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RESUMEN

La somatostatina (SOM) es un péptido que se distribuye por todo el sistema nervioso
central y periférico, inhibe la secrecion de hormonas vy funciona como un neuromodulador con
efectos sobre 1a actividad locomotora v las funciones cognoscitivas, Las acciones de la SOM son
mediadas a través de la activacion de 5 tipos de receptores acoplados a proteinas G (SSTRI-3)
Este péptido modula cotrientes de potasio y de calcio en neuronas, en células endocrinas y en
lineas celulares tales como la linea celular de pituitaria AtT-20 v en células PC12

En el neoestriado la SOM es sintetizada y liberada por interneuronas medianas no
espinosas. Se ha reportado que la SOM, modula la liberacion de GABA y dopamina en este
nicleo Estos efectos pueden ser el resultado de la modulacién 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 nevestriado :

Se llevaron a cabo registros de fijacidn de voltaje en neuronas espinosas medianas en la
configuracion de célula entera. Las correntes 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 aplicacién
de SOM a una concentracion de 1 uM incrementd fa corriente saliente en un 39%  Por otro lado,
en presencia de TEA 1 mM (bloqueador de canales BK), la SOM redujo la cotriente un 24%.
Estos resultados muestran una modulacion diferencial de la corriente salienie por la SOM. En
presencia de apamina (bloqueador de canales SK), la SOM produjo un incremento del 59% en la
corriente.

Debido & que uno de los efectos.de Ja SOM mas ampliamente reportados es Ja modulacion
de las corrientes de calcio y dado que la reduccién en la concentracion intracelular de calcio,
puede afectar varios procesos celulares dentro de los cuales estd la activacion de los canales de
K', se estudio la modulacién de los canales de calcio por SOM.

La SOM redujo las corrientes de calcio en un 35%, asi como los potenciales de calcio en
un 24% Esta accion es producida en presencia de TTX y es bloqueada por un antagonista de la
SOM (cycio-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 fa SOM modula preferencialmente los canales de calcio tipo P/Q y en menor grado
los tipo N v R, sin tener efecto sobre los canales tipo L.

Tanto las corrientes de calcio como las de K dependientes de calcio participan en la
generacién del postpotencial hiperpolarizante y debido a que la SOM modula ambas en estas
células investigamos los efectos de ésta sobre el patrén de dispare de las células La SOM redujo
fa amplitud del postpotencial hiperpolarizante un 39%, lo cual provocd en algunas céfulas un
aumento en el disparo de las céluias mientras que en otras se produjo un disparo itregular.

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



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

periférico, en el tracto gastrointestinal, en el pancreas endocrino ¥ en c€lulas de la tiroides (Patel,
1992, 1999). En el sistema nervioso central, se expresa en estructuras tales como el hipotalamo,
corteza, hipocampo, talamo, tallo cerebral, estriade y médula espinal (Brazeau, 1972; Reichlin,
1983; Epelbaum, 1986).

Este péptido participa en la regulacion de la liberacion de un gran nimero de hormonas y
neurctransmisores, inhibe ka secrecidn de la hormona de crecimiento, de la hormona estimulante
de la tiroides y de prolactina de la pituitaria; asi como de 1a insulina v el glucagon del pancreas
{Brazeau, 1972; Reichlin, 1983; Epelbaum, 1986).

La SOM funciona como un neuromodulador en el cerebro con efectos sobre funciones
auténomas, sensoriales, locomotoras v cognoscitivas (Reichlin, 1983; Epelbaum, 1994; Patel,
1992) Modula la liberacién de dopamina en el cerebro y en particular en el estriado (Chesselet,
1983), asi como de GABA en el mismo estriado (Mever, 1989), de serotonina en la corteza,
hipocampo e hipotilamo (Tanaka, 1981), de norepinefiina (Gothert, 1980), de la hormona
liberadora de la tirotropina y de la misma somatostina en el hipotalamo

Existen 2 formas biologicamente activas, la SOM-14 y la SOM-28, que pueden o no,
 actuar en forma similar {(Wang et al 1989, Dryer et al 1991, Schweizer et al 1993)

SINTESIS

La SOM es sintetizada a partir de una molécula precursora -la preprosomatostatina-
(Goodman et al,, 1980, 1983). En mamiferos sdlo un gene que se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 3, codifica para esta pre-prohormona de 116 aminoécidos, la cual es sintetizada en el
reticulo endoplésmico rugoso, y es directamente liberada al lumen del reticulo donde la regién
amino terminal del péptido lider es eliminada por la accidn de una proteasa especifica (Walter et
al, 1984). Entonces, la prohormona de 92 aminodcidos es transportada al aparato de Golg,
donde es empaquetada en vesiculas secietorias. Bn estas vesiculas sufie 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 endoproteoliticas Furin, PC1/PC3, PC2,
PACE-4, PC4 v PCS/PC6 (Seidah, et al, 19%0; Seidah, 1993). El rompimiento toma lugar en
residuos monobasicos y dibasicos (Brakch, et al, 1993). En general, parece que la
prosomatostatina es procesada diferencialmente dependiendo del tipo celular que la expresa

{Brakch et al 1995}



En neuronas y en ¢élulas del pancreas, el principal producto es la SOM-14, que se genera
por la accién de fa enzima PC-2 y en menor grado por la PC-1 (Brakch et al 1995, Patel, 1999)
Ademas, 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 ia accién de al 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 mas que un precursor de la SOM-14, representa del 20-30%
de la inmunoreactividad a SOM en el cerebro (Patel, 1999). Se ha demostrado, que en algunas
tegiones cerebrales tiene efectos fisioldgicos similares a la SOM-14, mientras que en otras
provoca respuestas distintas, ademas en algunos casos puede ser mas potente que la SOM-14

{(Mandarino et al. 1981) (fig 1).

i Preprosoma-
i tostatina

/

Somatosta-

Somatostatina-28 fina-14

Degradacion
Proteolitica

/ ul

Somatostatina-14

Somatostatina-28
(1-12)

Fig 1 Via de sintesis de la somatostatina, procesamiento proteolitico desde preprosomatostatina (Tomado
de Schindler et al. 1996),
3



RECEPTORES

Los efectos intracelulares causados por la SOM son mediados por una familia de cinco
receptores relacionados, los cuales pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G (Bell y Reisine, 1993; Hoyer, 1994), son denominados sstr1-5 Se’agrupan en 2 clases
dependiendo de su estructura y sus caracteristicas farmacoldgicas La clase SRIF-1 comprende los
subtipos SSTR2, SSTR3 y SSTRS; mientras la clase SRIF-2 comprende las subtipos SSTR1 y
SSTR4 (Hover, 1994; 1995) (fig 2). La diferencia principal entre estas 2 clases de receptores es
su alta afinidad para ciertos andlogos cortos de la SOM, tales como el octreoctido vy el octastin,
asi como el efecto de diferentes jones sobre la unidn de los ligandos, se ha demostrado que altas
concentraciones de magnesio y bajas de sodio afectan la union del radioligando hacia los distintos

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

Receptores a Somatostatina

SRFI

SRFi1 SRFI2

| | ]

sstr2] [sstr3] |sstr5 sstri1| |sstrd

Fig 2 Clasificacion de los receptores de somatostating.

Se han identificado 5 genes para los receptores a SOM, los cuales estin segregados en
cromosomas diferentes Los genes de los receptores 1, 3, 4, y 5 carecen de intrones clasicos El
gene del receptor 2 muestia un intron criptico en el segmento 3°, el cual da 2 variantes por

procesamiento alternativo, una forma larga SSTR-2A y una corta SSTR2B (Patel et al,, 1993;



Vanetti et al., 1992). Estas variantes solo difieren en la longitud de su dominio citoplasmatico
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 glucosilacion en su segmento
amino terminal v en su segunda asa extracelular Todos los receptores se caracterizan por tener de
3 a 8 sitios de fosforilacién por la proteina cinasa A (PKA), la cinasa C (PKC), vy la calmodulina
cinasa II, en el carboxilo terminal y en la segunda y tercera asa intracelular Los receptores
hSSTR 1, 2, 4 v 5, muestran una region de 12 aminoacidos cisteina en el séptimo segmento
transmembranal, el cual puede ser un sitio potencial de anclaje a la membrana. La unidn covalente
de 4cido palmitico en esta posicién igualmente crea una cuarta asa citoplasmica. Resulta
interesante que aunque el hSSTR3m carece del anclaje a la membrana por palmitoilacién en
cisteina, presenta un carboxilo terminal mas largo que los otros miembros de la familia

Los 5 subtipos de receptores muestran un alto grado de conservacién estructural a través
de las especies del 94-99% de identidad entre los receptores del humano, de la rata y del raton
(Patel, 1995, Retsine, 1993)

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 mas selectivo para
SOM-28. Se ha propuesto, que la SOM se une a sus receptores a través de la interaccion tanto
con residuos hidrofobicos como cargados localizados en los segmentos transmembranales IH v
VIL con una contribucion potencial del asa extracelular 2 (Kaupmann,et al, 1995 ; Greenwood
et al, 1997). Debido a su gran longi.tud y flexibifidad, los ligandos naturales SOM-14 y SOM-28,
pueden presumiblemente adoptar una conformacidén que permite su interaccion con el sitio de
unién de sus 5 receptores

En la rata, se ha localizado el RNAm para SSTR1-5 en la corteza cerebral, estriado,
hipocampo, amigdala, bulbo olfatoric y area predptica (Bruno et al., 1994, Harrington, 1995;
Pérez v Hover, 1995). Sin embargo, de manera interesante el mensajero del receptor tipo 3 estz
preferencialmente distribuido en ef 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 inmunocitoquimica se ha reportado la presencia de
{os receptores SSTR-1 en las capas 2, 3, 5, y 6 de la corteza cerebral, en el drea CA2 y en el giro
dentado del hipocampo, en el hipotalamo, en el cerebro medio y en la capa granular de la corteza
cerebelar (Hervieu, 1998} La distribucién del SSTR2 en el cerebro de la rata muestra una rica

expresion en las capas 2, 3, 5 y 6 de la corteza cerebial, en los ganglios basales y en las areas 5



CA1-2 det hipocampo (Dournaud et al , 1996). Estudios de doble marcaje han sugerido que este

subgrupo se presenta preferentemente como autorreceptores sobre neuronas inMunopositivas a
SOM. El SSTR-3 se localiza predominantemente en las capas V y VI de la corteza cerebral v en
la capa granular del cerebelo (Kumar et al, 1996). Los receptores 4 y 5 se distribuyen en el

niicleo arcuato ventromedial y en la eminencia media (Kumar et al., 1999)

COMPUESTO ESTRUCTURA PRIMARIA RECEPTOR

SOM-28 ] lis-arg-glu-arg-pro-ala-met-ala-pro-asn-ala-ser-NH,

ala-gli-cis-lis-asn-fe-fe-trp SSTRS > 88TR1-4
I |

cis-ser-thr-fe-thr-lis

SOM-14 NH,-ala-gli-cis-lis-asn-fe-fe-trp SSTR1-4 > SSTRS
i

cis-ser-thr-fe-thr-lis

RC-160 Dfe-cis-tir-Dtrp SSTR3>>SSTR2, 3, 4
{vapreotido) W
trp-cis-val-lis
SMS-201-995 Dfe-c(cis-fe-D-trp-lis-thr-cig)-thr-o1 SSTR2>>88TR1, 3, 5
(octreotido)
BIM23014 Dbnal-cis-tir-Dtrp SSTR2=SSTR5>>
(fanreotido} LS S5TR1, 3, 4
thr-cis-val-lis
MK 678 c(N-me-ala-tir-D-trp-lis-val-fe) SSTR2>>88TR1-5
(siglitido)

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

ACOPLAMIENTO A PROTEINAS G Y SISTEMAS DE TRANSDUCCION.

Los receptores a SOM provocan sus respuestas celulares a través de la modulacion, unida
a proteinas G, de miltiples sistemas de segundos mensajeros, incluyendo adenilato ciclasa, canales
idnicos de calcio y potasio, el antiportador de Na*/K', la guanilato ciclasa, 1a fosfolipasa C, la
fosfolipasa A2, la MAP cinasa, la serina/trecnina y la fosfotirosil protein fosfatasa (Patel et al,
1995, 1997, Reisine, 1993). Los receptores de SOM, son potentes inhibidores de la adenilato

ciclasa v la formacion de AMPc, a través de la activacion de todas [as subunidades Goi



Se sabe que la interaccién de la proteina G con el receptor (tipos 2, 3, 4, 5}, se lleva a
cabo con la tercer asa citopldsmica Adn, no se conoce el dominio de unién de esta proteina con el
receptor del subtipo 1. El SSTR2A purificado de GH,C, y expresado en células CHO, es capaz de
asociarse con Gail, Gai? y Gedd (Luthin et al. 1993, Gu et al 1997). El SSTR3 interactia con
Goil, Gui2, Goi4 y Gaib. Las proteinas G especificas que se asocian con los otros subtipos atn
no se determinan (fig. 3)

Los receptores nativos de SOM, estan acoplados a varios 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 afta conductancia (BK) (White et al. 1991).

La activacion de los canales de potasio por el receptor a SOM, induce hiperpolarizacion
de la membrana, conduciendo a una reduccién en la entrada de calcio (fig. 3). Adicionalmente a
este efecto indirecto, la SOM actia directamente sobre canales de calcio. (Wang et al. 1990,
Meriney et al 1994, Ishibasht y Akaike 1995, Tallent et al. 1996, Viana y Hille 1996, Bohehm y
Betz 1997)

El efecto de la SOM sobre los canales de calcio y de potasio puede ocurris adicionalmente
a través de la desfosforilacion de las proteinas del canal después de la activacion de una
serina/treonina fosfatasa (White et al. 1991). Ademds, la SOM puede inhibir corrientes de calcio a
través de la induccidn de GMPc, el cual activa una proteina cinasa G (PKG), con la inhibicidn
dependiente de fosforilacion (Meriney et al 1994). La SOM activa un nimero de fosfatasas tales
como la serina/treonina fosfatasa y la calcineurina fosfatasa dependiente de calcio (Buscail et al
1994, 1995, Florio et al. 1994, 1996; Reardon et al 1997), fig 3.

Otra via de sefializacion que se ha descrito para los receptores a SOM, incluye la
formacion de IP3 mediado por la fosfolipasa C en astrocitos, en células CHO y en misculo liso
{Marin et al. 1991, Murthy et al 1996)

La via de la fosfolipasa A2 es otra fuente de mediadores implicados en la transduccion de
sefales de la SOM, esta enzima cataliza la liberacion de acido araquidénico, produciendo varios
eicosanoides a través de la activacion de 2 vias metabdlicas principales, la via de [a
ciclooxigenasa para formar prostaglandinas y tromboxanos v la via 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 dcido araquidénico per se y ciertos acidos grasos

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



SOM

\ ca2+
A <
mermbrana
o
Iy
Ptx
SOM Ca?*
B membrana
Pix GMPe —(—)——vamasa
SOM Ca*
C X
\'\ PKA/ \
14519, . x AM?o/'
» PKC
30M
Y i
D membrana
GIRK1
-
4
Pix
SOM K
E . membina
BK
\_) (+)

Ac araqmdomco —_—l

A B PPZA

5. LOX 12- LOX Prostaglandmas

Lcuootnenos

Fig 3. Algunas de las posibles vias de sefializacién intracelular activadas por la SOM.



LOS GANGLIOS BASALES

Los ganglios baszles (GB), comprenden un grupo de niicleos subcorticales que estin
involucrados en una variedad de procesos incluyendo funciones motoras y cognoscitivas Una de
sus principales funciones es la de integrar informacién sensoriomotora, asociativa y limbica Los
GB se piensa que conirolan los movimientos por un deficado balance de su transmision, a través
de dos circuitos que conectan los nicleos de entrada y de salida (las vias ditecta e indirecta), las
cuales son afectadas en procesos patofisiologicos tales como la enfermedad del Parkinson o la
corea de Hungtington (Wilson, 1998).

Los GB estan constituidos por el neoestriado, el globo pilide (interno y externo), la
substancia negra (pars compacta y reticulata) y el nicleo subtalamico (Fig. 4) La principal
entrada a los GB se deriva de las células de la corteza cerebral, que proyectan de manera
topografica al neoestriado, donde la informacidn es procesada v es pasada a los nicleos de salida
de los GB, el segmento interno del globo palido y la substancia negra pars reticulata. Los GB a
través de las proyecciones de sus nicleos de salida, influencian asi la actividad del talamo, de la

corteza v de regiones premotoras corticales.

Corteza cerebral

(glu}
/‘).. ==<\'>
GPe DAy Talamo
(GARA}
SNe
’\Q (glu}
N GABA
STN| IRCL

Y
GPi/SNr 'm‘“'é PPN

Fig 4 Conexiones de los Ganglios Basales. Vias directa ¢ indirecta y nenrotransmisores involuctados:
ghitamato, GABA, encefalinas, dinorfinas, substancia P y dopamina. (Tomado de Arbib et al. 1998). @



NEOESTRIADO
El necestriado estd formado por los nucleos caudado, putamen y acumbens. Recibe

entradas sinapticas glutamatérgicas de las dreas motoras, sensoriales y de asociacién de la corteza
cerebral, de los nicleos intralaminares del talamo y del nicleo basolateral de la amigdala, asi
como dopaminérgicas de las neurcnas de la substancia negra pars compacia y serotoninérgicas
de las neuronas del nicleo rafé dorsal (Wilson, 1990).

En el neoestriado el 95% de la poblacion neuronal estd formado por las células de
proyeccion o espinosas medianas (Di Fligia, 1976} Estas células presentan un soma cuyo
diametro es de 12-20 um, del cual surgen de 4-5 dendritas primarias que presentan un gran
nimero de espinas. Su axon 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
arborizacion permite a las células de proyeccion participar en interacciones de circuitos locales
dentro del estriado (Park et al. 1980) Estas células sintetizan y liberan ¢l acido y~armino butirico
(GABA) como neurotransmisor {Ribak et al 1979; Fisher et al. 1986), ademds coexpresan un
numero de péptidos neurcactivos tales como la substancia P, encefalinas, dinorfinas y
neurotensinas No todos estos péptidos se encuentran en cada célula, sino que son contenidos en
subgrupos particulares de neuronas espinosas medianas En una newrona individual el GABA
coexiste con substancia P o encefalinas y/o dinorfinas. La coexistencia del GABA. con un péptido
dado esta en correlacion con su sitio blanco, asi las neuronas que contienen substancia P
proyectan al globo palido interno y substancia negra pars reficulata formando la via directa, la
cual entonces provecta al talamo. Por otro lado, las neuronas que presentan encefalinas proyectan
al globo palido externo formando la via indirecta, entonces este nacleo proyecta al nicleo
subtalamico (fig 4).

Ademas de las neuronas espinosas medianas existen cuando menos tres clases de
interneuronas, las cuales se diferencian con base en sus caracteristicas morfologicas v fisioldgicas
{Kawaguchi, 1992, 1995) (fig 5)

Las interneuronas de la primera clase {células de disparo rapido), disparan potenciales de
accion con un postpotencial hiperpolarizante de corta duracién A potenciales despolarizados
muestran un disparo repetitivo inducido por activacién siniptica Estas c€lulas son
inmunoreactivas a parvoalbimina (Cowan et al. 1990; Kita et al. 1990). Estas células ademas son
subdivididas en dos tipos morfolégicos, tas que presentan campos dendiiticos locales y las que
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tienen campos dendriticos extendidos. Los axones de ambos tipos tienen colateralizacion densa
dentro y cerca de sus campos dendriticos (fig 5)

Las células de la segunda clase se caracterizan por ser inmunoteactivas a la NADPH
diaforasa (Vinc'ent et al 1983) v a la 6xido nitrico sintetasa, enzima involucrada en la sintesis del
oxido nitrico (Dawson et al. 1991). Ademas, se conoce que estas células sintetizan somatostatina
y neuropéptido "Y" Estas neuronas presentan un didmetro de 12-25 pum y representan del 1-2%
de ia poblacion total. Se ha demostrado que reciben entradas sinipticas 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 hiperpolarizados (fig. 5)

La tercera clase incluye células de gran tamafio (30 pm), con postpotenciales
hiperpolarizantes de larga duracidn y fuerte rectificacidn hiperpolarizante (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 demas tipos de interneuronas son
GABAérgicas v presentan alta inmunoreactividad a la glutamato descarboxilasa (GAD), enzima
involucrada en la sintesis de este neurotransmisor.

Se ha reportado que ¢l neoestriado tiene una estructura modular, presenta islas
quimicamente diferentes llamadas "parches o estriosomas”, 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 v a los parches,
mientras que algunas a uno u otro compartimiento. Muchas de las proyecciones corticales al
estriado que llevan informacion sensorial y locomotora, terminan en la matriz, fa cual proyecta al
globo palido vy a la substancia negra pars reficulata. Las proyecciones limbicas terminan en los
estriosomas, entonces las células espinosas provectan a las neuronas dopaminéigicas de la
substancia negra pars compacta. Ademas las células de estos mobdulos nc se conectan
directamente, de esta manera las interneuronas son los candidatos para establecer las interacciones
entre los compartimientos.

Otras interacciones inhibitorias intraestriatales en el neoestriado incluyen las conexiones
laterates y recurrentes de las células de proyeccion. Esta inhibicion es solamente activada cuando
las c¢élulas de proyeccién disparan, produciendo inhibicion de las células aledafias (inhibicion

lateral; Park et al 198Q). 11



La actividad espontanea de las neurcnas de proyeccion registradas "in vivo" se caracteriza
por episodios de hiperpolarizacion mantenidos seguida por episodios de despolarizacidn
subumbral del cual pueden surgir potenciales de accién (Wilson, 1990, Wilson y Groves, 1980).
En registros de fijacidn de cotriente "in vitro", se ha observado que la aplicacidn de pulsos
despolarizantes de baja intensidad genera una rampa despolarizante con una duracidn de cientos
de milisegundos, en la cual al final se observa el disparo de un potencial de accién (Bargas et al
1689, Surmeier et al 1992} Cuando se aumenta la amplitud de los pulsos de voltaje se
incrementa la frecuencia de disparo (Pineda et al 1992). Dicha frecuencia es regulada por el
postpotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue al potencial de accién, que en estas células se
caracteriza por presentar una fase rapida que dura unos cuantos milisegundos, generado por la
activacioén de canales de potasio de alta conductancia (BK). Durante el potencial de accidn estos
canales se activan y repolarizan rapidamente la membrana, llevandola a potenciales mas negativos
que el potencial umbral La fase lenta del postpotencial es generada por los canales de potasio
dependientes de calcio de baja conductancia {S8K) (Pineda et al , 1992) Este tiene una duracion de
cientos de milisegundos y su curso temporal es el que determina el patrdn de disparo, asi como la
adaptacion de la frecuencia de disparo.

El PPH es blance de miltiples tipos de neuromoduladores que regulan la frecuencia y el

patrén de disparo neuronal,

Fig. SA Mortologia v fisiclogia de la neurona espinosa mcdiana de proveccion del necestriado. A la
izquierda se¢ muestra una reconstreccion del soma y dendritas proximales. A la  derecha se muestra &l
patron de disparo de la célula en respuesta a diferentes intensidades de estimulacidn (Tomado de

Flores-Hermandez gt al 1994)
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Fig 5B Interneuronas necestriatales A, Interneuronas inmunoreactivas a parvoalbumina, se han subdividido
en 2 clases morfoldgicas con diferentes campos dendriticos, muestran disparo repetitivo inducido por
activacidn siniptica a potenciales despolarizados B Interneuronas somatostatinérgicas, muestran espigas
de bajo umbral dependientes de calcio a potenciales hiperpolarizados. C Interneuronas colinérgicas
presentan didmetros de 30 pm Estas células muestran un postpotencial hiperpolarizante muy largo después
de un potencial de accién, (Tomado de Kawaguchi 1995).
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CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE CALCIO

El cambio en la concentracion intracelufar de calcio es un mecanismo de sefializacién que
estd acoplado a cambios en el potencial de membrana Estas sefiales son integradas por una
familia de canales de potasio activados por calcio, cuya probabilidad de apertura es incrementada
por la elevacidn del calcio intracelular, produciendo asi la hiperpolarizacién de la membrana. La
actividad de estos canales esta implicada en muchos procesos fisiologicos incluyendo la
newrosecrecion, la forma del potencial de accion y la adaptacion de la frecuencia de disparo Estos
canales difieren en su estructura primaria v exhiben diferentes conductancias vy perfil
farmacologico Cada subtipo juega un papel especifico en un proceso fisioldgico particular. Se
dividen en 3 subfamilias; BK, IK v SK.

CANALES BK

Los canales de potasio dependientes de calcio de alta conductancia (BK), contribuyen a la
repolarizacion del potencial de accion (Lancaster y Nichol 1987, Sah v MacLachlan 1991,
Christian 1994) y la fase rapida del PPH Presentan una conductancia muy alta (hasta 250 p5), se
activan por despolarizacion y por un incremento en la concentracién de calcio intracelutar (Sah,
1996). Estas propiedades explican su papel modulador de la actividad de los canales de calcio
voltaje dependientes con los que coexisten (Robitaille et al , 1993, Wisgrida y Dryer 1994, Sah
1992, 19935, Davies et al. 1996).

Estos canales son complejos de dos clases diferentes de subunidades, la subunidad o
formadora del pero ¥ una subunidad regulatoria B {Garcia Calvo et al 1994)

La subunidad o es codificada por un solo gene con algunas variantes por procesamiento
alternativo lo que genera diversidad funcional (Adelman et al 1992, TFseng-Crank et al, 1994)
Estructura del Canal

La secuencia primaria de los diferentes canales BK de mamiferos es casi idéntica v
muestran un alte grado de homologia en sus segmentos transmembranales (8$1-86), con los
miembros de la superfamilia de los canales de potasio sensibles a voltaje (Jan y Jan, 1997). La
homologia de los aminoacidos cargados positivamente en el segmento S4 que forman parte del
sensor de voltaje es particularmente notable; ademas, el perfil de hidrofobicidad sugiere la
presencia de otros 5 segmentos hidrofobicos, uno dentro del segmento amino terminal y los otros
4 en el carboxilo terminal (Meera et al, 1997) Se ha mostrado, que el segmento S0 del amino
terminal de la subunidad ¢t ¢s transmembranal, v ¢l resto de los residuos del amine terminal estan
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fuera de la célula (Meera et al, 19997). Los otros 4 segmentos S7-810, probablemente son
citosdlicos (fig. 6).

Se ha reportado, que el calcio aplicado internamente cambia la probabilidad de apertura
asociada al voltaje y la relacion carga voltaje a potenciales mds despolarizados (Cox et al , 1997)

Por otro lado, se ha sugerido que una region de 28 aminodcidos, con una gran cantidad de
aminoacidos cargados negativamente, principalmente aspartato, entre los segmentos S v S10
puede unir calcio v participar en la activacién Esta region es altamente selectiva para calcio, pero
se ha propuesto que deben existir otras regiones que unen calcio, que probablemente contribuyan
en la activacion por calcio (Schreiber y Salkoft, 1997)

La subunidad B se ha propuesto que atraviesa la membrana 2 veces, presentando su
amino y carboxilo terminal en el citoplasma. La coexpresion de la subunidad § con la « afecta la
sensibilidad al calcio, produciendo un cambio negativo en el intervalo de activacién Ademas, la
subunidad B afecta la union de caribdotoxina al canal (Hanner, et al. 1997) Aungue muchos
canales BK presentan ambas subunidades, parece que las P no forman obligatoriamente parte de
todos los canales (Hanner, et al. 1997, McManus et al 1995, Tanaka et al 1997).

La secuencia primaria de fa subunidad o muestra posibles sitios de fosforilacion (Toro et
al., 1998). La actividad de estos canales puede ser aumentada o disminuida por proteinas cinasas

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

8 o
poto
extracelular
NH, coCr
@ Mo
EREREIE
Sensor de
calcio

Fig. 6 Modelo estructural del canal de potasio dependiente de calcie de alta conductancia (BK) La
sutnmidad o formadora del poro ¥ la B reguladora. El sensor de calcio se ha propussto que se encuentra
entre ¢l sepmento S9 v $10 (Modificado de Cox et al, 1997)

15



CANALES SK

Los canales de potasio dependientes de calcio de baja conductancia (SK) juegan un papel
findamental en todas las células excitables ya que participan en la generacion del postpotencial
hiperpolarizante lento (PPH), regulando la adaptacion y la frecuencia de disparo neuronal. Estos
canales son insensibles al voltaje y sor activados por un incremento en las concentraciones
intracelulares de calcio. La activacion de estos canales causa la hiperpolarizacidon de 1a membrana,
inhibiendo el disparo de las células Presentan una estructura molecular similar a la de los canales
dependientes de voltaje y a los BK (Kahler et al 1996).

Los canales SK pueden ser 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 concentracién media maxima de 60 pM, mientras que los canales SK1 no son
afectados por 100 nM de apamina (Kohler et al. 1996). Por otro lado, los canales 8K3 presentan
una sensibilidad intermedia de 1 nM La sensibilidad a apamina es mediada por 2 residuos,
aspartato y asparagina, que se encuentran en lados cpuestos en la region formadora del poro
(Ishii, 1997)

LLos canales sensibles a apamina presentan una conductancia que va de 4-14 pS y se
encuentran en pricticamente 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 intracelular
Se ha determinado que los canales SK sensibles a apamina requieren de una concentracion media
maxima de 400 a 800 nM de calcio para su activacidn, mientras que en los insensibles a apamina
va de 600 a 700 nM (Kohler et al 1996) Ademas, se ha sugerido que se requiere la union al canal
de més de un solo jon calcio para su activacion y que el sensor de calcio es una moiécula de

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

Estructura del Canal
Las subunidades del canal SK presentan 6 dominios transmembranales con el amino y

carboxilo terminal citoplasmicos, los cuales presentan un gran nimero de sitios de fosforilacion.
La mayor homologia que presentan con otros canales de potasic estd en la region formadora del
poro, entre los segmentos transmembranales 5 y 6 {Heginbotham et al., 1994). Interesantemente
este canal no presenta sensibilidad al voltaje para su activacion (Kéhler‘ et al. 1996, Lancaster et
al 1991), aunque su 4° segmento transmembranal contiene wvarios residuos cargados

positivamente, como los encontrados en los canales sensibles al voltaje (Jan y Jan, 1989), fig.7. 16
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Fig. 7. Estructura molecular de los canales SK Estos canalcs presentan una topologia similar a la de oteas
familias de canales de potasio, con seis dominios transmembranales v la 1egién formadora del poro entre
los segmentos 85 y S6 No existe un dominio de unidn a calcio, pero los canales SK presentan calmodulina
unida constitutivamente en la regidn carboxilo terminal, que finciona como un sensor de calcio.

CANALES 1K

Este grupo de canales es muy diverso, con una gran variabilidad en sus propiedades
farmacologicas vy electrofisiologicas. Son insensibles al voltaje, presentan una conductancia eatre
25y 135 pS y su sensibilidad at calcio es mayor a la mostrada por los canales BK, pero mencra la
observada para los canales SK. Se ha estudiado su perfil farmacologico y se ha encontrado que
son sensibles a caribdotoxina, clotrimazola y TEA, pero son insensibles a apamina ¢ iberiotoxina
(Latorre et al, 1989; Ishii et al, 1997; Joiner et al, 1997); sin embargo, como es un grupo
altarmnente heterogéneo no se conocen bloqueadores especificos

En las neuronas de proyeccion del neoestriado, las corrientes de potasio activadas por
calcio son preferencialmente activadas por calcio que entra a las céiulas a través de canales de
calcio voltaje dependientes, particularmente los N v @ Fl blogueo de estos canales con toxinas

especificas 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 despolarizacion de 1a
membrana son miembros de ua superfamilia de genes de canales idnicos Diversos estudios
-electrofisioldgivos han revelado diferentes corrientes de caleio denominzdas tipo L, N, P/Q, Ry T
17



Las corrientes de calcio tipo L (o5 , ¢ ), $€ caracterizan por su activacidn a voltajes altos,
por su lenta inactivacion voltaje y calcio-dependiente, por su marcada regulacion por fosforilacidn
e inhibicion especifica por diferentes drogas antagonistas tales como las dihidropiridinas,
fenilalquilaminas y benzotiazepinas (Reuter 1983) Estas corrientes participan en la liberacion de
hormonas en las células endocrinas, en la regulacion de expresion de genes y en la integracién de
las entradas sindpticas en las neuronas (Bean 1989).

Las corrientes tipo N {o,, ), se distinguen por su dependencia al voltaje intermedia, y mas
rapida inactivacion (Nowycky et al 1985). Son bloqueadas por el péptido de un caracol marino,
la @-Conotoxina GVIA (McCleskey et al. 1987, Tsien et al 1988).

Las corrientes tipo P fueron primero registradas en las células de Purkinje (Llinas et al
1989) y se distinguen por su alta sensibilidad a la toxina de arafia ®-Agatoxina [IVA (Mintz et al.
1992). Las corrientes tipo Q se registraron inicialmente en neuronas granulosas de cerebelo
{Randall y Tsien, 1993) y son blogueadas por la misma toxina que las P pero con menor afinidad
Ambos canales provienen del mismo gene (e, )

Las corrientes tipo R (o) son resistentes a los tipos de bloqueadores orgéanicos y a las
toxinas bloqueadoras de los otros canales de calcio (Randall y Tsien 1995), y existen multiples
subtipos (Tottene et al 1996)

Las corrientes tipo T se activan 2 potenciales mas negativos, se inactivan rapidamente y
son sensibles a niquel (Carbone y Lux 1984, Nowycky et al. 1985)

Este perfil farmacolégico es el principal método utilizado para distinguir entre los
diferentes tipos de comientes de calcio (tabla 2)

Estructura del canal

Los canales de calcio se han caracterizado bioquimicamente como proteinas complejas
compuestas de 4 6 5 subunidades distintas (o, B, «25 v ¥), las cuales son codificadas por miitipies
genes (fg 8).

La subunidad ot (de la que existen 10 isoformas diferentes) es una proteina de cerca de
2000 aminoacidos, organizada en 4 dominios repetidos (I a IV), cada uno de los cuales contiene 6
segmentos transmembranales, y un as2 asociada a membrana entre los segmentos S35 y 86, que
incorpora €l poro de conduccidn (Tanabe et al 1993) Los segmentos 34 de cada dominio
homdlogo sirven como un sensor de voltaje para su activacion, moviéndose hacia fuera y rotando
bajo la influencia del campo eléctrico, iniciando un cambio conformacional que abre el poro. Los

segmentos S5y 56 y el asa que los une forman el poro y contienen dos glutamatos encada 18



dominio, que se requieren para ia selectividad al calcio. El poro interno es delineado por el
segmento 56, el cual forma el sitio receptor para los antagonistas de los canales (Catterall 1995).
Adicionalmente esta subunidad contiene sitios de regulacién por segundos mensajeros

La subunidad B intracelular, de la cual se han identificado 4 genes diferentes (Pérez-Reyes
y Schneider, 1995), modula la cinética de activacién e inactivacion del canal (Hoffman et al
1994), ast la asociacion con diferentes subunidades B puede alterar la fincidn de una subunidad o
de manera substancial (tabla 2).

La subunidad o2 es una proteina extrinseca que tiene muchos sitios de glucosilacion y
varias secuencias hidrofébicas (Ellis et al ,1988), esta unida a través de enlaces disulfuro a la
subunidad 6 (Gumett et al 1996). La subunidad  se sintetiza a partir del mismo gene que 2 y la
forma madura de estas dos subunidades es producida por procesamiento proteolitico
post-traduccional (De Jongh et al 1990, Jay 1991) Se han identificado los genes que codifican
para 4 isoformas del complejo w238 (Klugbauer et al 1999), sin embargo, las diferentes isoformas
tienen relativamente poco efecto sobre la dependencia al voltaje v la expresién del canal

Por otro lade se conocen 2 subunmidades v diferentes, estas son glucoproteinas de 4
segmentos transmembranales (Jay et al 1990), que tienen un efecto pequefio, 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 farmacoldgica y electrofiosioldgica de los

canales de calcio surge de la existencla de maltiples formas de la subunidad «l

@2
A
b al W
- - FHN 5
I n ne w =
) extracelular
itopla;
LN €0, +H;N E] J’%J‘Cﬂz I‘ clloprasma
HN co,

Fig 8A. Estructura del canal de calcio (Ca, 1) purificado de masculo esquelético (Tomado de Caterall,

2000). 19
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Fig 8B. Modelo de la estructura tridimensional de un canal de calcio tipo L, de misculo ésquelético de
concjo {Tomado de Randall y Benham 1999)

Clasificacién de los canales de calcio

Recientemente los canales de calcio se han reclasificado con base en la homologia de las
diferentes subunidades ol que los conforman. Se han dividido en 3 familias estructural y
funcionalmente relacionadas: la Ca,l que comprende a los canales de calcio tipo L, formados por
las subunidades o, O Oy ¥ Oy 12 Ca,2 con las subunidades o, para los canales P/Q; la
o, paralos Nylae;paralosR y Ca,3 con las subunidades ag, o, ¥ an. para los canales tipo
T (tabla 2) (Ertel et al. 2000, Stotz y Zamponi 2001).

La secuencia de aminoécidos completa de las subunidades dentro de una familia presenta
mas de un 70% de identidad, mientras que entre familias es menor a un 40%, aunque la subunidad
al de los canales tipo T presenta menos de un 25% de identidad (Pérez-Reyes et al, 1998).

La diversidad en la estructura y funcion de los canales de calcio es substancialmente
aumentada por miltiples subunidades § de las que se han identificado 4 genes, cada uno de los
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cuales puede producir iscformas adicionales por procesamiento alternativo (Pérez-Reyes y
Schneider, 1995)

Las diferencias estructurales entre lag 3 clases de subunidad a1, se reflejan en diferencias
marcadas en su regulacion. La familia de canales Ca,1 es regulada principalmente por
fosforilacion a través de cinasas y fosfatasas activadas por segundos mensajeros. En contraste la
familia Ca,2 es regulada por umién directa de proteinas G (Hille 1994, Ikeda y Dunlap 1999,
Jones y Elmslie 1997) y proteinas SNARE (Stanley y Mirotznik 1997) Por otro lade, la inhibicion
de estos canales por proteinas G puede ser revertida por fosforilacion mediada por proteina cinasa
C (Swartz 1993, Zamponi et al 1997} Se conoce poco de la regulacion de la familia Ca, 3 por
fosforilacion {Catterall 2000).

Canal Clasificacion  Clasificacion  Perfil de Farmacdlogia Subtipo de  Efectos sobre
con base enla Numérica inactiva- subunidad f la inactiva-
subunidad o cién cion

P alA Ca,2.1 muy lenta  @-AgaTx-TK B1b La acelera
(t 2 seg)
Q ala Ca,2.1 lemta  o-AgaTx-TK B2a La enlentece
(t 1 seg)
N alB Ca,22 rapida  o-CgTx GVIA B3 La acelera
{t 50-80
ms)
R alE Ca,23 rapida  SNX-482
(7, 57.5ms,
1, 211ms)
L olC Ca,l2 muy lenta dihidropiridina B4 La enlentece
{t 1.5 seg)
a1D Ca,13
alF Ca,l4
al$ Ca,l 1
T alG Ca,3.1  muyrapida no hay
(t 20-50 blogueadores
ms}) especificos
alH Ca,32
all Ca,33

Tabla 2 Clasificacion de las subunidades o de los canales de calcio vy los efectos de la coexpresion

con subunidades B (tomado de Stotz y Zamponi, 2001).
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PLANTEAMIENTO

La somatostatina (SOM) es sintetizada y liberada en el neoestriado por interneuronas,
asimismo se han descrito sitios de unidn especificos para SOM en este nicleo (Reubi 1931,
Srikant y Patel, 1981) Ademas, se ha demostrado que este péptido modula [z liberacién de
dopamina (Chesselet y Reisine 1983, Epelbaum, 1986, Raynor y Reisine 1992) y GABA en el
estriado (Meyer, 1989) La regulacion de la liberacion de los neurotransmisores puede ser el
resultado de la modulacién 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 ¢l papel modulador de la SOM sobre las corrientes de potasio dependientes de

calcio en neuronas espinosas medianas del necestriado.

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

células espinosas
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METODO

Para llevar a cabo los expertmentos se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 100-120 g, las
cuales se decapitaron y se aislé el cerebro Posteriormente se obtuvieron rebanadas sagitales de
400 pm de espesor, las cuales se incubaron durante 1 hora en una solucion salina de bicarbonato a
un pH 7.4, con una composicién en (mM}: 125 NaCl, 3 KCl, 1 MgCl, 2 CaCl,, 26 NaHCO,, 10
de glucosa, 0 2 tiourea, 0.2 acido ascorbico, oxigenados con una mezcla de 93% de O, y 5% de
Co,

Posteriormente se disecaron los nicleos y se incubaron en la misma solucién salina con
Pronasa E (1 mg/ml), durante 20 min a 32°C. Después se realizé una disociacion mecanica con
pipetas Pasteur de diferentes diametros, con una solucion salina de una composicion (en mM):
140 NaCl, 3 KCl, 2 MgClL, 0.5 de CaCl,, 10 de HEPES, 10 de glucosa a un pH de 74 y una
osmolaridad de 300 £ 5 mOsm

La suspensién de células se incubd 10 minutos en una caja petri de 35 mm de didmetro
con la solucion 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 didmetro se registraron mediante la técnica de fijacion de
voltaje en la configuracién de célula entera con electrodos de borosilicato de una resistencia de
3-6 M2, con una solucién interna de fosfatos de composicion (en mM): 115 KHPO,, 2 MgCl,
10 HEPES, 035 EGTA, 0.1 Leupeptina, 2 MgATP, 0.2 NaGTP, a un pH de 7.2 con una
osmolaridad de 270 £ 5 mOsm.

Para conocer los efectos de la SOM sobre las corrientes persistentes de potasio
dependientes de calcio, se utilizd un protocolo de estimulacién en el que se dio un pulso de voltaje
que va de-80 mV a 0 mV, con una duracion de 30 ms, con un potencial de mantenimiento de -90
mV, siempre en presencia de 4-aminopiriding a una concentracion de 3 mM, con &l objetive de
eliminar la comiente 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 oclusion
con los bloqueadores especificos para estos canales, tales como la caribdotoxina (10 nM), la
iberiotoxina (10 nM) y el tetraetilamonio {TEA, 1 mM), para bloquear los canales BK y 200 nM

de apamina para bloquear los canales tipo SK



Corrientes de Calcio

Para registrar las corrientes de calcio se utilizd BaCl, {5 mM) como acarreador de carga, v
la solucitn interna contenia (en.mM) 10 etilenglicol-bis-(B-aminoetil eter) acido N,N'-tetracético
(EGTA), 140 N-metil-D-glucamina, 4 MgCl,, 40 HEPES, 2 ATP, 04 GTP y 0 1 leupeptina pH
7.2 con H,80,, con una osmolaridad de 270 £5 mOsm

L.a modulacion de fa SOM (1 pM) sobre las corrientes entrantes se probd usando
comandos de voltaje de 10 mV desde -60 a 30 mV con una duracién de 30 ms cada 5 s a un
potencial de mantenimiento de -80 mV a partir de las cuales se generaron curvas cortiente-voltaje
Asimismo, se usaron rampas de voltaje de -80 a +50 mV al mismo potencial de mantenimiento.
Para conocer cuil o cuales canales de calcio son modulados por la SOM se usaron bloqueadores
especificos para los diferentes canales de calcio, tales como nitrendipina a una concentracion de 5
uM para bloguear los canales L, la w-Agatoxina-TK a una concentraciéon de 400 oM para
bloquear los canales tipo P/Q y la o-Conotoxina GVIA para bloquear los N.

Registros Intracelulares:

Los registros intzacelulares se hicieron en rebanadas sagitales de cerebro de 400 um de
espesor usando electrodos de 80-120 M de resistencia, llenados con acetato de potasio Los
registros fiueron obtenidos con un electrémetro de alta impedancia (Neurodata, Ins Co. NY) con
un circuito activo usando técnicas estindar. El potencial de membrana de la célula fue de -30 mV
y la resistencia de entrada fue de alrededor de 40 MQ. Una inyeccién de corriente a un potencial
de mantenimiento de -60 mV, fue dado para generar el postpotencial hiperpolarizante (PPH),
después de un sdlo potencial de accion. Los registros fueron digitalizados , capturados sobre
cintas VHS y analizados con un osciloscopio digital y un software disefiado en el ambiente
LabView (National Inst TX). La amplitud del pico del PPH fue comparado antes y después de la
aplicacién de una toxina o droga dada Los resultados son expresados como un porcentaje del
control.

Los datos son presentados come la media * error estandar de la media. Los efectos de las
drogas y toxinas fueron comparadas en las mismas células. Las diferencias entre las muestras

fueron comparadas con fa prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
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SOMATOSTATIN MODULATES Ca?t CURRENTS IN NEOSTRIATAL
NEURONS

€ VILCHIS, J. BARGAS, T PEREZ-ROSELLO, H. SALGADO und BE. GALARRAGA*
Depanamento de Biolisicz, Instiluto de Fisiologia Celular, UNAM, PO Box 70-253, México Cily, D.F. 04510, Mexico

Abstract—Somatostatin is synthesized and released by aspiny interneurons of the neostriatum This work investigates the
actions of somatostatin on rat peostriatal nevrons of medium size {(ca 6 pF). Sematostatin {1 uM) reduces both calkeium
action potentials {20 mM tetracthylammonium) by ca 24% and calium currents by ca 35%, in all cells tested This
action was produced in the presence of tetrodotonin and in dissociated cells and was blocked by eyclef-7-aminohepta-
noyl-phe-d-tey-lys-O-benzyltbr) acetate (CPP-1), 2 somatostatin receptor antagonist. Except for nitrendipine {5 pM),
several calcium chapnel antagonists, 1 pM wconotoxin GVIA, 400 M w-agatosin TK, and 1 pM ax-conoloxin MVLC,
partially occluded somatastatin action, According to the calcium channel types known to be blocked by these antago-
nists,. P/Q-type channels appeared to be the channels mainly modulated by somatostatin, followed by N-{ype channels.
Since these channel types generate the afterbyperpolarizing potcatial in spiny ncurons, we investigated the aclion of
somatostatin on this event, Somatostalin reduces the amplitude of the afterhyperpolarizing potential by ca. 39%. This
action is octluded by w-apatonin T and wconotoxin MYIC but not by w-conotoxin GY1A or nicardipine Thus, the
action of somatostatin on the afterhyperpolarizing potential is mainly mediated by PAQ-type calcium channels. The block
of the slow afterhyperpolarizing potential made most newrens exhibil an frvegular firing mode, suggesting that jon
currents other than calcium may also be affected by somatostatin

We conclude that somatostatin exerts a direct postaypaptic cfleet on neostriatal séuroans via the activation of somato-
statin receptors. This action affects non-L-type calcium channcls and therefore modifics the afterbyperpolarizing potentiat
and the fiing pattern. It is proposed that somatostatin and its analogues may have profound effects on the motar
functions controfled by the basal ganglia @ 2002 1BRO Published by Elsevier Science Led. All righes reserved

Fey words: somzlostatin, caltium ¢urrents, neosiiaium, alterhyperpolarization, firing patern, PAQ-type channels, a-agaloxin
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The peptide somatostatin-14 (30M) is an important
inhibitor of hormone secretion in the endocrine system
(Epelbaum et zl, 1994) SOM also acts as newromodu-
lator jn the brain, where it inbibits newronal activity and
modulates transititter release by both -potentiating potas-
siun curtents and reducing cabeium caerents (Lewis et
al, L1986; Luini et al, 1986; Mihara et at., 1987; Inoue
et al., 1988; lkeda and Schofield, 198%; Wang et al,
1989; [990; Dryer et al, 1991; Twery et al, 1991;
White et al, 1991; Schweitzer et al, 1993; Moriney ot
al., 1994; Ishibashi and Akaike, 1995) Actions oo potas-
sium currents hyperpolarize cells apd reduce firing rate.
Actions on calcium cutrents have been linked to inhibi-
tice of hormont and iransmitter releass (Rosenthal et
al, 198%; Ishibashi and Akaike, 1995) L- and non-L-

*Corresponding acthor Tel: +52-5-622-5621; [ax: +52-5-622-5607.

Email address. egalarra@ifisiol unammx (E. Galarraga).

Ahbreviations . o AgTx TK, w-agatoxin TK; AHP, alierhypsrpolar-
izing polential; ANOVA, analysis of variance; w-CgTx GVIA,
woonotaxin GVIA; CPP-1, cyclo{-7-amincheplanoyl-phe-d-iry-
lys-O-benzyl-thr) acelate; w-Clx MVIIC, wconoloxin MVIIC;
DM30, dimethylsulfoxide; EGTA, cikylene plycol-bis-{B-amino-
ethyl ether)} NN, M, N-1etraacetc ackl; GHK, Goldmann-Hodg-
kin-Kalz; HEPES, N-(2-hydroxyeihyDpiperazine-N'-2(ethane-
sulfonic acid); NS not significant; SOM, somalosielin-14;
TEA, Lelragthylammoniun; TTX, wirodolosin,
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type calcium currents have been reported io be decreased
by SOM (Rosenthal et al, 1988; Golard and
Stegelbaum, 1993; Yallent et al, 1996 Viana and
Hille, 1996; Akopian et al , 2000)

SOM is found in the neostriatum in high concentra-
tiens (Sperk and Widman, 1984) It iz synthesized in
medium-sized aspiny internewrsns (Di Figlia and Aronin,
1982; Chesselet and Graybiel, [982; Galarraga et al,
1993). It acts via five distinct receptor subiypes All of
them have been cloned {Hover ¢t al., 1995; Reisine and
Bell, 1993) and might be present in the neostriatum
(Martin et al, [991).

Endogenous SOM medulates GABA release in the
neostriatum (Meyer et al, 1989). If this action oceurs
through & direct action on spiny neurons, it may have
a role in repolating moter functions {Aronin et al ., [983)
However, direct actions of $OM on neostriatal neurons
remain {a be investigated

The most reproducible effect of SOM in other newrons
is a reduction in calcium currents (Lewis ot al, 1986,
Yuini et al, 1986; Rosenthal ot al, 1988; lkeda and
Scholicld, 1989; Wang et al, 199%0; Dryer ot al, 194);
White et al, 19%!; Golard and Siegelbaum, 1993;
Meriney et al., 1994, [shibashi and Akaike, 1995; Tallent
et al, 1996; Viana and Hille, 1996) Thercfore, these are
the currents that we first investigated. There are several
types of calcium channels in neostriatal neurons (Bargas
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et al | 994 Foshring et al , 2000} where they have differ-
ent roles (Galarraga et al, 1989) N- and P/Q-type chan-
nels are essential to activate the afiethyperpolarizing
potential (AHP} that regulates the firing patteca (Pineda
et ab, 1992; Barpas of al, 1999; Vilchie et 2l , 2000a).
Slow sustained depolarizations sensitive to dihydropyri-
dines and calciseptine maintain Bring evoked by a boefl
stimuli at depolarized membrane potentials (Herndndez-
Lépez et al, 1997: Hercdndez-Lopez et al, 2000).
Hence, the present study investigates whether SOM-14
modulates some of these calcium cucrents. These resufts
have been partially presented in abstract form (Vilchis et
al., 20006},

EXFERIMENT AL PROCEDURES

Freparation

Brain slices and acutely dissociated neurons were obtained as
described in previ work (Hernéndez-Lopez ot al, 197;
Yilohis et al, 2000a,b) 1n brief, adult Wistar rats from our
Animal Housc were deeply anesthetized with ether and ther
brains removed into ice-cold saline. All procedures were
approved by the institutional animal care committee which con-
forms to NIH guidelines on the ethical use of animals (NIH
publication Na. 80, 23, revised 1978) Sagittal brain stices 330
um thick were cut on a vibratome and placed for 1 h at room
terperatuse into saline containing {in mM): 120 NaCl, 3 KCI,
25 NMaHCO;, 2 CaClz, 1 MgCl, L1 glucose, and 0.1% of ascor-
bic acid (25°C; pH =74 with NaOH, 298 + 5 mOsmfl with gle-
cose; saturated with 95% CO. and 5% O,). Thereafter, slices
were transferred to a recording chamber or used to obtain dis-
sociated cells. ln the second case, the dorsal reostriatut was
dissezted and then returned into the above saline now contain-
ing 1 mgfml of propase E type XIV (S:gma St Loais, MO,
USA) at 32°C Afier about 20 min of digestion, ke shices
were removed indo a low Ca** (0.4 mM CaCh) saline and
rinsed. Slices were then mechanically dissociated with a graded
serizs of fired polished Pasteur pip The celf suspension
{2 ml) was platcd isto a Petri dish mounwd on the stage of
an inverted microscope containing I ml of the wholecell record-
ing saline (ic mM}: 0.00] tetredotoxin {TTX}, 130 NaCl, 3 KCI,
5 BaClz, 2 MgCl, 10 HEPES acd 10 glucose (pH=74 with
MNaOH; 300 mOsm/l with glueose) Alfer 10 min the cells
began to be superfused at about 1 mi'min with safine of the
same composition. Neurons adhered to the bottam of the dish
within 10 min

Inteaceflular recordings

Intraceflular recordings were performed with sharp electrodes
fille¢ with biocytin (Sigma, -2%) and 3 M K.acetate. Electrode
DC resistances ranged from 80 to 120 MO Cenventional
intraceliular techniques used 2 high input impedance electro-
meter with an active bridge circuit. Stimufation consisted of
intracellular iojections of constant current steps that, once
chosen, were maintainad during test observations. For example,
brief {15 ms) intracellular current injections were used to cvoke
the AHP after a single action potential (Pineda et 21, 1992} In
order 10 s¢¢ a hyperpolarizing AHP, stimulus was given at a
hokling potential of —60 mV (Pineda et al, 1995; Herndndez.
Lopez et al,, 1996), by adjusting constant current, The stimulus
was of threshold intensity. The spike and the AHP were elicited
after the end of the stimulating current so that the ¢lectrode was
not passing current when recording the AHP For clarity, AHP
fipures only show represcntative traces with action potentials
clipped. Procedures were sitilar to compare repetitive firing
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and caltium action potentials befare and afier SOM or toxins,
except that the duration of the stimulus was aper Recordings
were digitized, captured on VHS tapes, and analyzed off-linc
with the aid of software desipned in the laboratory in the Lab-
View environment (MNational Iostruments, TX, USA) Results
were compared before and afier a given drug or tosin: e.g
AHP peak amplitudes, firing frequency and duration of the
calcium spike Results are expressed as percentage of block
Bridge balance as well as recovery periods (without DC. cur-
rent} were monitored between sample records. Afier recordings
some neurons were ipjected with biocytin as previously
described (Galarraga et al, 1999). All pearons identified in the
present study were mediumesized spiny projection neurons

Wholg-cell recordings

Voltage-clamp recordings were performed on medium-sized
oeostriatal  neurons (6-12 pm; wholecell capacitance=s6-7
pF) with a few or nones short dendritic ttunks Larger peurons
were avaided on purpose since it s known that 67 pF disso-
ciated peurons overwhelmingly correspond to medium spiny
projectton peurons (Yan and Surmeier, 1996) Paich pipettes
were pulled from barosificate glass and fire polished prior to
use The internal soline contained (in mmM): L0 EGTA, 140 M-
methyl-b-glucamine, 4 MpCla, 40 HEPES, 2 ATP, 0.4 GTP and
0.1 leupeptin (pH=72 with HyS0,; 270 mOsm/l). Electrode
D C. resistances wese 3-3 M in the bath. Liquid junction
potentials {<<10 m¥) were not corrected Recordings were
obtained with an Axon Instruneents (Foster Cily, CA, USA)
Axopatch-1E patch-clamp amplifier and controlled and moni-
tored with a PC 386 clone running pClamp {v. 5) with a {25
kHz DMA interface (Axon Instruments) After scal cupture, the
sories resistance < 15 M) was compensated (70%) and peri-
odically monitored. Whole-cell currents rarely cxcceded 10 nA,
thus, errors in voltage owing to inadequate compensation
should net have exceedad a faw millivolts Voltage control was
assessed after compénsation by examining the reproducibility of
current traces and tails. Cebls ia which current traces were not
repradlucible or were distorted, or with tail currents that did not
decay smoothly, were discarded The time course of SOM
actions used current responses to voltage commands to —10
mV from holding potentials of —80 mV for 30 ms every 5 s,
o else, used peak current measwrements from the responses to
voltage ramps (se2 below). Current—voliaps relations before and
after SOM and/or calcium channel aotagonists were performed
both with fixed voltage commands from —60 to 30 m¥ in 10 mV
steps and with, current responses to voltage ramps from —30 to
50 mV. Both methods coincide (see Fig. 2). Most figures only
show representative responses to voltage ramps.

Materialy

Drugs were applied with a gravity-fid system that positioned
a glass capillacy 200 pm fram the recorded cell in the direction
of superfusion faw Solution changes were performed with 2
D.C.-controlled microvalve system (Lee; Essex, CT, USA). Sub-
stances used were added to the superfugate from thawed stock
solutions, 5OM, somatostatin-28 {Pentnsula Laboratorics, San
Carles, CA, USA), somatostatin receptor antagonist cyclo{-7-
aminoheptanoyl-phe-d-tey-lys-O-benzybthr)  acetate  (CPP-1)
(ICN Biometicals Research Products, Costa Mesa, CA, USA)
Calcium channels antagonists: w-conotoxin GVIA (a-Cglx
GVIA), wagatoxds TK {w-AgDa TK), wconotoxin MVIIC
{w-Ctx MVILC) all were obtained from Peptides International
(Louisville, KY, USA). Nicardipine, nitrendipine, TTX and tet-
rasthylimmonium (TEA) were obtained from Sigma. Most
active substances were dissolved in water to get stock solutions
and added to the superfusate to give the final concertration
SOM and dihydropyridines wers prepared in dimethylsalfoxide
({DMSQ, 1%), in which case contrel saline also contained
DMSO at the same Bnal conceniration. Stock solutions wese
never older than a week and they were kept at < —7°C
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RESULTS
Sematostarin-14 modulates calcium conchactance

Figure 1A shows that | pM SOM reduced the dura-
tion of Ca?! -mediated action potentials (Galareaga et al.,
1989) induced with 20 mM TEA by (meantSEM)
24+ 9% (controi=193£ 1} ms vs +SOM=1[47%1]
ms; medians 138 vs. 14d; a=6; F<003, Wilcoxon’s
testy A similar modulation of 39+ 3% (Fig. 1B) was
observed on the Cal'-mediated action potentials induced
in the presence of 1 pM TTX {a=4}). S8OM action in the
presence of TTX suggests a direct postsynaptic effect. All
neurons identified after these experiments (2= 35) were
medium spiny neurons,

Whole-cell voltageclamp recordings were performed
on acotely dissociated neostriatal neurons to investigate
SOM action on calcium currents. Figure 2A shows rep-
resentative whole-cell currents, carried by Ball, through
Ca?! channels They were evoked by depolarizing volt-
age commands from —80 1o 50 mV (bottom) in 10 mV
steps and recorded in centrol conditions {top} or in the

A

TEA (204
7/ + SOM( 194 z
]

M
"“‘%
< e
B
TEA (20 mid) + TTX {1 iV
£
)
&1 me

]

-

Fig. 1. SOM reduces €a?' aclion polentials in $piny neurons. A:
SOM (1 M) reduges the ducation of Ca®' aclien polentials
evoked by depolarizing currents in 1he presence of 20 mM TEA
Resling membrane polential =74 mV. B: The eflect of SOM on
the Ca?! aclion polentials s presenl during Lhe addilion of 1 uM
TTX 1o the bah saline; suggesting a posisynaplic action. Resting
membrane polential =—~73 mV. Regeneralive potentials were
chlained with inlracelular recordings in adult neosiriatal slices.
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presence of | pM SOM {(middle) In all cases, Ca®! cur-
rents were reduced by SOM (n=49). The amplitude of
currents evoked by a voliage command to —I10 mV
were measurgd belore and during SOM: control =
242423 pA vs +SOM=162123 pA: medians=232
vs, 153; P <001, Wilcoxon’s test) Thus, the percentage
ol SOM modulation without any calcium channel antag-
onist was 35.4 + 3 5% (see Table 1}. This medulation will
be compared to that obtained in the presence of different
Ca?' channel antagonists.

The modulation remained during the continued pres-
eace of SOM with little desensitization; if any However,
current amplitude partially recovered after a 30 min
washout (data not shown). In some exporiments somato-
statin-28 was used with similar results (data not shown}

Figure 2B shows the Ca?' current evoked by a Qepo-
larizing voltage ramp (—80 to 50 mV}. Cefl is the same as
in Fig. 2A. The peak of this current was also reduced by
SOM  Current-voltage relationships (I-¥ plots} in
Fig. 2C were built with responses to both ramp and
step commands (from Fig 2A, B). Mote that I-3 plots
obtained with either protocol nearly match each other.
They are almost the same at —10 mV, whick was the
voltage chosen to measure modulation Since these
effects were obtained from dissociated neurons, the post-
synaptic pature of SOM actions on medium-sized nco-
striatal neurons was confirmed

Representative traces of currents before and during
SOM are depicted in Fig 3A. =¥ plots from SOM-sen-
sitive currents were obtained by subtracting F-¥ plots in
the preseace of SOM, from those obtained in the control
condition Activation functions were then constructed
from J-F plots data by using Eq 1 (GHK equation;
see Experimental proceduresy, Thercafter, plots were hot-
malized to 10 and a Boltzmann type equation (Eq. 2, see
Expedimental proceduresy was used to quantify voltage
sensitivity. Figore 38 shows an example. [t was roughly
seen that voltage sensitivity for the SOM-scasitive cue-
rent is not significantly different from that for the conteol
cutrent. Half activation voltages {Vh) and slope factors
(V) obtained by fitting activation data to Eq. 2 were:
Fo=—1L9%28 mV in control vs —98%38 mV for
current  sensitive (o 5OM  (not significant, NS);
¥V.=56+04 mV in control vs 56403 mV for the
SOM-sensitive current (NS; n=8) These experiments
suggest that SOM is not acting on 2 single type of cal-
cium channel but that it is targeting more than one type
{Bargas et al , 1994; Foehring et al., 2000},

Figure 3C shows that SOM modulation of Ca?' cur.
rents is almost totally blocked in the presence of | pM of
the 50M reccptor antagonist CPP-1. Modulation ip the
presence of CPP-1 amouoted for 652 1% (1=6;
P <000 with respect to the control; Mann-Whitney's
U-test). In two out of six cases, the calcium current first
increased in the presence of CPP-1 alone; suggesting
some constitutive activity of the receptor. Box plots of
Fig 3D compare distribution samples of perceot SOM
modulation in the absence and preseace of CPP-1. Taken
togerher, the results suggest that modulation occurs via
specific postsynaptic SOM receptors present on medium-
sized neostriatal neurons
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Caleium channels are differentiatly modwlated by
sormatostatin

It has been previously shown that calcium influx into
neostriatal neurons takes place through different types of
calcium channel, including: N, P/Q, L and R (Bargas et
al, 1994; Foehrng et al, 2000) Perhaps SOM modu-
lates some, but not all, Ca®! chaonel types Very seleo-
tive calcium channel antagonists aze available Thereforc,
a significant ccclusion of SOM modulation should occur
if a given antagonist bas previcusly shut down an impot-
tant tarpet chanmel

50M could modulate Ca’' currents that had been
previously reduced by the L-type Ca?! channel antago-
nist nitrendipine (5 gM) (Fig. 4A) Ca?' carrent ampli-
tudes were 243 %27 pA (median =255 pA) in the control
and 178118 pA (median=178 pA) after nitrendipioe
(5 uM) (P < 0.02; Wilcoxon’s test; n=7} Addition of
S0M (1 pM} in the presence of nitrendipine reduced
the cutrenc ever mote to 120+ 14 pA (median=125
pA} (P<002; Wilcoxon’s test; comparing cureent
amplitode in nitrendipine vs. curtent amplitude in nitren-
dipine plus SOM) Therefore, percent block by mitrendi-
pine was 26* 2%, which corresponds to L-type Ca®!
channel contribution to the whole-cell calciom current
(see below); and percent SOM modutation with L-type
Ca®' channels blocked was 33%[% (median=34%);
which suggests that L-type channect block did not signifi-
cantly reduce SOM modulation. The time course of a
representative experiment (Fig. 4B) shows that nitrendi-
pine block reaches a steady-state before applying SOM

and that SOM moedulation also reaches a steady-state
with no obvious desensitization during the experimental
time range.

Similarly, SOM modulation was still present afier the
N-type chanoe! antagonist, o-Cglx GVIA (I puM}, ook
out the contribution of M-type Ca®! channels from the
whole-cell current (Fig 5A, B} (# = 6). Thus, controf cur-
ront was 154220 pA {(median= 164) and after w-Cglx
GVIA (1 M) it was 93+ 11 pA {median =96} (P < 0.03;
Wilcoxon’s test) Adding SOM in the presence of
o-Cglx GVIA reduced the eurrent to 70§ pA
(median =71) (P <0.03; Wiloxon’s test comparing ctir-
rent amplitudes in w-CgTx GVIA to those obtained in
wCgIx GVIA plus SOM) Thess results yield a percent
contribution of N-type Ca?' channels to the whole—cell
cureent of about 37+ 5% (median = 32%). After N-type
Ca?! chaonel blockade, percent SOM  modulation
decreased significantly to 24 + 3% {median = 26%; sec sig-
nificance below and in Table 1}; suggesting a partial
ceclusion

The PIQ-type Ca?' chanoel antagonist, w-AgTx TK
(400 nM) (Fig 5C, D), took away most P/Q-type chan-
nels from the whole-cell Ca?' current {Bargas et al,
1994). Control current was 267 36 pA (median = 268
pA) and cocrent left after o-ApTx TH was 15426 pA
[median = 125 pA) (P <{0.005; Wilcoxon’s test). Thus,
mean percent contribution of P/Q-type Cal! channels
1o the whale-celi Cal' cursent is about 42 4%
{median =43%} In this condition, addition of SOM did
not have much effect (#=10), current was reduced
to 135+25 pA (median=112 pA) (P<{005;
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Wilcoxon’s test). This shews that once P/Q-type channels MVIIC, SOM modulation of Ca?! currents decreased

were taken out, SOM modulation decreased to 14+ 2%
(median=15%; see sigmificance below) This suggests
that P/Q-type channels are a main target for SOM mod-
nlation. Note, however, that some modulation remains.
No case showed desensitization of SOM action during
the experiment

In contrast to what happened after L-type Ca?! chan-
nel blockade, the block of non-L-ype Ca?! channels did
reduce $0M modutaten  ©-Ctx MVIC (1 pM), a
blocker of, supposedly, M- and P/Q-type channels,
reduced Ca®' current amplitode from 169223 pA
(median =179 pA) to 96114 pA (median=33 pa.
n=38; P<002; Wilcoxon’s test) This yields a 42+4%
percent of @-Cix MVIC-sensitive current. In a-Cix

current amplitude to 8111 pA (median=71 pA}
{P<002; Wilcoxon's test with respect to current in o
Ctx MVIIC alone) Thus, pereent of $OM modulation in
o-Ctx MVIEC was reduced to 15+ 1% indicating a par-
tial occlusion.

SOM was fipally tested on R-type Ca?' channels by
adding »-Ctx MVIIC (1 pM) and nitrendipine (5 pM) to
the same prepatation (Foehring et al , 2000) before add-
ing SOM. Figure 6C, D show that SOM modulated the
Ca!' current left after addition of e-Ctx MVIIC plus
nitrendipine, j.e. the R-type current. Current amplitudes
before and after @-Ctx MVIIC plus nitrendipine were
(=43 25719 pA (median =268 pA) and 95125 pA
(median =88 pA). This suggests that R-type Ca?' chan-
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Fig. 4. SOM modulates Ca®' currents in the presence of nilrendipine A: J-F plols buill [rom responses evoked as in pre-

vious figures. Firsi, the contribution of L-lype Ca®' chamnels was shut down from ozl Ca?' current by using 2 saturaling

concentration of nitreadipine {Nit; 5 pM) Next, SOM (! pM) was lesied on the cursent lefl alter nitrendipine, Mitcendipine

did not octlude SOM modutation. B: Time course of the experiment. Note thal the actions of both nitrendipine and SOM
reach sieady-state SOM aclion did nol desensitize during the experiment

nels contribute 1o 35 8% of the total current. In this
condition, percent of SOM modulation was 12+ 4%,
showing that SOM modulated R-type Ca®! channels in
a small degree

As shown in representative time courses {(Figs. 4B, 5B,
D, 6B, D}, SOM modulation was exsrted after the block
by Ca®' channel antaganists bad reached a steady-state
Neverthgless, SOM modulation did not show fast desen-
sitization in any experiment. The results, given in per-
centage, are summarized ig Table 1 Mo marter which
Ca?' channel antagonist was present, each separate sam-
ple exhibited a significant SOM modulation (see above).
Haowever, the amouat of modulation was not the same
after different Ca®' channel antagonists. To evalvate il
these differences in modulation were significant, an
ANOVA was applied A global F ratio of 17.35 (df
3 and 38; P <D{X1) shows that variance between sam-
ples was much larger than variance intrinsic to the sam-
ples. In fact, ANOVA did not show significant
differences  between mean Ca?' current amplitudes
taken from all control samples. The one-way Kruskal-
Wallis statistic also showed significance: 29.02 (44 cases;
P<0.001) confirming that SOM does not tacget all Cat!
channel types equally. Individual vatues of F and P are
shtown in Table t. These reprosent post hoc Tukey's tests
compariag each sample to the control sample which rep-
resents SOM modulation without any Ca?' chanpel
antagonist

Since SOM modulation was different depending on the
Ca®' channel antagonist that preceded SOM application,
it would be of interest 1o know how much modulation is
targeted to individuzl channel types. To approximate
these values, the system -of equations (Eq. 3) described
in Experimental procedures was used with: (a) the per-

cent coattibution of cach channel type 10 total current
making up coefficients £, N and PQ, and (b} the percent
of $OM medulation remaining after L~ N- or P/Q-type
channels have been blocked making up constanots A, &
and C.

Contribution of R-type channels was subtracted from
the constants togethes with SOM modulation of R-type
channels, sinee these values were known directly. Also,
constants were lefl 1o vary in ap amount equal to the
SEM around the mean percent modulation (Table 1)
This analysis yielded approximates to percent moduta-
tion for cach channet type (sce Table | and Discussion)
that satisfied the system It was found that SOM. prefer-
entially targeted P/Q-type chaonels, but that N- and R~
types are also modulated (see Discussion)

The afterhyperpolarization Is senyitive (0 somatostatin

Cu?' entry through P/Q-type Ca?' chappels is in
charge of activating the outward currents that underic
ihe AHP in these cells (Vilchis et al , 2000a). Thetefore,
intracellular recordings were performed to observe the
action of SOM on the AHP that follows a single action
perentiat. Action potentials and AHPs were induced by a
brief depolarizing pulse from —60 mV (Fig. 7A, top).
SOM (1 uM) decreased peak AHP amplicude in all
cells tested by 39%6% (n=10; P<0001; Wilcoxon's
test)  Figure 7B shows supecimposed AP records
obtained before and during SOM application (action
potentials are clipped) in a representative experiment.
Similarly, SOM was tested on the AP of cells subject
to the action of different Ca®' chanoel blockers
{Fig. 7C-F). Meither 5 pM nicardipine (Fig 7C) nor
I pM - CeTx GVIA {Fig 7D occluded the action of

NSC 5344 22-102

JS-0



362 C. Vitchis et al
A 50 mV B
somy___ |
- + SOM {1uM} SOM {1:M}
ar-CpTx GVEA (1 uM)
g “106 4
-
£
£
= ~2004
<
300 4
Cantrol
50 40 Jdo & o 4o
c )
0 SO M)
+ SOM (1uM) w-AgaTx-TK (400 nbf)
«394
Z 100+
E 5 -
g 180
& 2004 + peAgaTa-TK
{400 ng)
2804
300 Contral
40 20§ 20 4o 3 3 H I
Voltage {mV}

Time {min}

Fig. 5. SOM modulation of Ca?' currents is reduced in Lhe presence of w-CgTx GVIA or arAgTx TK. A LV plots buill
from responses 10 ramp commands as before First, contribution of N-lype Ca?! channels was shul down with 2 saturating
concentration of &-CeTx GVIA (1 M), Next, SOM {1 pM) was wesied on the currenl lefl afier «-CeTx GVIA. The 1oxin
does not occlude SOM medulation B: Time course of the experiment in A Mote that the aetions ol both 6+CgTx and SOM
reach steady-siate C: /=¥ plats were buil as in A, The conuibulion of PAQ-type Ca®' channcls was shel down [rom total
Ca2' curent by using a near saturaling concentradon of a-Aglx TK (400 nM). Mexi, SOM {f pM) was iested on the
current kR afier a-ApTs TK. Agatoxin does not complelcly occlude SOM modulation but reduces it Dt Tite course of the
experiment in C. MNolg tkal the actions of both 0-AgTx and SOM reach sieady-stale. In all cases, SOM action doss not
desensitizt in Lhe minutes time kame

SOM on the AHP since SOM modulation was 40 6%
(r=10) and 372 10% (n=46), in both cases, respectively
(NS)

However, both ©-AgTx TK (400 nM)} and o-Cix
MVIIC (1 pM} reduced AHP modulation Modulation
remaining after w-AgTx TK (Fig. 7E) or w-Ctx MVIIC
(Fig. 7F) was 17+ 3% {n="7; P <0006; Stadent’s r-test)
and 15+ 2.5% [m=4; P <0004; Sindent’s 1-rest), respec.
tively These results show that SOM modulates the AHP
and confirm that P/Q-type Ca?' channcls are the main
target for SOM modulation in medium-sized neostriatal
Reurons

A modulation that reduces the AHP may increase the
firing rate by reducing interspike intervals. However,
SOM is mostly knowe as an inhbibitory neuromodulator

Measeover, it reduces stiatal GABA, release (Meyer et al |
1989y Thus, in order to sec what would be the impact of
the above described modulation on the cvoked discharge,
the action of SOM was tested on repetitive firing elicited
by a step depolarization (Fig. 8A-1)) 1a some celis (ca.
38%; 5/13 neurons) SOM incteased the number of action
potentials evoked with the same current (Fig. 8A, B).
However, the most common action of SOM was a
change in the fring pattern, from a regular non-adapting
firing to an irregular doublets-like Bring (ca 54%; 713)
(Fig. 8C, D). Moreover, when recordings lasted long
enough, it was frequently seea, after 1 time interval of
1-5 min, that regulac firing cells that first responded with
an inctzase in firing frequency, would enter into the
irregulay firing mode. In fact, the fast AHP (Pineda et
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through R-type Ca?' channels Apparently, SOM had 2 smal! elfect on R-lype Ca?! channels. D: Time courss of the cxperi-
ment in C. Time courses also show hat during (hese minutes lasling experimenis ecrors due to ren down may be small

al, 1992) was increased in ircegular fring celis although
the slow AHP (Pineda et al, 1992} was decrcased in afl
cells (unpublished). This suggests a complex action of
50M on the AHP. Thus, it is probable that the increase
in firing is only a transient or initial response When it
appeared, the increase in firing frequency was about
3Mxd4% (21811 Hz in control to 29.6+2 Hz with
SOM; n=13). All neurons identified after these current-
clamp experiments (#= 5) were medium spiny projection
nearons.

BISCUSSION
S0OM is made and released by neostriatal inleroeurons

The preseni study demonstrates a direct posisynaptic
action of SOM on medium-sized neosiriatzl peurons

There are reasons to believe that most neurons recorded
in the present study were medinm spiny projection neu-
rons. First, all neurons ideatified after current-clamp
experiments were medium spiny peurons and current-
clamp experiments correlated well with voltage-clamp
experiments In addition, control firing pattern of nea-
rons recorded in eurrent-clamp experimsnts ageess with
what has been reported, by several investipators, om
medium spiny neureons Second, veoltage-clamp experi-
ments with dissociated peurons were restricted to
medium-gized neurens (57 pF) that mostly correspond
to medinm spiny neurons (Yan and Surmerer, [996).
Other studies made on these neurons have described
tbe same inward currents described in identified medium
spiny neurons (e g Bargas et al., 1994) Third, medium
spiny neurons are the most abundant in the neostriatum.
Accordinply, we weuld like to posit that the present

NSC 5344 22-1-02

Pini



564 C Vilehis et at

1nA

lzﬂm\l’

50 mx

i

i

+ SOM {4 M)

T,
Micardipine (5 uM}

E N

_

TSR

m-A\gaTx-Tk {400 it M}

B
—11

1 nA

_Jsmv

i5ma

+ SOM {1 uM)

Controi

D — 1 LR

+ SOM {1 uM)

- CgT GVIA {1 uM)
E

n inA

+SOM (1 M)

-CTX MVIIC {1 oM}
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C-F: The AHP afler a single nclion potential was first reduced by & Ca?! channel antagonist and thereafier SOM was
applied Noter that only a-AgTx TK and w-Clx MVIIC occluded SOM medulation of the AHP.

work mostly describes the postsynaptic actions of so-
matostatin on medium spiny projection neurons
Therefore, most likely, SOM modulates voltage-acti-
vated Ca?' conductances of neostriatal projection neu-
roas. This was demonstrated on both Ca®' actiea
potentials elicited in neurons with dendsitic- arbors and
in Ca?! cutrents recorded i dissociated eells. The effect
was direct since it was demonstrated during TEX in the
slice and on dissocizted cells deprived of synaptic con-
tacts The effect was specific to SOM receptors since it
could be Mocked by the specific antagonist CPP-1. On
the other hand, SOM modulation of Ca?! cucrents
exhibited no fast desensitization in the present conditiens
and amounted 1o 35% of the total Ca?! current {Tabie 1}.
1t is therefore cancluded that medium-sized neostriatal
neurons arc a target for SOM released by somatostatin-
ergic interncurons, The activation of specific SOM post-
synaptic receplors modulates ion conductances acd firing
pattern. The effects are long-lasting The signaling mech-
anism¢ and actual receptor wpes involved in this modu-

lation need further experimental work to be elucidated,
1t is then cleat that 3OM analogucs deserve attention for
testing on motor functions and the therapeutics of motor
disease.

Caf* channets are differentiolly meelated by

somatostarin

Neostriatal peurons and, in particular, medium spiny
neurons, express an acray of Ca?' channel types: L, N,
PAQ and R (Batgas et al., 1994; Fochriog <t al., 2000).
Evidence is accumulating showing that each Ca?' chan-
nel type has a specific role to play in membrane excit-
ability and cell function (Herndndez-L6pez et al, 1997,
2000; vilchis et al, 2000a) Yery sclective antagonists are
available to block specific channel types However, when
adding ihe blockage (in %} produced by cach chaaned
antagomist to the wholecell Ca?' current, the sum is
larger than 1004 If it is assumed thal the antagonists’
concentrations used here mainly block a specific channed
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Fig. 8. SOM modulatcs the firing patem. A: A Lrain of action palenlials was evoked with 2 depolarizing current slep {al the
boltor). B: SOM increased lhe number of action potentials evoked witk the same current in this o2l C-D: In most neu-
rons, however, SOM changed the {ring patlern of medium spiny neurons [rom regular Lo irregular with doublats

type, the reason for this superadditivity might be biolog-
ical variance, i . the percent contribution of each chan-
nel type varies from cell to cell. 1f one accepls this
assumption, the normalization of the block by each
antagooist (to 100%} would yield the mean percent con-
tribution of each channel type to the total current:
L=H%; N=26% PQ=3% and R=25% (sum=
100%); uvoder the present experimental conditions
These values may be mtroduced as coefficients (£, N,
PQ} in Eq 3 (see Experimental procedures) Mean per-
cent contribution of R-type channcls was measured
directly after adding w-Cix MVLIC plus nitcendipine to
the bath szline (Fochring et al, 2000). After normaliza-
tion, this value may then be subteacted from the coo-
stants (A-C in Eg 3) in owder to reduce the system o
thres equations

ANOVA revealed that the amount of SOM modula-
tion is different depending on the previous block by a
selective Ca?! channel antagonist (Table 1). In addition,
oo single Ca?! channel antagonist occluded completely
the action of SOM and mean percent modulation with-
out Ca?' channel antagonists was 35% (Table 1), an
amount that is larger than the percent contribution of
any channel type taken separately (see above). Therefore,
we conclude that SOM modulates more than one Ca®!
channel type. [t is also understood that a larger occlusion
of SO0M modalation should occwr if the channel type
blocked by a given antagonist is a main target for the
modulation

For the present case, if channcls blocked belong to the
N-type, 3OM teduces the current keft by 24% Bat if the
cutrent taken out beloags to the P/Q-type, modulation
fell to [5% (see Table ). On the other band, meaa per-
cent modulation of R-type channels was about 12%
while the block of L-type channels did oot change
SOM modulation significantly. The system of Bq 3

was fed with these data {Experimental procedures} and
it found a set of x values that explain all these percent-
ages simuftancously However, initial values were intro-
duved with a range that includes standard error for cach
meas modulatien (A-C} Thus, (or a mean percent maod-
ulation without Ca?' channel antagonists of 35%, the
current feft after modulation ts 65% of the control and
the factoss (x values in system of Eq. %) multiplying the
percent contribution of each cbannel type (see above)
would be LIDS+NOS+PQ0.I+RO 8)=65 in order
to satisfy the system of equations. Thus, for example,
x=03 would correspond 1o a 0% modulation of
PA)-type channels However, slightly different values
would also satisfy the results since coefficients are left
to vary according to experimental error, eg. Li0.99)+
N(O 42+PQ0.23)+ R(0.9) = 65. Howsaver, all values
apgreed in that lowest x values correspond to N- and
PIQ-type channels. Hence, the last row in Table 1 gives
a range of 30M modulation (in %) for each channel type
that takes into account these approximations, These val-
ues predict the percent of SOM modulation for each
channel type if they could be tested in isalation.

From values in Table 1, the predicted order of impor-
tance for SOM modulation wpon the different channel
types is PAQ > N> R L Similar inbibition of N- and
PiQ-type Ca?' channels has been reported in amygdaloid
neurons (Viana and Hille, 1996). If the same receptors
modulate all chaonel types, or if different signaling cas-
cades are wsed for the different channels, is a matter of
future investigation.

Mudulation of Co®* channels influence the excitability of
pIRY RCUTGRY

Calcium influx is important for spike generatfon and
firing patterning in peostriatal neurons (Rosenthal et al,
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1988, Galarraga ct al, 1989; Hernindez-Ldpez et al.,
1997, 2000) [n particular, it activates the AHP that reg-
ufates the frequency and threshold for repetitive fring
{Galarraga et al , 198%; Pineda et al., 1992) The present
experiments revealed that Ca!' channels modulated by
SOM ace those in charge of activating Ca?'-dependent
K! currents (Bargas et ab, 1999} and the AHP (Fineda ct
al, 1992; Vilchis et al., 2000a)

It was found that SOM reduces the AHP suggesting a
modulation of excitability and discharge patterning. As
expecied, @-Agltx TK and o-Ctx MVIC preatly
occluded SOM action on the AHP

However, a transient increase in firing frequency due
ie the reduction in the AHP was ooly observed in a
minocity of 1ested neurons. ln most neurons siundied,
SOM changed the firing pattern of spiny neurons from
a regular to an irregulat mode It is then concluded that
modulation of Ca?' currents may not be enough to
explain SOM action on excitability lo fact, unpublished
data from our laboratories involve a differsnttal modu-
lation of potassium conductances Thus, the ¢fiects on
excitability appear 1o be complex and dus to the com-
bined action on various conductances. Additionally, pre-
synaptic effects of SOM could also be present to explain
effects on GABA release {Meyer et al, 1989).

CONCLUSIONS.

The present results strongly suggest 1that somatostatin
activates somatostatinergic posisynaptic receptors in
medivm spiny neurons. The activation of these receptors
brings about the reduction of Ca®?' currents, matuly of
the P/Q- and N-types As a consequence of the action on
these Ca?! conductances, the AHP is modulated. How-
ever, this modulation is not converted into an increase of
evoked discharge, zlthough some neutons do show this
behavior temporarily Oo the contrary, the efiects of
SOM on fiting were more complicated and could be
described as a change in firing pattern, from regular to
an irregular mode This suggests that SOM is modulating
other ion conductances besides the Ca?! ones. The impli-
cations of this modulaticn oo motor Tunctions need 10 be
clucidated. It is suggested from these results that somato-
statin released by somatostatinesgic internsurons may
aflect the neostriatal output.
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MODULACION DE CORRIENTES DE POTASIO POR SOMATOSTATINA
En neuronas del neoestriado la frecuencia y el patron de disparo son regulados por el

postpotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue al potencial de accion El PPH en estas células se
caracteriza por presentar una fase rapida de 2 ms de duracion, generada por la activacion de
canales de potasio dependientes de caicio de alta conductancia (BEK) Y una fase lenta de 250 ms
de duracidn, provocada por los canales de baja conductancia (SK) (Pineda, et al.,, 1992)

El PPH es blanco de mdltiples tipos de neuromoduladores que regulan el patrdn de
disparo de diferentes tipos neuronales (Brown 1990, Sah 1996),

Con el objetivo de probar si la SOM modula el PPH en estas neuronas, se hicieron
registros intracelulares en rebanadas de rata de 400 micras de espesor, para lo cual se dio un pulso
breve de corriente para producir un sélo potencial de accidn, seguido por su postpotencial
hiperpolatizante En la figura 9 se muestran las dos fases del PPH, la fase rapida que dura 2 ms y
la fase lenta gue llega a durar hasta 250 ms La aplicacton de 1 pM de SOM-14 en el medio
produjo un efecto dual sobre el PPH observandose un aumento en fa parte inicial (33.4 £ 0.7 %)
y una reduccion en la parte lenta (17 5 £ 08 %) (Fig 9A) La disminucion de la fase tenta del
PPH observada se refleja en un aumento en la frecuencia de disparo provocada por un pulso
despolarizante de corriente de 300 ms de duracion a un potencial de mantenimiento de -35 mV
(n=5), (Fig. 9B) Cabe sefialar que resultados similares fireron obtenidos utilizando la SOM-28,
por lo que en los experimentos subsiguientes se utiliz6 SOM-14

Dado que el PPH es un evento dependiente de la activacion de los canales de potasio
activados por calcio, decidimos estudiar si fa SOM modula estos canales. Para este proposito se
hicieron registros de fijacion de voltaje en la configuracion de célula entera.

La corriente saliente fue generada por pulsos despolarizantes de 10 mV desde -60 a 30
mV con una duracién 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 concentracidn de 3 mM
{Nisenbaurm et al 1996). La corriente sostenida estd dada por el rectificador retardado (30%), v
por los canales de potasio dependientes de calcio BK v SK, con una contribucion del 30% cada
uno (Bargas et al 1999) La cotriente sostenida fue aumentada en un 35% por la aplicacion de la
SOM-14 a una concentracidon final de I pM (o= 6). En la fig 10A se muestran los trazos
representativos de las corrientes antes y después de la aplicacion de la SOM. La relacion
corriente-voltaje que se generd a partir de éstas, ruestra que la SOM afectd el umbral de

activacion de la corriente (fig. 10B).
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A H_1

SOM {1 uM)

CONTROL

MV

SOM (1 uM)

Fig 9. Efecto de fa SOM sobre el PPH en neuronas de proyeccién del neoestriado. A Potencial de aceidn segaido
por su PPH, note el aumento en 1a fase répida v la disminucién de la fase lenta del PPH. B. La SOM provoch un
aumento en la 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 duracidn de 30 ms y a un potencial de
mantenimiento de -80 mV , es mostrado en la figurz 10C note que el efecto méximo se alcanza
en | minuto aproximadamente después de la aplicacion del péptido, ademas se observa que no hay

desensibilizacion del receptor durante el tiempo de registro
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Fig. 10 Efectode la SOM (1 uM) sobre la corriente saliente persistente en neuronas del neoestriado
A.La SOM aumenta 1a I persistente de K'. B. Relacién corriente-voltaje de 1 obtenida en los experimentos
mostrados en A C. Curso tempotal del efecto de la SOM sobre la I,
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Debido a que en un alto porcentaje de la cormiente saliente persistente en estas neuronas se
debe a la activacidn de canales de potasio que dependen de calcio (Bargas et al 1999), se
utilizaron los bloqueadores de éstos, con el objetivo de conocer si fa SOM ejerce sus efectos
modulatorios sobre algin canal en especifico En la figura 11A se muestra que en Ia presencia de
1 mM de TEA o en presencia de IbTx (toxina extraida del escorpion Buthus tamulus), a una
concentracion de 10 nM (datos no mostrados), ambos bloqueadores de los canales tipo BK &
maxi-K (Galvez et al. 1990), la aplicacion de SOM-14 (1 pM) provoct una disminucion del 25 +
2.5 % en la corriente insensible a estos bloqueadores (n=6). La relacion corriente voltaje muestra
la disminucién en la corriente provocada por la SOM-14, sin embargo, cabe mencionar que esta

se activa a voltajes mas hiperpolarizados con respecto ai control (fig 11B)

4-AP [3m MPFTEA {1 mM)

1009 /'
e _/ 2
2 e o
£ o
0 +SOM {14 M)
=4
3

2504 o—g-—2

60 40 26 0 20 40
Voltage (mV)

Current (nA)

Time (min)

Fig. 11. La SOM inhibe fos canales de potasio dependientes de calcie de conductancia pequeiia (SK). A.
En peesencia de TEA 1 mM y 4-AP 3 mM, la SOM ishibe Ja corriente. B Relacion corriente-voltaje
construida a partir de los registros en A. C. Curso temporal 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 probo el efecto de este péptido sobre el PPH, en la presencia de
TEA 1mM, el cual se ha demostrado que retrasa la repolarizacién del potencial de accion,
bloquea la fase rapida y aumenta la fase lenta del PPH (Pineda et al. 1992), (fig 12A). Bajo estas
condiciones la aplicacion de 1 pM de SOM-14 produjo una disminucién significativa de fa
amplitud (medida al pico méximo) del componente lento del PPH, generado por un potencial de
accidén (28.43 £ 1.7 %) (n=4), (fig. 12A) Estos resultados concuerdan con 1os obtenidos en los

experimentos rezlizados con la téenica de fijacion de voltaje

+SOM{ ph)

/

TEA {1mM)

Fig 12. La SOM reduce la fase lenta del PPH. A El TEA (1 mM) retarda a repolarizacion del potencial
de accion y aumenta ¢l componente lento del PPH. B. La SOM (1 mM) produce una reduccion en la fase
lenta del PPH.
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Por otro lado, la presencia de 200 nM de apamina, bloqueador de los canales de potasio
dependientes de calcio de baja conductancia (SK), (Blatz y Magleby, 1986, Bourque y Brown
1987, Candia et al 1992, Sah 1996, Stocker et al 1999), produjo una reduccién de alrededor del
254 £+ 46 % en la corriente persistente Bajo estas condiciones la aplicacion de T uM de
SOM-14, provoct un incremento en la corriente saliente del 55 £ 9.5 % (n=6) (fig 13A). En la
figura 13B se observa la relacion corriente voltaje construida a partir de las corzientes en A, como
se puede observar ia cotriente se activa a un umbral menor El curso temporal del efecto de la

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

A b e PN sk
A e et B

+SOM(1 u M)

}/'/{AP/(SmM)-I-
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<
£
£ 1.0
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£
3
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Time (min)

Fig. 13 La SOM aumenta los canales de potasio dependientes de calcio tipo BK. A, Las corrientes en
presencia de 4-AP (3 mM) y Apamina {200 nM), son aumentadas por SOM. B Curva corriente-voltaje
construida a partir de las corrientes en A C. curso temporal del efecto de la apamina y la SOM.
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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 breve de corriente es mostrado en la figura 14A Note que la apamina redujo tanto la
amplitud al pico del PPH asi como su duracion. La reduccién en el pico de la amplitud fue
variable entre las células. Al adicionar al medio de perfusion SOM-14 (1uM)} encontramos un
aumento considerable en ef componente rapido del PPH (25%:2) (n=4), haciéndose mdis rapida la
repolarizacion del potencial de accion, ademds puede observarse una oclusion del efecto de la
SOM en la region bloqueada por apamina (fig 14B) Este aumento concuerda con el observado en

las corrientes de potasio.

in | 104
10 mVL—

10ms

+ Apamin {200 nM)

/

CONTROL

I1nA

Fig. 14 Aumento de la repolarizacion del potencial de accidn y de la fase ripida del PPH, provocada por la
aplicacién de 1 mM de SOM-14 en neuronas espinosas medianas neoestriatales. A La apamina (200 nM)
reduce la fase lenta det PPH. B SOM-14 aumenta la fase rapida del PPH 32



El efecto dual de la SOM sobre las corrientes de potasio tiene un efecto complejo sobre
las propiedades de disparo de las células, va que al actuar diferencialmente scbre el PPH, el patrén
de disparo se modificod en diferentes formas. En la figura 15A se muestra un tren de potenciales
de accion provocado por pasos de corriente despolarizantes de 300 ms de duracion en
condiciones control. La posterior aplicacion de SOM-14, a una concentracion de 1 pM caus¢ una
disminucion en la frecuencia de disparo después de 20 min (fig. 15B). Adicionalmente se pueden
observar periodos cortos en los cuales la ¢élula puede no disparar tdnicamente o disparar en

forma de rafagas, después de un petiodo de fallas (fig 15B)

A CONTROL B SOM {1 pM)

DL 3 AL
P L 100 ms ) "L__
W

Fig. 15 Trenes de potenciales de accidn en newronas espinosas medianas, provocados por pasos
despolarizantes de corriente de 300 ms de duracién. Con la aplicacién de 1 pM de SOM-14 disminuye la
frecuencia de disparo de la célula, ademas de que se pucde observar un disparo en forma de rafagas.
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DISCUSION

Los resultados del presente trabajo demuestran que la SOM regula el patrén y la
frecuencia de disparo de las neuronas de proyeccion del neoestriado, a través de la modulacion de
las diferentes conductancias que participan en la generacidon del postpotencial hiperpolarizante
(PPH).

En estas neuronas el PPH, que sigue al potencial de accidn, se caracteriza por presentar
una fase rapida que dura unos cuantos milisegundos, generado por la activacién de canales de
potasio de alta conductancia (BK) Durante el potencial de accidn estos canales se activan y
repolatizan rapidamente la membrana, llevindola a potenciales més negativos que el potencial
umbral La fase lenta del postpotencial es generada por los canales de potasio dependientes de
calcio de baja conductanciz (SK) (Pineda et al , 1992).

Nuestros resuitados demuestran que la SOM modifica este PPH en una forma compleja,
presentandose un efecto dual sobre las conductancias que lo generan, encontrandose un aumento
en la repolarizacién del potencial de accién asi como de la fase rapida y una disminucién 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 al incremento provocadoe por la
SOM en las corrientes de potasio dependientes de calcio del 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 blogqueador 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), vy en las neuronas piramidales de CAl del hipocampo de la rata
{Schweitzer ¢t al 1993). Aunque nuestras resultados sugteren la modulacién directa sobre estos
canales, dado que hay una disminucion en ia corriente de caicio en estas céiulas provocado por la
SOM, no se descarta la posibilidad de que la SOM esté modulando otros canales de potasio, que
participan en la generacidn 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) v en las neuronas piramidales del
nicleo cingulado anterior de la rata (Hicks et al 1998) Por otro lado, en contraste a nuestros
datos, se ha 1eportado una inhibicion de los canales BK por la SOM en células secretoras de
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insulina (Ribalet y Eddlestone, 1995) vy en las neuronas bipolares de la retina (Petrucct 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 v/o las
vias de transduccion de sefiales a las que estén acoplados los receptores De hecho, en los
ofigodendrocitos de cerebro de rata la activacion del receptor SSTR-1 inhibe al rectificador
entrante (Karschin 1995), mientras que al incrementar la activacion de los receptores SSTR-2 en
los ovocitos de Xenopus incrementa esta misma conductancia (Kreienkamp et al. 1997)

1a exposiciébn a SOM también produce un cambic pequefio en la activacion de las
corrientes salientes en las neuronas espinosas medianas del estriado, sin embargo, dicho cambio
podria ser atribuido a la disminucion en las corrientes de calcio por SOM reportada en estas
células (Vilchis et al 2002)

Por otro lado, la disminucion de la fase lenta del PPH observada en condiciones control v
en presencia de TEA (fig 9 y 12), puede explicarse por la inhibicién de la corriente saliente
provocada por la SOM en presencia de blogueadores de canales BK (fig 11). Resultados que
sugieren una modulacion de la SOM sobre los canales de potasio activados por calcio tipo SK
(fig.12) o bien una inhibicion de la entrada de calcio que activa estos canales. La reduccion parece
ser selectiva para los canales SK va que en presencia de apamina se ocluyé el efecto de la SOM
sobre la fase lenta del PPH (fig. 14). Funcionalmente, la disminucion de las corrientes a través de
los canales SK provoca una reduccion en la adaptacion de Ja frecuencia de disparo, encontrandose
asi un incremento en la excitabilidad neuronal (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 v Matthews 1992, Tallent et al. 1996, Traina et al 1996, Viana y Hille 1996,
Glassmeier et al 1998, Traina v Bagnoli 1999, Akopian et al. 2000, Petrucci et al. 2001, Vilchis
et al. 2001).

Tomados juntos estos hallazgos, sugieren que la modulacién de los canales de potasio
dependientes de calcio por SOM, pueden ser un resultado de la modulacion de las corrientes de
calcio. En efecto resultados previos en las neuronas de proyecciébn neoestriatales, han
demostrado que los canales de potasto dependientes de calcio son selectivamente activados por el
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influjo de calcio a través de canales de calcio voltaje dependientes tipo N, Q y 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 modulacidn selectiva para la secrecion del neurotransmisor.

No cbstante, ¢l aumento de la comiente BK por fa SOM, no puede ser explicado
directamente por la inhibicion 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 celutares (Viana et al.,
1993, Wisgrida y Dryer 1994, Sah 1995) Los canzales BK tienen baja afinidad por €l calcio, son
muy sensibles al voltaje y se requieren altas concentraciones del guelante BAPTA para bloguear
su activacién (McBurney y Neering, 1987), sugiriendo que estos canales se colocalizan (Robitaille
1993, Naragui y Neher, 1997). Lo anterior estd de acuerdo con el papel funcional de los canales
BK permitiendo que ellos se activen durante la fase de caida del potencial de accidén para producir
la repolarizacion de la membrana del soma y la generacion del PPH (Pineda et al. 1992, Vilchis et
al. 2000).

Adicionalmente, tesultados previos en las células GH,C, demuestran un aumento en la
corriente de potasio por desfosforilacion de los canales BK, mediada por la accion de la fosfatasa
PP2A, mecanismo gue involucra la activacion de fa 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 activacion de los canates BK a través de ta accion de la 5-lipooxigenasa
(Schwetzer et al. 1993). Por lo tanto, la activacién de los canales BK en las neuronas espinosas de
proyeccion del neoestriado, a pesar de la disminucién en la entrada de calclo, puede ser mediada
por un efecto de la SOM sobre estos canales, que probablemente involucre alguna via del 4cido
araquiddnico (Duerson et al. 1996),

El PPH regula directamente la adaptacion en la frecuencia de disparo de las neuronas del
neoestriado, v es asi un determinante principal de la excitabilidad neuronal (Rosenthal 1988,
Galarraga et al 1989, Pineda et al. 1992). Actualinente se conoce que la aplicacion de un pulso de
corriente supraumbral en estas células, produce un disparo tonico, sin mostrar mucha adaptacion
en la frecuencia de disparo (Pineda et al 1992). La adicion de bloqueadores de canales de calcio
de tipo no-L, asi como de Jos de potasio activados por calcio, provocan un aumento en la
frecuencia de disparo (Pineda et al 1992) Los resultados obtenidos muestran gue el PPH es
modulado por la SOM (fig. 9), sin embargo, cabe enfatizar que dicha modulacion es compleja y se
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refleja con cambios en €l patron de disparo de estas neuronas, ya que en algunas células se
encontrd un aumento transitorio en la frecuencia de disparo (fig. 9), mientras que en la mayoria se
encontrd una disminucion de dicha frecuencia y con un cambio en el patron de disparo de una
forma regular a otra irregular (fig. 15B)

Las células en las que se presentd el disparo irregular se caracterizaron por presentar
oscilaciones de la membrana con disparos en forma de rafaga seguida por periodos de fallas (fig
15B). L.a modulacion diferencial de las conductancias que participan en la generacion del PPH,
pueden fundamentar la tendencia a las fallas de estas células en presencia de SOM (fig. 15B). El
aumento de la corriente de potasio activada por calcio tipo BK (fig. 11) junto con la disminucién
en las conductancias de los canales tipo SK (fig. 11), puede contribuir directamente a la

generacion de rafagas de alta frecuencia con periodos de silencio (fig. 15B)
Modulacion de las corrientes de calcio por lo SOM

En las neuronas de proyeccion del neoestriado, las corrientes 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 Q, ya que el bloqueo de estos
canales con toxinas especificas reduce significativamente el PPH en estas células (Vilchis et al ,
2000).

Por lo anterior decidimos estudiar la modulacion de los canales de calcio por Ja SOM,
encontrando que este péptido modula el potencial de calcio generado por la aplicacion de altas
concentraciones de TEA (20 mM), el cual bloquea la repolarizacion del potencial de accion
produciendo un potencial de calcio (Kita et al. 1985, Galarraga et al 1989, Bargas et al 1989). La
disminuecién en la duracidn del potencial de calcio observado debe ser el resultado de la
modulacion de los canales de calcio como en otros tipos neuronales (Tkeda 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 v Betz 1997, White et al. 1997). El efecto de la SOM es
directo ya que en presencia de TTX se siguié observando una disminucién en la duracién del
potencial de calcio provocado por TEA

Las corrientes de calcio en las neuronas de proyeccidn 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 necestriado, 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 inhtbe 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 amigdala de la rata (Viana y Hille 1996) y en neuronas del
hipocatnpo (Ishibashi y Akaike 1995), se encontré modulacién por SOM de los canales sensibles
a w-CgTx GVIA y @-Aga-IVA, antagonistas de los canales N y PAQ, respectivamente Por otra
parte, se ha reportado que la SOM reduce la corriente de calcio tipo L en varias preparaciones
incluyendo a las células bipolares de Ia retina del pez dorado (Ayoub y Matthews 1992} v los
fotorreceptotes de la retina de la salamandra (Akopian et al. 2000). Interesantemente, la SOM
reduce la corriente de calcio L en bastones pero la incrementa en conos (Akopian et al 2000). En
contraste a estos resultados nuestros datos muestran que la SOM no tiene ninglin efecto sobre los
canales de tipo L en neuronas del neoestriado (Vilchis et al. 2001)

La reduccidn de la corriente de calcio Ny P/Q, porla SOM, en las neuronas espinosas
medianas puede explicar fa inhibicion de la fase lenta del PPH encontrada en nuestras células (fig
8A) Como se ha mencionado con anterioridad, esta fase se debe a la activacién de canales de
potasio activados por calcio SK, los cuales presentan una alta sensibilidad al calcio, son
insensibles al voitaje y presentan una conductancia unitaria pequefia de alrededor de 5-20 pS
{Lancaster et al. 19%1). Dado que la activacion de estos. canales requiere de la entrada de calcio
extracelular a través de los canales de calcio dependientes de voltaje | especificamente 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 inhibicion de los de calcio

Las miiltiples acciones de la SOM, pueden ser mediadas a través de la activacion de 5
tipos de receptores acoplados a proteinas G; sin embargo, debido a la inexistencia de agonistas y
antagonistas especificos no se determiné el tipo de receptor que media estas respuestas, aunque
no se descarta la posibilidad de que sean varios tipos los que estan regulando las conductancias
que participan en el disparo de las neuronas espinosas medianas. No obstante, los resultados
encontrados se deben a la activacion de los receptores a SOM ya que ent presencia del antagonista
de los receptores a SOM el CPP-1, no se encontr¢ ninguna respuesta. Estudios posteriores se
requieren para conocer cudl o cuales receptores asi como los mecanismos celulares, que estan
involucrados en la regulacion de las propiedades de disparo de estas neuronas.

Adicionalmente, cabe mencionar que aunque se ha reportado que los receptores a SOM se
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desensibilizan (Hipkin et al 1997), nosotros no observamos esta respuesta ante la aplicacion del
péptido.

Los resultados en conjunto demuestran que las neuronas de proyeccion del necestriado
son blanco de modulacion por la SOM, la cual es sintetizada y liberada por interneuronas

somatostatinérgicas.

Implicaciones Funcionales

En los ganglios basales el mayor nimero de neuronas que contienen SOM se encuentran
en el neoestriado Son las interneuronas somatostatinérgicas que comprenden el 1% de la
poblacién celular de este micleo y que ademas son GABAérgicas (Kawaguchi et al. 1993} 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 fiecuencia de disparo de las neuronas espinosas medianas, a través
de la modulacion de diferentes conductancias que participan en la generacion del mismo Los
cambios observados en las propiedades del disparo de estas células, pueden resultar en
modificaciones de la liberacién del neurotransmisor De hecho, en experimentos de superfusion se
ha mostrado, que la SOM-14 inhibe o aumenta la liberacion de GABA-"H en el estriado de la rata,
de una forma dosis dependiente Parece ser que los efectos inhibitorios ocurren a nivel
presinaptico, mientras que ¢l aumento se debe a una accidn postsindptica (Meyer et al. 1989)
Adicionalments, los datos sugieten que las interneuronas somatostatinérgicas pueden actuar
produciendo una inhibicidn retroalimentadora en el necestriado.

Por otro lado, diversas evidencias clinicas y de comportamiento iridican una interaccion
entre los sistemas somatostatinérgicos y dopamindrgicos, sugiriendo que la SOM  esta
involucrada en la modulacion del control motor mediado por dopamina (DA). Se ha reportado
que la SOM aumenta la liberacidn de la DA en el estriado de la rata (Chesselet v Reisine 1983)
Ademas se ha encontrado que la activacion de los receptores D1 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 Gitimo, recientemente se ha reportado la
colocalizacion de los receptores de SOMy DA en subgrupos neuronales, adicionalmente se ha
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demostrado que ambos receptores pueden formar hetero-oligémeros, para crear un nuevo
receptor con actividad funcional propia en neuronas del necestriade (Rocheville et al 2000)

Por Gltimo las implicaciones funcionales de la modulacion de las diferentes conductancias
idmicas por fa SOM, deben ser consideradas para la sintesis de firmacos necesarios para el

tratamiento de enfermedades motoras tales como la corea de Hungtington y ¢l mat del Parkinson
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CONCLUSIONES

* La SOM inhibe las comrientes de calcio, 2 través de la modulacién de los canales tipo
P/Q, los N y probablemente fos R.

*La SOM modula diferencialmente las corrientes 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 rapido y
una disminucién en el PPH lento

* El efecto de 1a SOM sobre las corrientes de potasio y calcio se refleja en una respuesta
compleja en la frecuencia y el patrén de disparo de las neuronas, ya que en algunos casos
se observé un aumento en la frecuencia, mientras que en otras se produjo un dispare

irregular.

* La SOM ejerce acctones complejas sobre las neuronas de proyeccién a través dela
activacién de sus receptores, por lo que se espera que los andlogos de éste péptido
tengan efectos profundos sobre las funciones motoras controladas por los ganglios
basales.
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