention for
lesting on motor fünctioos and the therapeutics oí motor
disease.

Cer* channel^ ate differeniiaüy modulated by
tomatostatin

Neostriatal neurons and, in particular, médium spioy
neurons, oeptess an atray of Ca21 channel types: L, N,
P/Q and R (Bargas et a l , 1994; Fochfiog et al., 2000)..
Evidence is accumulating sboviing that each Ca2' chan-
nel type has a speci6c tole to play in membrane excit-
ability and cell functioo (Hernández-López ct a l , 1997,
2000; Vitchis ct a l , 2000a) Very selective antagonists are
available to block specific channel types Howcver, when
adding the blockage (in %) produced by cach channel
aotaEonist to the whole-cell Ca31 curreot, thc sum is
larger than 100% If it is assumed that the antagonists'
concentrations used heic mainly block a specific channel
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Fi£. 8. SOM moduiafcs ihe fiiing panera. A: A irain oT aclian polenlials was evoted wilh a depolarizing currenl slep (al Ihe
bollom).. B: SOM increased ihe numbcr or aciion poienüals evoktrf wiih ihc same carretil in ihis cell C-D: In mosi neu-

rons, however, SOM changed Ihe firinfi paliern o[ médium spiny neurons fi-orn regular lo irregular w/iih doubleis

type, the reason for this superadditivity might be biolog-
¡cal variance, i e. thc pcrceüt contri bus ion of eacb chan-
nel type va lies from cell to cell. lf otie accepts this
assumption, the Qormalization of the block by each
antagooist (to 100%) would yield the mean percent con-
tribución of each cbaüüel type to the cotal cutrent:
L,= 19%; N = 26í5>, PKJ = 30% and R = 25% (sum =
100%); uoder the present experimental conditions
Thcse valúes may be introduced as coelficienis ( í , N,
PQ) in Eq 3 (see Experimenta! procedutes) Mean per-
cent contribution of R-type chaünets was measured
directly after addiog ayCix. MVHC plus nitrendipine to
the bath saline (Fochring et a l , 2000). After normaliza-
tioD, this valué may then be subtiacted from the COD-
stants (A-C in Eq 3) in oeder to reduce the system to
thtee equatioas

ANOVA rcvcaled that the amount of SOM modula-
tton is different depeoding oo the previous block by a
selective Ca21 channel antagonist (Table 1). In addition,
ÜO single Ca2 ' channel antagonist occluded completely
the actioa of SOM and mean perceot modulation with-
out Ca21 chauücl antagonists was 35% (Táblc 1), an
amounl that is taigcr thaa thc percent coatribution of
any channel typc taken scparately (see above).. Iherefbrc,
we coaclude that SOM modulates more than one Ca21

chaone] type.. Il is also understood that a larger occlusion
of SOM modulatiorj shouíd oceur if the chaonel type
blocked by a giveo aatagonist is a mam larget for the
modu latió ii

For the present case, if charmels blocked belong to the
N-type, SOM reduces the cuirent leíl by 24% Bul i( the
cuirent taken out belongs to the P/Q-type, moduiation
fell to 15% (see lable 1). On the othci hand, meaa per-
ceot modutation of R-typc channels was abouc 12%
while the block oí L-type channds did not change
SOM modulalion signiñcantly. The system of Eq .3

was féd witb these data (Experimental procedures) and
it fóund a sel of x valúes that explain all these petcent-
ages símultaocously However, inicial valúes were iotro-
duced with a range that includes standard error for each
mean modulation (A-C) Thus, Ibr a mean fjercent raod-
ulatioD without Ca2' channel antagooists oí 35%, tfae
current left after modulation is 65% of the control and
thc factois (x valúes in system of Eq 3) multtpiying the
percent contribution of each chanuel type (scc above)
would be I(0.9)+Ar(0.5)+PQ(0 3)+-R(0 8)2:65 in order
to satisfy tbe system of equations.. Ihus, fbr example,
JT=0.3 would correspond to a 70% moduiation of
P/Q-type chaoaels However, slightly diñ'erent valúes
would aíso satisfy the results since coefficients are left
to vary according to experimental error, e.g £,(0.99)+
W(0 42)+PQ(0.23)+«(0.9) = 65 However, all valúes
agreed io that lowesc x valúes correspond to N- and
P/Q-type channels.. Henee, thc last tow in TaWe 1 gives
a range ofSOM modulation (in %) fbr each channel type
that takes into account tbese apptoximations. Ihese val-
úes piedict the percent of SOM modulation fbr eacb
channel type if they could be tested in ¡solation.

From valúes in Table !, the predicted order of impor-
tance fbr SOM modulation upon the difFereDt channel
types is P/Q > N > R :*• L Similar inhibilíon of N- and
P/Q-type Ca2' channels has beeo repotted in amygdaloid
neuroos (Viana and Hille, 1996), If the same receptors
modulate all charjnel types, oí if different signaling cas-
cades are used fot the different channels, is a matter of
íuture iovestigation.

Modulalion oj Cu2* channeh influence the excitah'dity of
ipiny neuroni

Caicium \añax is important fbr spike generation and
firiag patteruing in ücostriatal octiroQS (Rosenthal et al,
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1988; Galarraga ce a l . 1989; Heraápdez-López et a i ,
1997, 2000) lo particular, it actívales ihe AHP that reg-
ulates the frequency and ihreshold fór rcpccitive firiüg
(Galarraga et a l , 1989; Pineda el al... 1992) Ihc prcsent
experiments revealed that Ca2' channels modulaicd by
SOM ate those in charge of activating Ca2' -dependen!
K' curreots (Bargas et a!, 1999) and trie AHP (Pineda ct
a l , 1992; Vilchis et al.., 2000a)

It was f'ound that SOM reduces the AHP suggesting a
modulation of excitability and dischargc patteiniog As
expectcd, <o-AgTx IK and íi>-Ctx MV1IC grcatiy
occluded SOM action on the AHP

However, a transienl inciease in firing frequency due
to the reduction ÍD the AHP was only observed in a
mmority oí1 tested neurons. lo mosi neuroos studied,
SOM cbanged the fiting pattern o( spiny ncuroos from
a regular to an irregular mode It is then concluded that
modulation of Ca2! curreuts may not be enough to
explaio SOM action on excitability In fact, unpublishec"
data from our laboratories involve a diflereotial modu-
lation of potassium conductances Thiií, the effecis OD
excitability appear to be complex aod duc to the com-
bined action on various conductances. Additionaliy, pre-
synaptic effeets of SOM couid also be piesenl to expiain
effeets on GABA reléase (Meyer et a l , 1989).

COMCLUSiONS

Tbe present results strongly suggcst that somatostatiü
activates somatostatinergic postsynaptic receptors in
médium spiny neurons The activation of tbese receptors
brings about the reduction of C a i ! currents, mainly of
the P/Q- and N-types As a consequence o f t h e action on
these Ca 2 ' conductances, tbe A H P is modulafed. How-
ever, this modulation is not convetted into an ¡aerease o£
evoked discharge, althougb some neurons do show this
behavior temporarily Oo the contrary, the cBécts of
SOM oo fiting were mote complicated and could be
desetibed as a change in firing pat tem, from regular to
an irregular modc Tbis suggests that SOM is modulating
other ion eonductances besides the Ca 2 ' ones.. I h e irapli-
cations of this modulation on motor functions neec! to be
clucidated.. It is suggested from these results that somato-
staiin released by somatostatinergic interneurons may
aflecl the neos tria [al output..
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MODULACIÓN DE CORRIENTES DE POTASIO POR SOMATOSTATINA

En neuronas dei neoestiiado la frecuencia y el patrón de disparo son regulados por el

postpotencial hipeipolaiizante (PPH) que sigue al potencial de acción El PPH en estas células se

caracteriza por presentar una fase rápida de 2 ms de duración, generada por la activación de

canales de potasio dependientes de calcio de alta conductancia (BK) Y una fase lenta de 250 ms

de duración, provocada por los canales de baja conductancia (SK) (Pineda, et al., 1992)

El PPH es blanco de múltiples tipos de neuromoduladores que regulan el patrón de

disparo de diferentes tipos neuionales (Brown 1990, San 1996)

Con el objetivo de probaí si la SOM modula el PPH en estas neuronas, se hicieron

registros intracelulares en rebanadas de rata de 400 micias de espesor, para lo cual se dio un pulso

breve de coniente para producir un sólo potencial de acción, seguido por su postpotencial

hiperpolaiizante En la figura 9 se muestran las dos fases del PPH, la fase rápida que dura 2 ms y

la fase lenta que llega a durai hasta 250 ms La aplicación de 1 JIM de SOM-14 en el medio

produjo un efecto dual sobre el PPH observándose un aumento en la paite inicial (33 4 ± 0 7 %)

y una reducción en la parte lenta (17 5 ± 0 8 %) (Fig 9A) La disminución de la fase lenta del

PPH observada se refleja en un aumento en la frecuencia de disparo provocada por un pulso

despolarizante de coniente de 300 ms de duración a un potencial de mantenimiento de -55 mV

(n=5), (Fig 9B) Cabe señalar que resultados similares fueron obtenidos utilizando la SOM-28,

por lo que en los experimentos subsiguientes se utilizó SOM-14

Dado que el PPH es un evento dependiente de la activación de los canales de potasio

activados por calcio, decidimos estudiar sí ía SOM modula estos canales Para este propósito se

hicieron registros de fijación de voltaje en la configuración de célula entera

La coniente saliente fue generada por pulsos despolarizantes de 10 mV desde -60 a 30

mV con una duración de 250 ms, con 5 ms entre cada pulso, a un potencial de mantenimiento de

-80 mV La corriente transitoria fue eliminada con 4-AP a una concentración de 3 mM

(Nisenbaum et al 1996) La coniente sostenida está dada por el rectificador retardado (30%), y

por los canales de potasio dependientes de calcio BK y SK, con una contribución del 30% cada

uno (Bargas et al 1999) La comente sostenida fue aumentada en un 35% por la aplicación de la

SOM-14 a una concentración final de I u.M (n= 6) En la fig 10A se muestran los trazos

representativos de ias corrientes antes y después de la aplicación de la SOM La i elación

corriente-voltaje que se generó a partir de éstas, muestra que la SOM afectó el umbral de

activación de la coniente (fig.lOB)
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Fig 9 Efecto de ía SOM sobre el PPH en neuronas de proyección del neoestiiado A Potencial de acción seguido
por su PPH, note el aumento en la fase rápida y la disminución de la fase lenta del PPH B La SOM provocó un
aumento en ía frecuencia de disparo
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El curso temporal del efecto de la SOM sobre la amplitud de la corriente provocada por

un pulso de voltaje despolarizante de -60 a 30 mV con una duración de 30 ms y a un potencial de

mantenimiento de -80 mV , es mostrado en la figura 10C note que el efecto máximo se alcanza

en 1 minuto aproximadamente después de la aplicación del péptido, además se observa que no hay

desensibilización del receptor durante el tiempo de registro

B

4-AP (3 ItlM)

SOM[1 JlM]

Ü

1,8-

1.6-

1.2-

1.0-

SOM(1

•«0 -40 -SO - 0 20 40

VbHage{ mV)

+SOM (1

2 3 4
Time (min)

Fig 10 Efecto de la SOM (1 uM) sobre la corriente saliente persistente en neuronas del neoesüiado
A La SOM aumenta la I persistente de K* B Relación corriente-voltaje de I¿obtenida en los experimentos
mostrados en A C Curso temporal del efecto de la SOM sobre la IK
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Debido a que en un alto porcentaje de la corriente saliente persistente en estas neuronas se

debe a la activación de canales de potasio que dependen de calcio (Bargas et al 1999), se

utilizaron los bloqueadores de éstos, con el objetivo de conocer si la SOM ejerce sus efectos

modulatorios sobre algún canal en específico En la figura 11A se muestra que en la presencia de

1 mM de TEA o en presencia de IbTx (toxina extraída del escorpión Buthus tamulus), a una

concentración de 10 nM (datos no mostrados), ambos bloqueadores de los canales tipo BK ó

maxi-K (GaJvez et al. 1990), la aplicación de SOM-14 (1 LIM) provocó una disminución del 25 ±

2 5 % en la comente insensible a estos bloqueadores (n=ó) La relación comente voltaje muestra

la disminución en la comente provocada poi la SOM-14, sin embargo, cabe mencionar que esta

se activa a voltajes más hiperpolarizados con respecto al control (flg 1 IB)

B

< 4-AP(3mM )+T»(tmM)

Si
g l 50 ms

•*SOM(1jiM )

<
•**
c
d)

O

1O00-

750

500-

250-

4-AP (3 r

J

nM)+TEA(1 mM)

/

/+SOM{1 |<M

/

40 W I 20 40
Voltage (mV)

1.1-

~ 09-

e

0,7-

1 2 3 4 5 6 7
Time (mln)

Fig 11 La SOM inhibe los canales de potasio dependientes de calcio de conductancia pequeña (SK) A
En presencia de TEA 1 mM y 4-AP 3 mM, la SOM inhibe la comente B Relación corriente-voltaje
construida a partir de los registros en A. C Curso témpora! del efecto de la SOM en presencia de 4-AP (3
mM) y TEA (1 mM)
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De la misma manera se probó el efecto de este péptido sobre el PPH, en la presencia de

TEA lmM, el cual se ha demostrado que retí asa la repolaiización del potencial de acción,

bloquea la fase rápida y aumenta la fase lenta del PPH (Pineda et ai 1992), (fig 12A). Bajo estas

condiciones la aplicación de 1 uM de SOM-14 produjo una disminución significativa de la

amplitud (medida al pico máximo) del componente lento del PPH, generado por un potencial de

acción (28.43 ± 1.7 %) (n=4), (fig 12A) Estos resultados concueidan con los obtenidos en los

experimentos realizados con la técnica de fijación de voltaje

_n 1nA

B
1nA

+SOM(1fiM)

TEA (1 mM)

Fig 12 La SOM reduce la fase lenta del PPH, A El TEA (1 mM) retarda la repolarización del potencial
de acción y aumenta el componente lento del PPH B La SOM (1 mM) produce una reducción en la fase
lenta del PPH
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Por otro lado, !a presencia de 200 nM de apamina, bloqueado! de los canales de potasio

dependientes de calcio de baja conductancia (SK), (Blatz y Magleby, 1986, Bourque y Brown

1987, Candía et al 1992, San 1996, Stocker et al 1999), produjo una reducción de alrededor del

25.4 ± 4 6 % en la corriente persistente Bajo estas condiciones la aplicación de I uM de

SOM-14, provocó un incremento en la corriente saliente del 55 ± 9 5 % (n=6) (fig 13A).. En la

figura 13B se observa la relación corriente voltaje construida a partir de las corrientes en A, como

se puede observar la corriente se activa a un umbral menor El cuiso temporal del efecto de la

apamina y de la SOM se observa en la figura 13C

4-AP (3 mM) + Apamin (200 nMJ

B

Apamtn (200 nM)

•GO -40 -20 0 20 40
Vdtage(mV)

O)

O

1.5-

0.5-

Q _ 9

i 1 /

§§>•

SOM (1 nM)

Apamin (200 nM)

10 ms

4 6 8 10

Time (min)

Fig 13 La SOM aumenta ios canales de potasio dependientes de calcio tipo BK A. Las comentes en
presencia de 4-AP (3 mM) y Apamina (200 nM), son aumentadas por SOM.. B Curva comente-voitaje
construida a partir de las comentes en A C curso temporal del efecto de la apamina y la SOM

31



Estudios previos indican que la fase lenta del PPH es bloqueado por la apamina, sin que la

fase inicial se vea afectada (Pineda et al 1992) El efecto de este péptido sobre el PPH generado

por un pulso bieve de corriente es mostrado en la figura 14A Note que la apamina redujo tanto la

amplitud al pico del PPH así como su duración. La reducción en el pico de la amplitud fije

variable entre las células Al adicional al medio de perfusión SOM-14 (luM) encontramos un

aumento considerable en el componente rápido del PPH (25%±2) (n=4), haciéndose más rápida la

repolarización del potencial de acción, además puede observarse una oclusión del efecto de la

SOM en ¡a región bloqueada por apamina (fig 14B) Este aumento concuerda con el observado en

las comentes de potasio

_TL

"i.
10 ms

1nA

J~L 1 nA

10mV

Apamín (200 nM)

L
10 ms

Fig 14 Aumento de la repolaiización del potencial de acción y de la fase rápida del PPH, piovocada por la
aplicación de 1 mM de SOM-14 en neuronas espinosas medianas neoestriatales A La apamina (200 nM)
reduce la fase lenta del PPH B SOM-14 aumenta la fase lápida del PPH 32



El efecto dual de la SOM sobre las comentes de potasio tiene un efecto complejo sobre

las propiedades de disparo de las células, ya que al actuar diferencialmente sobie el PPH, el patrón

de disparo se modificó en diferentes formas En la figura 15A se muestra un tren de potenciales

de acción provocado por pasos de corriente despolarizantes de 300 ms de duración en

condiciones control La posterior aplicación de SOM-14, a una concentración de 1 [JM causó una

disminución en la frecuencia de disparo después de 20 min (fíg 15B) Adicionalmente se pueden

observar periodos coitos en los cuales la célula puede no disparar tónicamente o disparar en

forma de ráfagas, después de un periodo de fallas (fíg 15B)

A CONTROL B SOM (1 i¿M)

-65 mV J \MAA 100 ms

J J

mrw v

J 1 nA J

Fig 15 Tienes de potenciales de acción en neuronas espinosas medianas, provocados por pasos
despolaiizantes de corriente de 300 ms de duración. Con la aplicación de 1 uM de SOM-14 disminuye la
frecuencia de disparo de la célula, además de que se puede observar' un disparo en foima de ráfagas
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DISCUSIÓN

Los resultados del presente trabajo demuestran que la SOM regula el patrón y la

frecuencia de disparo de las neuronas de proyección del neoestriado, a través de la modulación de

las diferentes conductancias que participan en la generación del postpotencial hiperpolarizante

(PPH).

En estas neuronas el PPH, que sigue al potencial de acción, se caracteriza por presentar

una fase rápida que dura unos cuantos milisegundos, generado por la activación de canales de

potasio de alta conductancia (BK) Durante el potencial de acción estos canales se activan y

repolarizan rápidamente la membrana, llevándola a potenciales más negativos que el potencial

umbral La fase lenta del postpotencial es generada por los canales de potasio dependientes de

calcio de baja conductancia (SK) (Pineda et al, 1992)

Nuestros resultados demuestran que la SOM modifica este PPH en una forma compleja,

presentándose un efecto dual sobre ias conductancias que lo generan, encontrándose un aumento

en la repolarización del potencial de acción así como de la fase rápida y una disminución de la

fase lenta del PPH (fig 9A) Estos resultados producen un aumento en la frecuencia de disparo de

las células (fig 9B)

El aumento en la parte inicial del PPH puede atribuirse ai incremento provocado por la

SOM en las corrientes de potasio dependientes de calcio dei tipo BK, mostradas en la fig 10 Ya

que el aumento observado es ocluido en la presencia de TEA (1 mM) o de IbTx (10 nM) (fig 11 y

12) y es mayor en la presencia del bloqueador de los canales SK, apamina (fig 13 y 14) Esto

sugiere que dicho aumento es mediado por los canales de potasio dependientes de calcio tipo BK

Resultados similares han sido reportados en las células de tumores de la pituitaria (White et al

1991, Duerson et al 1996), y en las neuronas piramidales de CAÍ del hipocampo de la rata

(Schweitzer et al 1993) Aunque nuestros resultados sugieren la modulación directa sobre estos

canales, dado que hay una disminución en ia corriente de calcio en estas células provocado por la

SOM, no se descarta la posibilidad de que la SOM esté modulando otros canales de potasio, que

participan en la generación de la corriente saliente persistente en estas células, como por ejemplo

el rectificador retardado, el cual se ha reportado es modulado positivamente por este péptido en

bastones de la retina (Akopian 2000, Akopian et al 2000) y en las neuronas piramidales del

núcleo cingulado anterior de la rata (Hicks et al 1998) Por otro lado, encontraste a nuestros

datos, se ha reportado una inhibición de los canales BK por' la SOM en células secretoras de
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insulina (Ribalet y Eddlestone, 1995) y en las neuronas bipolares de la retina (Petrucci et al

2001) La diversidad de los efectos producidos por la SOM sobre los componentes de la corriente

de potasio puede ser atribuida a los diferentes tipos de receptores que existen para la SOM y/o las

vías de transducción de señales a las que estén acoplados los receptores De hecho, en los

oligodendrocitos de cerebro de rata la activación del receptor SSTR-1 inhibe al rectificador

entrante (Karschin 1995), mientras que al incrementar la activación de los receptores SSTR-2 en

los ovocitos de Xenopus incrementa esta misma conductancia (Kxeienkamp et al 1997)

La exposición a SOM también produce un cambio pequeño en la activación de las

comentes salientes en las neuronas espinosas medianas del estriado, sin embargo, dicho cambio

podría ser atribuido a la disminución en las comentes de calcio por SOM reportada en estas

células (Vilchis et ai 2002)

Por otro lado, la disminución de la fase lenta del PPH observada en condiciones control y

en presencia de TEA (fíg 9 y 12), puede explicarse por la inhibición de la comente saliente

provocada por la SOM en presencia de bloqueadores de canales BK (fig 11). Resultados que

sugieren una modulación de la SOM sobre los canales de potasio activados por calcio tipo SK

(fíg 12) o bien una inhibición de la entrada de calcio que activa estos canales. La reducción parece

ser selectiva para los canales SK ya que en presencia de apamina se ocluyó el efecto de la SOM

sobre la fase lenta del PPH (fig 14). Funcionalmente, la disminución de las comentes a través de

los canales SK provoca una reducción en la adaptación de la frecuencia de disparo, encontrándose

así un incremento en la excitabilidad neurona! (fig 9B) Sin embargo, cuando se asocia a un

aumento de la corriente debida a los canales BK, el disparo comienza a presentar fallas

Los mecanismos por los que estos canales son modulados no se conocen, sin embargo,

resultados previos indican que la SOM inhibe la entrada de calcio a las células modulando

negativamente los canales de calcio voltaje dependientes en diferentes tipos celulares (Wang et al

1990, Ayoub y Matthews 1992, Tallent et al 1996, Traína et al 1996, Viana y Hille 1996,

Glassmeier et al 1998, Traína y Bagnoli 1999, Akopian et al 2000, Petrucci et al 2001, Vilchis

etal. 2001).

Tomados juntos estos hallazgos, sugieren que la modulación de los canales de potasio

dependientes de calcio por SOM, pueden ser un resultado de la modulación de las corrientes de

calcio En efecto resultados previos en las neuronas de proyección neoestriatales, han

demostrado que los canales de potasio dependientes de calcio son selectivamente activados por e!
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influjo de calcio a través de canales de calcio voltaje dependientes tipo N, Qy R (Vilchis et al

2000).

El acople funcional de los canales de calcio y de potasio que dependen de calcio puede ser

parte de los mecanismos de modulación selectiva pata la secreción del neurotiansmisor

No obstante, el aumento de la comente BK por ia SOM, no puede ser explicado

directamente por la inhibición de la entrada de calcio a las células El enlace funcional entre los

canales BK y los canales de calcio tipo N, se ha reportado en varios tipos celulares (Viana et al,

1993, Wisgrida y Dryer 1994, Sah 1995) Los canales BK tienen baja afinidad por el calcio, son

muy sensibles al voltaje y se requieren altas concentraciones del quelante BAPTA para bloquear

su activación (McBumey y Neering, 1987), sugiriendo que estos canales se colocalizan (Robitaille

1993, Naragui y Neher, 1997) Lo anterior está de acuerdo con el papel funcional de los canales

BK permitiendo que ellos se activen durante la fase de caída del potencial de acción para producir

la repolarización de la membrana del soma y la generación del PPH (Pineda et al 1992, Vilchis et

al. 2000)

Adicionaímente, resultados previos en las células GH^C, demuestran un aumento en la

comente de potasio por desfosforilación de los canales BK, mediada por la acción de la fosfatasa

PP2A, mecanismo que involucra la activación de la PLA2 (White et al 1991, Duerson et al

1996) Resultados similares han sido reportados en las neuronas piramidales del hipocampo,

donde la SOM estimula la activación de los canales BK a través de la acción de la 5-lipooxigenasa

(Schweizer et al. 1993) Por lo tanto» la activación de los canales BK en las neuronas espinosas de

proyección del neoestriado, a pesar de la disminución en la entrada de calcio, puede ser mediada

por un efecto de la SOM sobre estos canales, que probablemente involucre alguna vía del ácido

araquidónico (Duerson et al 1996)

El PPH regula directamente la adaptación en la frecuencia de disparo de las neuronas del

neoestriado, y es así un determinante principal de la excitabilidad neurona! (Rosenthal 1988,

Galarraga et al 1989, Pineda et al 1992) Actualmente se conoce que la aplicación de un pulso de

corriente supraumbral en estas células, produce un disparo tónico, sin mostrar mucha adaptación

en la frecuencia de disparo (Pineda et al 1992) La adición de bloqueadores de canales de calcio

de tipo no-L, así como de los de potasio activados por calcio, provocan un aumento en la

frecuencia de disparo (Pineda et al 1992) Los resultados obtenidos muestran que el PPH es

modulado por la SOM (fig 9), sin embargo, cabe enfatizar que dicha modulación es compleja y se
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iefleja con cambios en el patrón de disparo de estas neuronas, ya que en algunas células se

encontró un aumento transitorio en la frecuencia de disparo (fig. 9), mientras que en la mayoría se

encontró una disminución de dicha frecuencia y con un cambio en el patrón de disparo de una

forma regular a otra irregular (fig 15B)

Las células en las que se presentó el disparo irregular se caracterizaron por presentar

oscilaciones de la membrana con disparos en forma de ráfaga seguida por periodos de fallas (fig

I5B), I-a modulación diferencial de las conductancias que participan en la generación del PPH,

pueden fundamentar la tendencia a ias fallas de estas células en presencia de SOM (fig I5B) El

aumento de la corriente de potasio activada por calcio tipo BK (fig 11) junto con ia disminución

en las conductancias de los canales tipo SK (fig 11), puede contribuir directamente a la

generación de ráfagas de alta frecuencia con periodos de silencio (fig 15B)

Modulación de las corrientes de calcio por la SOM

En las neuronas de proyección del neoestriado, las comentes de potasio activadas por

calcio son preferencialmente activadas por calcio que entra a las células a través de canales de

calcio voltaje dependientes, particularmente de los tipos N y los Qt ya que el bloqueo de estos

canales con toxinas específicas reduce significativamente el PPH en estas células (Vilchis et al,

2000)

Por lo anterior decidimos estudiar la modulación de los canales de calcio por la SOM,

encontrando que este péptido modula el potencial de calcio generado por la aplicación de altas

concentraciones de TEA (20 mM), el cual bloquea la repolarización del potencial de acción

produciendo un potencial de calcio (Kita et al. 1985, Galarraga et al 1989, Bargas et al 1989). La

disminución en la duración del potencial de calcio observado debe ser el resultado de la

modulación de los canales de calcio como en otros tipos neuronales (Ikeda et al 1989, Wang et

al 1990, Scharfman 1993, Fujji et al 1994, Meriney et al 1994, Ishibashi et al 1995, Tallent et

al 1996, Viana y Hille 1996, Bohehm y Betz 1997, White et al 1997) El efecto de la SOM es

directo ya que en presencia de TTX se siguió observando una disminución en la duración del

potencial de calcio provocado por TEA

Las corrientes de calcio en las neuronas de proyección se llevan a cabo a través de canales

de calcio voltaje dependientes de los tipos N, P/Q, L y R (Bargas et al 1994)

Los presentes resultados muestran que la SOM inhibe las corrientes de calcio en las
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neuronas del neoestriado, en concordancia con los reportados en otros tipos neuronales (Wang et

al 1990, Tallent et al 1996, Viana y Hille 1996, Bohehm y Betz 1997) Encontramos que la SOM

selectivamente inhibe los canales de tipo No-L, es decir, los canales N, P/Q y probablemente los

R Al igual que en las neuronas de la amígdala de la rata (Viana y Hille 1996) y en neuronas del

hipocampo (Ishíbashi y Akaike 1995), se encontró modulación por SOM de los canales sensibles

a co-CgTx GVIA y o-Aga-IVA, antagonistas de los canales N y P/Q, respectivamente Por otra

parte, se ha reportado que la SOM reduce la comente de calcio tipo L en varias preparaciones

incluyendo a las células bipolares de la retina del pez dorado (Ayoub y Matthews 1992) y los

fotorreceptoies de la retina de la salamandra (Akopian eí al 2000) Interesantemente, la SOM

reduce la corriente de calcio L en bastones peio la incrementa en conos (Akopian et al 2000) En

contraste a estos resultados nuestros datos muestran que la SOM no tiene ningún efecto sobre los

canales de tipo L en neuronas del neoestriado (Vílchis et al.. 2001)

La reducción de la comente de calcio N y P/Q, por la SOM, en las neuronas espinosas

medianas puede explicar la inhibición de la fase lenta del PPH encontrada en nuestras células (fíg

8A) Como se ha mencionado con anterioridad, esta fase se debe a la activación de canales de

potasio activados por calcio SK, los cuales presentan una alta sensibilidad al calcio, son

insensibles al voltaje y presentan una conductancia unitaria pequeña de alrededor de 5-20 pS

(Lancastei et al. 1991) Dado que la activación de estos canales requiere de la entrada de calcio

extraceluiar a través de los canales de calcio dependientes de voltaje , específicamente los N y los

P/Q (Vilchis et al 2000), se sugiere que la SOM pudiera estar ejerciendo sus efectos sobre los

canales SK de manera indirecta a través de la inhibición de los de calcio

Las múltiples acciones de la SOM, pueden ser mediadas a través de la activación de 5

tipos de receptores acoplados a proteínas G; sin embargo, debido a la inexistencia de agonistas y

antagonistas específicos no se determinó el tipo de receptor que media estas respuestas, aunque

no se descarta la posibilidad de que sean varios tipos los que están regulando las conductancias

que participan en el disparo de las neuronas espinosas medianas No obstante, los resultados

encontrados se deben a la activación de los receptores a SOM ya que en presencia del antagonista

de los receptores a SOM el CPP-1, no se encontró ninguna respuesta Estudios posteriores se

requieren para conocer cuál o cuales receptores así como los mecanismos celulares, que están

involucrados en la regulación de las propiedades de disparo de estas neuronas

Adicíonalmente, cabe mencionar que aunque se ha reportado que los receptores a SOM se

38



desensibilizan (Hipkin et al 1997), nosotros no observamos esta respuesta ante la aplicación del

péptido

Los resultados en conjunto demuestran que las neuronas de proyección del neoestriado

son blanco de modulación por la SOM, la cual es sintetizada y liberada por interneuronas

somatostatinérgicas

Implicaciones Funcionales

En los ganglios básales el mayor número de neuronas que contienen SOM se encuentran

en el neoestriado Son las interneuronas somatostatinérgicas que comprenden el 1% de la

población celular de este núcleo y que además son GABAérgicas (Kawaguchi et al. 1995) La

coexistencia de la SOM con el GABA, puntualiza un papel de la SOM como un co-transmisor del

GABA en un circuito local

Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que la SOM puede actuar como un

neuromodulador regulando la frecuencia de disparo de las neuronas espinosas medianas, a través

de la modulación de diferentes conductancias que participan en la generación del mismo Los

cambios observados en las propiedades del disparo de estas células, pueden resultar en

modificaciones de la liberación del neurotransmisor De hecho, en experimentos de superíusión se

ha mostrado, que la SOM-14 inhibe o aumenta la liberación de GABA-3H en el estriado de la rata,

de una forma dosis dependiente Parece ser que los efectos inhibitorios ocurren a nivel

presináptíco, mientras que el aumento se debe a una acción postsináptica (Meyer et al 1989)

Adicionalmente, los datos sugieren que las interneuronas somatostatinéigicas pueden actuar

produciendo una inhibición retroalimentadora en el neoestriado

Por otro lado, diversas evidencias clínicas y de comportamiento indican una interacción

entre los sistemas somatostatinérgicos y dopaminérgicos, sugiriendo que la SOM está

involucrada en la modulación del control motor mediado por dopamina (DA) Se ha reportado

que la SOM aumenta la liberación de la DA en el estriado de la rata (Chesselet y Reisine 1983)

Además se ha encontrado que la activación de los receptores Di y D2 a DA, incrementan la

actividad del sistema receptor-efector somatostatinérgico en la corteza frontoparietal de la rata

(Izquierdo-Claros et al 2000) Resultados que sugieren que la SOM puede regular de manera

indirecta las respuestas mediadas por la dopamina Por último, recientemente se ha reportado la

colocalización de los receptores de SOM y DA en subgiupos neuronales, adicionalmente se ha
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demostrado que ambos receptores pueden formar hetero-oügómeros, para crear un nuevo

receptor con actividad funcional propia en neuionas del neoestriado (Rocheviiie et al 2000)

Por último las implicaciones funcionales de la modulación de las diferentes conductancias

iónicas poi la SOM, deben ser consideradas para la sintesis de fármacos necesarios paia el

ti atamiento de enfermedades motoras tales como la corea de Hungtington y el mal del Parkinson



CONCLUSIONES

* La SOM inhibe las comentes de calcio, a través de la modulación de los canales tipo
P/Q, los N y probablemente los R

* La SOM modula diferencialmente las comentes de potasio dependientes de calcio,
activa a los canales BK e inhibe a los canales SK

* Los cambios en las conductancias de potasio producen un aumento en el PPH rápido y
una disminución en el PPH lento

* El efecto de la SOM sobre las corrientes de potasio y calcio se refleja en una respuesta
compleja en la frecuencia y el patrón de disparo de las neuronas, ya que en algunos casos
se observó un aumento en la frecuencia, mientras que en otras se produjo un disparo
irregular

* La SOM ejerce acciones complejas sobre las neuronas de proyección a través de la
activación de sus receptores, por lo que se espera que los análogos de éste péptido
tengan efectos profundos sobre !as funciones motoras controladas por los ganglios
básales
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