
Q8( 
/0 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALES Y 

DE POSGRADO DEL 

COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES 

"ESTUDIO DE LOS POTENCIALES SINAPTICOS INDUCIDOS 

POR LA 4-AMINOPIRIDINA EN NEURONAS 

NEOESTRIATALES DE LA RATA" 

T E SIS 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 

DOCTOR EN INVESTIGACION 

BIOMEDICA BASICA 

PR ES EN T 

EL MAESTRO EN INVESTIGACION 

BIOMEDICA BASICA 

JORGE LUIS VALENTE 11.9RES HERNANDEZ 
*. • 

CIUDAD UNIVERSITARIA, MEXICO, D. F. SEPTIEMBRE, 1995 

F 	nr: 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



RES1.JMEN 
Los experimentos de esta tesis fueron realizados en neuronas "espinosas 

medianas" del neoestriado de la rata utilizando registros intracelulares y fijación de 
corriente en rebanadas cerebrales mantenidas ni vitro y sumergidas en solución 
fisiológica. 

El objetivo principal de la tesis fue el de lograr un arreglo experimental que 
nos permitiera evaluar la liberación de neurotransmisor por métodos 
electrofisiológicos, caracterizar esta liberación y evaluar posibles mecanismos 
moduladores. En particular, la acción de la dopamina en el neoestriado está poco 
estudiada y pensamos que podría estar implicada. Esto implicó registrar la actividad 
sináptica espontánea y la facilitada por la 4-amino-piridina (4-AP). En condiciones 
banales esta actividad es de baja frecuencia (alrededor de un potencial sinóptico por 
segundo; 1 s''). Pero cuando se agrega el bloqueador de conductancias de potasio 
4-AP a dosis micromolares (100 04), la frecuencia de aparición de los potenciales 
sinápticos se incrementa a valores promedio de 8 s-1 . 

El neoestriado fue el núcleo escogido pues no tiene transmisión 
glutainatérgica intrínseca. De esta manera, toda actividad excitadora glutamatérgica 
proviene de fibras aferentes cuyos somas se sitúan fuera del núcleo, y que en 
nuestro caso fueron excluidos de la preparación. La actividad sináptica observada 
en estas condiciones resultó ser dependiente de conductancias de sodio y de calcio, 
pues tiie bloqueada con tetrodotoxina (TTX) o cadmio (Cd). Lo que sugiere que 
depende del disparo de potenciales de acción en fibras o terminales aferentes. 

Los potenciales sinápticos resultaron ser tanto GABAérgicos (i.e., 
bloqueados con bicuculina) como glutamatérgicos (bloqueados por la combinación 
de CNQX y APV). Lo que quiere decir que en presencia de bicuculina nos 
quedamos con la transmisión glutamatérgica extrínseca, proveniente de las vías 
cortico-estriatal y cortico-talámica. 

En estas condiciones, 100 i.tM de 4-AP permitieron registrar una frecuencia 
promedio de potenciales sinápticos de 4 ''. Esto es, la mitad de la transmisión en 
presencia de 4-AP únicamente. Además, encontramos que el agonista del receptor 
dopaminérgico D2, quinpirole (10 11M), es capaz de reducir la frecuencia de 
aparición de estos potenciales sin cambiar: a) la resistencia de entrada, b) el 
potencial de membrana, o e) el umbral de disparo de la célula postsináptica. 
Resultados que aunados a las características de la preparación (fibras afertentes 
aisladas de sus somas de origen) nos permiten sugerir fuertemente que la acción del 
quinpirole está mediada por receptores presinápticos en las fibras o botones 
aferentes. 



SUMMARY 
The experiments of ibis thesis kv re done in "meditan spiny" neurons of the 

rat neostriaturn using intrecellttlar reconlings and current-clamp conditions in in 
vitro brain s'ices totally subinerged in physiological salitre. 

The principal goal oí' this thesis was to achieve an experimental set-up that 
kvo L'Id allow lo record transmitter release by eleetrophysiological methods, tu 
characterize this release, and to evaluate possible modulating mechanisins. In 
particular, dopamine's action in the neostriattan has been little studiecl and we 
thought it could be involved. This implied to record synaptic activity both 
spontaneous and lacilitated by 4-aminopyritline (4-AP), In control conditions, 
spontaneous release is of low frequency (ahora une synaptic potential per second; 1 
s-i ). However, in the presence of the potassium conductance blocker 4-AP at 
inicroinolar doses (100 .tM), the frequency oí recording synaptic potentials 
increased lo mean values of 8 

The neostriatum svas chosen due lo the fact that it lacks intrinsic 
glutamatergic transmission. In this svay, all excilatory glutamatergic activity comes 
from external afferent fibers whose somata is located ouside the nucletts, and which 
in the present case, were excluded from the preparation. The synaptic activity 
observed in diese conditions carne to be dependerte opon sodium and calcium 
conductances because it was blocked by tetrodotoxin (TTX) or cadmitnn (Cd). Thus 
suggesting that it depends on the liring of action potentials by the afferent terminals 
or fibers. 

Recorded synaptic potentials were both GABAergic (i.e., blocked by 
bicuculline) and glutamatergic (blocked by a combination orCNQX and APV). This 
means that in the presence of bicuculline we are la with extrinsic glutamatergic 
transmission coming from corticoestriatal and corticothalamic pathways. 

In tírese conditions 100 µM 4-AP allowed tu record a mean frequency of 
synaptic potentials of 4 s''. That is, half the activity in the presence of 4-AP only. 
Moreover, it was found that the dopaminergic D2 receptor agonist quinpirole 
(1011M) was able lo reduce the frequency of recording tírese potentials without 
changing: a) input resistance, b) membrane potencial, or c) 	threshold of the 
postsynaptic cells. These results together with the characteristics of the preparation 
(afferent fibers cut form their somata of origin) allow lis to strongly suggest that the 
action of quinpirole is mediated through receptors located on presynaptic fibers or 
boutons. 



Esta tesis fue realizada en los laboratorios 123-norte y 125-norte del 
Instituto de Fisiología Celular, en la Ciudad Universitaria de la 
Universidad Nacional Autónoma de México. Bajo la dirección 

académica de la doctora en ciencias Elvira Galarraga P. y el doctor en 
ciencias José Bargas D. 
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ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 
La presente tesis será organizada de la siguiente manera: 
En la Introducción presento una revisión de los conceptos básicos y actualizados para el 

entendimiento de esta tesis. En esta revisaré las características anatómico-fisiológicas relacionadas con 
las neuronas neoestriatales de la rata haciendo énfasis en las neuronas espinosas medianas y las 
relaciones funcionales del neoestriado con otros núcleos cerebrales. 

Posteriormente revisaré los conceptos relacionados con la transmisión sináptica, comparando la 
transmisión periférica (unión neuromuscular y sistema endócrino) con la transmisión en el sistema 
nervioso central. Asimismo, ahondaré en el concepto de transmisión sináptica cuántica en el sistema 
nervioso central. 

Tomando en consideración que la frecuencia de registro de potenciales sinápticos en las neuronas 
espinosas medianas neoestriatales es muy bajo, cuando estas son estudiadas in vitro (rebanadas de 
estriado), en esta tesis utilicé la 4-aminopiridina (4-AP) para incrementar dicha actividad. Por lo tanto, 
realicé una revisión sobre el mecanismo de acción actualmente aceptado de la acción de las 
aminopiridinas. Dicha revisión fue publicada en Revista Biomédica en 1993 ( Flores-Hernández, I993). 

Como última parte de la introducción revicé el papel de la dopamina como de neuromodulador 
presináptico de la actividad sináptica glutamatérgica cortico-estriatal. 

Los Objetivos de esta tesis son presentados en la sección correspondiente. 
Los Métodos son presentados en tres partes. En la primera presento en forma breve una sección 

de Métodos y Materiales, la segunda y tercera son presentadas en la sección de métodos dentro de cada 
artículo de los dos artículos de ésta tesis. 

Los Resultados son divididos en 4 secciones. 
En la primera sección abordo de manera general las características anatómicas de las neuronas 

espinosas medianas. 

En la segunda sección presento las características electrofisiológicas de las neuronas espinosas 
medianas. 

La tercera sección se presenta la caracterización de los potenciales sinapticos inducidos por la 
4-AP registrados en las neuronas espinosas medianas del neoestriado de la rata. Este trabajo fue 
publicado con el titulo "Patterns of excitatory and inhibitory synaptic transmission in the rat neostriatum 
as revealed by 4-AP" en Journal of Neurophysiology, volumen 72, No. 5 en 1994.  

En la cuarta y última sección presento el efecto de la dopamina sobre la transmisión sináptica 
glutamatérgica. Este trabajo es presentado como un articulo cuyo titulo es "Dopamine selects 
glutamatergic inputs to neostriatal neurons" el cual fue enviado a revisión para publicación en la misma 
revista. 

En la Discusión se incluyen todas las secciones presentadas en los resultados. 
Finalmente, en las Conclusiones enumero las conclusiones a las que llegué durante el desarrollo de 

la presente tesis. 
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INTRODUCCION 
En la presente tesis se estudiarán los potenciales sinápticos espontáneos (PSEi) cuya frecuencia es 

incrementada por la 4-aminopiridina (4-AP), un bloqueador de conductancias de potasio, en una 
población de neuronas cerebrales: las neuronas "espinosas medianas" del neoestriado de la rata. 

Cuando las neuronas espinosas medianas del neoestriado son mantenidas in vitro (rebanada), en 

condiciones normales, muestran una baja frecuencia de aparición de los PSEs (< 1 Hz). Cuando se 
agrega 4-AP en dosis micromolares la frecuencia de aparición de PSEs es incrementada. Esto es, la 
4-AP aumenta la liberación espontánea de neurotransmisores. Los PSEs pueden ser separados 
farmacológicamente empleando los antagonistas específicos para los receptores a neurotransmisores de 
acción rápida (e.g. GABA y glutamato). Los PSEs cuya frecuencia es incrementada por la 4-AP son 
bloqueados por TTX o cadmio, por lo tanto son dependientes de los impulsos nerviosos que activan 
conductancias de calcio. Además, son bloqueados completamente por la combinación de bicuculina 
(BIC), CNQX y 2-APV. Las amplitudes promedio de los PSEs corresponden a la activación de un solo 
sitio activo por evento y concuerdan con el cuanto para Glu y GABA descrito en sinapsis cerebrales. 

En vista de que en presencia de bicuculina se pueden separar los potenciales sinápticos 
glutamatérgicos inducidos por la 4-AP, es posible estudiar el efecto de agonistas dopaminérgicos sobre 
la frecuencia de aparición de potenciales sinápticos, esto es, sobre la liberación espontánea de 
neurotransmisores medida electrofisioíógicamente. En esta tesis estudiaremos el tipo de receptores a 
dopamina que media este efecto presináptico modutatorio. 

La Introducción tocará los siguientes puntos: 
1.- Anatomía funcional del neoestriado (NE) y su papel en la fisiología de los ganglios banales. 
2.- Las neuronas del NE, principalmente la neurona espinosa mediana. 
3.- La teoría cuántica de la transmisión sináptica en el sistema nervioso central. 
4.- La 4-aminopiridina como una herramienta para incrementar la actividad sináptica. 
5.- Los mecanismos moduladores presinápticos de la transmisión; el papel de la dopamina. 
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1. EL NEOESTRIADO 

LE- ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA DEL NEOESTRIADO 

El núcleo caudado-putamen o neoestriado (NE) es una estructura subcortical que forma parte de 

los ganglios basales (ver figura 1.). En la mayoría de las especies de vertebrados este núcleo es el más 

prominente de las estructuras subcorticales telencefálicas. Se localiza en el cerebro anterior de reptiles, 

aves y mamíferos. En mamiferos superiores el neoestriado se divide en los núcleos caudado y putamen 

los cuales se encuentran separados por la cápsula interna, que es formada por las fibras corticales 

descendentes (ver figura 2). En mamíferos inferiores las fibras descendentes están dispersas y no 

forman la cápsula interna por lo que dan al núcleo un aspecto de rallado (estriado) cuando este es 
observado en un corte sagital. No posee una organización laminar como las cortezas cerebral, cerebelar 

o hipocámpica. 

El NE ha sido relacionado con funciones motoras (Delong, 1990). Estas observaciones se han 
basado en los estudios de enfermedades neurodegenerativas como es el caso de la enfermedad de 

Parkinson y la corea de I luntington. Asimismo, el NE se ha relacionado con la generación de 

movimientos voluntarios (13rooks, 1986; Wilson, 1990b). Sin embargo, no se sabe como el NE 

contribuye a la generación de estos movimientos. Se ha reportado que los déficits motores son 

dependientes de contexto (Wickens, 1993). Un movimiento que no puede realizarse en unas 

	 Entradas 

r-Cortezacereb re11 

Neoestrlado 
(Núcleos caudado, putamen y 

acumbens) 

Segmento 
externo del 
globo pálido 

Segmentonterno [ 
del globo pálido 
(Núcleo esto- 	

Substancia negra 
par* reticulata 	

Substancia negra 
pars compacta 

ecluncular 

Figura 1. Relación del neoestriado con otras regiones cerebrales .  
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N•oestriado Collculo 
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Corteza Cerebral 

Núcleo 
subtalernico 

Figura 2. Localización del neoestriado. Arriba. El NE en mamíferos inferiores presenta un aspecto 
estriado en el cual las estrías son formadas por las fibras descendentes corticales que atraviezan el 
NE. Abajo. En mamíferos superiores las fibras descendentes corticales se unen tbrmando la cápsula 

circunstancias puede ser ejecutado en otras. Es decir, la habilidad de realizar movimientos permanece 
intacta, pero en algunas circunstancias éstos no pueden ser realizados con la misma energía o rapidez. 
La entrada dopaminérgica mesencefálica al NE es indispensable para el control de las funciones de los 
ganglios basales a través de las vías cortico-estriato-palillo-talátnico-corticales. La disminución en la 

concentración de dopamina en el NE produce la enfermedad de Parkinson, que lleva a la pérdida del 
movimiento normal y a los déficits cognoscitivos del tipo de los producidos por la interferencia con el 
funcionantiento del lóbulo frontal. Un exceso de dopamina en NE puede causar movimientos anormales 
como coreas, distonias y tics, e incluso desordenes del pensamiento (Marsden, 1992).  

La aparición de movimientos anormales seguidos a la lesión del neoestriado llevó a la conclusión 
de que la función normal del neoestriado estaba relacionada con el control del movimiento (Laursen, 
1963; Delgado, 1979). 

Actualmente, el neoestriado es considerado por algunos autores como vías en paralelo 

organizadas macroscópicamente que participan en el procesamiento de información desde áreas 

corticales y talámicas funcionalmente relacionadas (Alexander y Crutcher, 1990a, 1990b; Mitad et 01., 
1991; Marsden, 1992; Hoover y Strick, 1993). La información que fluye a través de esas vias es 
procesada en el NE, pasa a las estaciones de salida de los ganglios basales. Esta información es enviada 
al mesencéfalol, asi como regresada a través de vías directas e indirectas a distintas regiones del tálamo 

y la corteza. Han sido definidos cinco vías paralelas por los que fluye la información a través del NE y 
son presentados en la tabla 1. 
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TABLA 1. ORGANIZACIÓN DE LAS AFERENTES CORTICALES AL NE 

CIRCUITO PREFRONTAL 
DORSOLATERAL 

ORRITÓFRONTAL 
LATERAL 

OCULOMOTOR MOTOR LIMBICO 

REGIÓN 
CEREBRAL 

Corteza prefrontal 
dorsolateral 
Corteza parietal 
posterior y área 
premotora arqueada 

Corteza orbitafrontal 
lateral 

Campos oculares 
frontales 

Área supleinantaria motora 
Corteza premotora 
Corteza Sensoriontatora 

Área cingulada 
anterior 

REGIÓN 
ESTRIATAL 

Caudado dorsal Candado ventromedial Candado !Imanten NE ventral 

REGIÓN 
PALIDAL 

Interno Interno Interno Externo Interno Ventral 

REGIÓN 
NIGRAL 

Reticulada Reticulada Reticulada Reticulada 

(Núcleo 
sulualárnico) 

REGIÓN 
TALÁMICA 

Ventral anterior 
región parvocelular 
Medial dorsal región 
magnocelular 

Ventral anterior región 
inagnocchilar Medial 
dorsal región 
magnocelular 

Mediodorsal país 
multifonnis 
Ventral anterior 
región 
magnocelular 
Ventral anterior 
región parvocelular 

Ventro lateral pars oralis 
Ventro lateral pars mediatis 
Ventral anterior región 
parvocelular 
Centromedial 

Mediodorsal pars 
magnocelular 
Medial dorsal 
región 
parvocelular 

REGIÓN DE 
SALIDA 

7 7 Caculo superior 
Formación reticular 
pontinu 
paramediana 

Tallo cerebral 
Médula espinal 

Corma de 
asociación 
limbica 

Cuadro modificado de Alexander  et al., 1986 y Marsden, 1992 

Por el contrario, otros autores han propuesto que la información cortical ingresa al estriado en un 

patrón absolutamente convergente. Esta convergencia es llevada a cabo por la sobreposición de islas de 

terminales axónicas cortico-estriatales (Percheron y Filion, 1991). 

Por otro lado, Parent y colaboratores (1993, 1995), sugieren que no hay tal convergencia de 

información y que esta es finamente segregada formando múltiples representaciones en sus proyecciones 

al segmento externo del globo pálido y a la región reticulada de la substancia negra. 

El papel que juega el NE en el funcionamiento cerebral es definido como un proceso de 

desinhibición en el cual la activación del NE produce una inhibición de las neuronas del globo pálido y 

de la substancia negra. Las neuronas de estos núcleos se caracterizan por tener actividad tónica 

inhibitoria sobre sus núcleos blanco. Los núcleos blanco del globo pálido y la substancia negra reticulada 

son los talámicos, los del coliculo superior y los pedúnculo pontinos. Cuando las neuronas nigrales y 

palidales son inhibidas por las aferentes neoestriatales, disminuye la inhibición tónica producida por éstas 

(desinhibición) aumentando de este modo la actividad en los núcleos blanco (Chevalier y Deniau, 1990; 
Chevalier et al., 1984, 1985; Deniau y Chevalier, 1985). 
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El NE es modulado, entre otros transmisores, por la dopamina, la acetilcolina y la serotonina. In 

la región dorsal del NE se ha propuesto que la dopamina contribuye a la coordinación sensorioniotora 

durante el desarrollo de una respuesta en una serie de procesos preparatorios para respuestas 

predefinidas (Marsden, 1992). En la región ventral la dopamina influencia el impacto de un estimulo 

relacionado con una recompensa (Robbins y Everitt, 1992; Marsden, 1992). La actividad colinérgica es 

intrínseca al NE y es producida por las neuronas gigantes no espinosas (Wilson, 1990). La serotonina se 

origina en los núcleos del rafé dorsal (Levoie y Parent, 1990). 

1,11 LAS AFERENTES AL NEOESTRIÁDO 

1.11.1 Tipos de aferentes 

Las entradas corticales glutamatérgicas que llegan al NE surgen principalmente de las áreas 

sensoriales, motoras y de asociación. Las entradas glutamatérgicas corticales convergen con entradas, 

también glutamatérgicas, que se originan en los núcleos intralaminares talámicos, con entradas 

dopaminérgicas que surgen desde la sustancia negra (parte compacta) y con entradas serotoninérgicas 

que se originan en núcleo del rafé dorsal (Parent, 1990). 

Los estudios realizados con leucoaglutinina Phaseolus ►irlgaris  (P1-1A-L, por sus siglas en inglés) 

han mostrado que las libras aferentes de corteza arborizan en el NE con el patrón definido por Cajal 

como axodendritico cruciforme (Ramón y Cajal, 1909, 1911; Wilson, 1990; Fox, et al., 1971). El 

término cruciforme se refiere a que las fibras viajan a través del núcleo cruzando sobre las dendritas de 

distintas neuronas, haciendo sinapsis con éstas a su paso (en pas.vant) (Fox e/ al, 1971; Di Figlia el al, 

1978). 

Una fibra cruza los campos dendríticos de muchas neuronas, pero no hace muchas sinapsis con 

una neurona en particular. Mediante registros electrofisiológicos, Morí el al., (1994) calcularon que 

cada aferente deja en promedio de uno a dos botones en cada neurona postsináptica. Mediante técnicas 

anatómicas Wilson (1994) calculó que cada aferente cortico-estriatal puede presentar no mas de tres o 

cuatro contactos sobre cada neurona espinosa mediana. En general, las sinapsis se realizan en las 

espinas dendriticas (aprox. 80 %)(Xu es al, 1991). Aunque todavía no existen estudios anatómicos 

detallados, este patrón parece estar presente tanto por las entradas corticales como por las talámicas. 

Ambas aferentes parecen ser glutamatérgicas (Wilson, 1990). Sin embargo, Wilson (1994) muestra dos 

tipos de aferentes corticales mediante la técnica de la biocitina. Faltan estudios mas detallados para saber 

si alguna aferente deja más de 2 botones en una neurona. Aunque queda claro que si hay diferencias 

entre las aferentes. 

Las aferentes de las cortezas parietal, occipital, frontal, temporal y limbica terminan en zonas que 

se extienden longitudinalmente dentro del NE pequeñas subregiones asociadas funcionalmente con áreas 

corticales (Yeterian y Van floesen, 1978; Parthsarathy et al., 1992; Parent, 1990; Marsden, 1992) . 

Estudios realizados con técnicas de marcado muestran que una pequeña porción de corteza 

cerebral proyecta a grandes regiones del NE con dirección rostro-caudal (Wilson, 1990; Parent 1990). 

Muchas aferentes corticales convergen sobre una misma población neuronal. No existe un control 
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exclusivo de alguna de las cortezas sobre alguna región del NE en particular (Parent, 1990). Sin 

embargo, cabe señalar que regiones funcionalmente relacionadas de la corteza proyectan sus libras a 

grandes regiones del NE guardando cierta organización topográfica. En monos se ha observado que la 

corteza sensorimotora proyecta al núcleo putamen donde una representación somatotópica de la pierna, 

brazos y cara ocurre en forma de bandas arregladas oblicuamente (Parent, 1990). En contraste, las áreas 

asociativas de las cortezas prefrontal, temporal, parietal y cingulada proyectan principalmente al núcleo 

caudado. Finalmente, las áreas corticales limbica y paralimbica proyectan a regiones ventrales del NE 

que incluyen al núcleo accumbens, las capas profundas del tubérculo olfatorio y las partes ventrales del 

caudado y del putamen (Parent, 1990). 

Pese a que el NE parece ser un núcleo homogéneo a nivel macroscópico, a nivel microscópico es 

histológicamente heterogéneo. Estudios histoquimicos han mostrado compartimentos bioquimicamente 

especializados (Graybiel, 1990). 

Existen regiones pobres en la actividad de las enzimas acetil-colinesterasa y tirosina hidroxilasa, 

así como en los péptidos somatostatina o calbindina, pero que muestran muchos receptores a opiáceos 

tipo mu (encefalinas) y substancia P. Estas regiones son denominadas "estriosomas", las cuales tienen el 

diámetro cercano al reconocido para las columnas corticales (30-100 pM; Graybiel et al., 1990). Los 

receptores muscarínicos MI están particularmente concentrados en los estriosomas (Hirsch, 1989). Se 

calcula que los estriosomas son el 20 % del volumen estriatal (Graybiel et al., 1991), están embebidos en 

una región a la cual se le denominó "matriz", que muestra mayor actividad de acetil-colinesterasa y 

mayor histofluorescencia relacionada con el sistema catecolaminérgico (dopamina) (1-lirsch et al., 1989; 

Desban et aL, 1989; Olson el aL, 1972; Graybiel, 1990; Gerfen, 1992a y b, Graves, 1995; Divac, 1983; 

Jiménez-Castellanos y Graybiel, 1989). De este modo los estriosomas que inicialmente fueron 

descubiertos en mono y humano, corresponden a los "parches" de receptores a opiáceos encontrados en 

la rata (Graybiel y Radsdale, 1978; Herkenham y Pert. 1981; Donoghue y Herkenham, 1986). Existen 

diferencias tanto intra- como inter-especie entre varios marcadores del estriosoma (Graybiel et al., 

1981). 	Estudios de reconstrucción tridimensional han mostrado que las regiones ricas en 

inmunorectividad a encefalinas forman una red tridimensional que se extiende a través del caudado de la 

rata y del humano (Graves el al., 1995, 1988; Manley el al., 1991). 

El sistema dopaminérgico inerva preferencialmente tanto a la matriz como a los estriosomas, sin 

embargo, el grupo A9 inerva preferencialmente al estriosoma, mientras que el grupo A8 inerva a la 

matriz (El sistema catecolaminérgico en el sistema nervioso central se ha nombrado con la letra A y los 

núcleos A8 y A9 son núcleos dopaminérgicos localizados en el área tegmental ventral y la parte 

compacta de la substancia negra) (Kernei et aL, 1992; Parent, 1990; Penny et aL, 1986a; Kawaguchi et 

al, 1989). Las regiones corticales prefrontal, insular y atnigdalina inervan a los estriosomas, mientras 

que las cortezas sensorial, motora y el giro cingulado inervan preferencialmente a la matriz. Los 

estriosomas proyectan principalmente a la zona compacta de la substancia negra mientras que la matriz 

dirige sus proyecciones al pálido y a la parte reticulada de la substancia negra (Jiménez-Castellanos y 

Graybiel, 1989). 
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Sólo parte (alrededor del 50%) de las entradas corticales que llegan a las espinas dendriticas de las 

neuronas espinosas medianas poseen una entrada dopaminérgica (Freund el al., 1984) 

Se ha propuesto que ciertas clases de interneuronas. por ejemplo las neuronas que contienen 

somatostatina, pueden servir para comunicar los diferentes compartimentos estriatales (Gerfen, 1984). 

También se han relacionado a las entradas corticales al NE con su origen laminar mas que 

regional. Así, las regiones infragranulares (capa 4 o granular), principalmente la capa V y VI, proyectan 

a los estriosomas, mientras que las capas supragranulares, capas II y III, dirigen sus axones a la matriz 

(Arikuni y Kubota, 1986; Gerfen, 1984, 1990). 
Las entradas talámicas, nigrales y amigdalinas comparten de manera general el mismo patrón de 

arborización que las entradas corticales. A la fecha no existen estudios anatómicos que diluciden con 
detalle las semejanzas y diferencias en los patrones de inervación de los distintos tipos de aferentes al 
NE. 

Sin embargo, para la interpretación de nuestros resultados tomaremos en cuenta dos puntos de lo 
que se ha dicho: I) que una fibra aferente hace de uno a 4 contactos sinápticos con una neurona 
postsináptica, y 2) que la mayor parte si no es que todas de las entradas excitatorias rápidas ("fast ligand 
gated") son glutamatérgicas. 

De las aferentes mencionadas sólo las glutamatérgicas y las serotoninérgicas pueden activar 
receptores acoplados directamente a un canal (receptores-canal), generando respuestas sinápticas 
rápidas (con duración del orden de milisegundos). El receptor 5-11T, está acoplado a un canal 
permeable a cationes monovalentes (NaVIC) (Saudou y Hen, 1994). No obstante, sólo se han descrito 
potenciales sinápticos mediados por este receptor en cultivos de NE (Jackson, 1982). Las sinapsis 
excitatorias rápidas generadas por glutamato son las más comunmente encontradas en el NE (Cepeda el 
al., 1992a, 1992b; Herrling, 1985; Wilson, 1990; Graybiel, 1990). 

Estudios de microscopía electrónica han mostrado la existencia de botones inmunorreactivos a la 
hidroxilasa de la tirosina (enzima marcadora de vías catecolaminérgicas -dopamina-) (Freund e, al., 
1984; Smith y Bolam, 1990; Wilson, 1990; Herrling, 1985). Estos botones son clasificados por Pickel el 
al„ (1981), como del tipo 1. 

En la rata (Arluison y De La Manche, 1980; Soghomonian a al., 1989), gatos (Calas el al,, 1976) 
y monos (Pasik el al., 1982, 1984), las entradas serotoninérgicas se originan en los núcleos del rafe y 
establecen varicosidades que forman sinapsis asimétricas (usualmente indicadoras de actividad 
excitadora) sobre las espinas dendríticas y en sus astas en ratas. Del total de varicosidades 
serotoninérgicas dentro del NE, sólo del 10 al 15 % presentan una típica unión sináptka. El efecto de la 
serotonina sobre el NE no es claro y puede ser mediado por al menos 13 tipos de receptores (Saudou y 
Hen, 1994, Teitler y Herrick-Davies, 1994). 

1.11.2.- Las sinapsis rápidas y lentas 

La acción sináptica puede activar directamente receptores-canal, permitiendo el flujo de carga 
jónica a favor de su gradiente electroquímico. Por otro lado, la acción sináptica puede activar receptores 
que no están acoplados directamente con un canal jónico, sino que están ligados a sistemas de 
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Figura 3, Tipos de sinapsis. A. Sinapsis rápidas son mediadas por receptor-canal. B. Sinopsis 
lentas o Neurontodulación. Los receptores pueden ser sinápticos o extrasinápticos. Pueden 
utilizarse otras cadenas de segundos mensajeros aparte de las proteínas G. 

transducción transmembranal acoplados a las proteínas G u otros sistemas de mensajeria intracelular 

(ver figura 3). 

Una diferencia entre los dos mecanismos anteriores es su temporalidad. Mientras que la activación 

de los canales acoplados a un receptor es llevada a cabo en menos de 2 ms, produciendo los potenciales 

sinápticos tipicos de alrededor de 30 ms, la activación de las proteínas G genera cambios en el potencial 

de membrana, con duración mayor a 30 ms (Hille,1992). También pueden no generarse cambios en el 

potencial de membrana sino sólo en el mecanismo de disparo. 
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1.113.- Origen de las sinapsis glutamatérgicas al neoestriado. 

Las aferentes corticoestriatales son bilaterales y se originan, en la rata y el mono,• de células 
piramidales concentradas en la capa V (McGeorgc y rata 1989), distribuyéndose en espacios de 
cientos de micrómetros entre una célula piramidal y otra (iones cal aL, 1977). En el gato la mayoría de 
las neuronas corticales de proyección al NE se localizan en las capas II y III, con una minoría en las 
capas V y VI (Royce, 1982, 1984, Arikuni y Kubota, 1986; Gerfen, 1984, 1990). 

En todas las especies estudiadas, las aferentes _corticalo-estriatales glutamatérgicas forman la 
mayoría de sus contactos con las espinas de neuronas espinosas medianas. Las sinapsis 
cortico-estriatales se forman en la cabeza de las espinas. Se ha calculado que la cantidad de contactos 
generados por cada fibra aferente es de 1 a 2 botones por cada neurona espinosa mediana (Mori e, al, 

1994; Wilson, 1994). 
Otras aferentes glutamatérgicas son las tálamo-estriatales que se originan principalmente en los 

núcleos intralaminares centromediano (29 %), parafascicular (12 %) (Royce, 1982, 1987; Royce el al„ 

1984), y secundariamente en los núcleos de la linea media (Meredith y Woutertood, 1990), además de 
núcleos de relevo como el ventral anterior, el ventral lateral, el lateroposterior, el mediodorsal y los 
núcleos pulvinares (Beckested, 1984a y 1984b; Parent et al., 1983). 

Aunque el 80 % de las sinapsis sobre las dendritas de las neuronas estriatales son Gray tipo I y 
glutamatérgicas, también hay sinapsis Gray tipo 11 gabaérgicas (Kemp y Powelt, 1971, Xu el al., 1991). 
Se ha descritas que algunas de las entradas talámicas contienen péptidos neuroactivos como: substancia 
P, colecistokinina, péptido vasoactivo intestinal (VIP) y el péptido relacionado con la calcitonina 
(Parent, 1986; Sugimoto 1984). 

1.11.4.- Origen de las sinapsis gabaérgicas al neoestriado. 

Hasta hoy se piensa que la actividad gabaérgica es principalmente producida por las interacciones 
entré las mismas neuronas principales o de proyección, las neuronas espinosas medianas. El axón de las 
neuronas principales genera colaterales antes de salir del núcleo (Somogyi, 1981; Preston, 1980). Las 
colaterales se restringen a la vecindad de la neurona (de 0.25 mm de radio) (Wilson, 1990; ), y hacen 
sinapsis simétricas con la cabeza y troncos de las espinas dendríticas de las neuronas vecinas (Preston, 
1980, Kita y Kitai, 1988; Pasik el al, 1988). Sin embargo, Jaeger el al. (1994) han descrito que dicha 
Inhibición lateral es débil o inexistente cuando la buscaron a través de registro electrofisiológico 
intracelular de neuronas vecinas. Las sinapsis simétricas también se pueden localizar en las regiones 
proximales de las dendritas, en el soma y en el segmento inicial del axón (Wilson y Groves, 1980; 
Aronin el al., 1986). Últimamente se ha descrito un segundo tipo de interneuronas gabaérgicas que son 
inmunoreactivas a la cal-retinina, proteina que une calcio (Kubota, 1993). 

Otra interacción gabaérgica es producida por intemeuronas "medianas no espinosas". Estas 
neuronas presentan inmunoreactividad a la parvalbúmina, y sus axones terminan en el dominio 
somatodendritico proximal de las neuronas espinosas de proyección (Kita et al., 1990; Somogy el al., 
1981; Preston, 1980; Kita y Kitai, 1988; Groves, 1995). 



II. NEURONAS DEL NEOESTRIADO 
El NE está constituido por diferentes tipos neuronales: neuronas principales o de proyección, y de 

neuronas locales o interneuronas. Se han propuesto diferentes clasificaciones (Chang et al., 1982; 

DiFiglia el al., 1976; Fox, 1971; Yelnik etal., 1991). 

En ratas la relación entre neuronas de proyección e interneuronas es de 9: I (Chang el al., 1982) 

mientras que en primates es de 3:1 (Graveland y DiFiglia, 1985). 

11.1 LA NEURONA PRINCIPAL O DE PROYECCIÓN 

En esta tesis nos ocuparemos principamente de este tipo neuronal, en el cual realizamos la mayor 

parte de nuestros registros electrofisiológicos.  

11.1.1.- Características generales 

De la población total de neuronas del NE, las neuronas principales o de proyección son la 

mayoría (90 95% en la rata). La neurona principal es llamada espinosa mediana debido al tamaño de 

su soma (10 a 20 pm) y a la gran cantidad de espinas que cubren sus dendritas. Del soma surgen 

troncos dendriticos de 2-3 pm de diámetro. El soma y las dendritas primarias están usualmente libres de 

espinas. Los troncos primarios se dividen a los 10-30 pm de su origen y pueden ramificarse 1 ó 2 veces. 

La figura 4 muestra una representación de una neurona espinosa mediana .  

Kemp y Powell, en 1971, consideraron a las neuronas espinosas medianas como interneuronas. 

Posteriormente, utilizando la técnica de marcado retrogrado con peroxidasa de rábano, Grofová 

(1975) mostró que las neuronas espinosas medianas proyectan sus axones hacia fuera del NE, 

considerándose entonces como neuronas de proyección. Las neuronas espinosas medianas son 

GABAérgicas (Precht y Yoshida, 1971; Fisher el al., 1986; Kita y Kitai, 1988; Pasik et al., 1991) y 

coliberan varios neuropéptidos como dinorfina, substancia P y encefalinas (Graybiel, 1990). Dichos 

péptidos no se encuentran por igual en todas las neuronas. 	Las encefalinas están presentes 

principalmente en las neuronas espinosas medianas que proyectan hacia el globo pálido. Por el 

contrario, la substancia P y la dinorfina están más concentradas en las neuronas que proyectan a la 

substancia negra (Graybiel, 1990). La neurona espinosa mediana presenta generalmente de 25 a 60 

ramas dendriticas finales (Wilson, 1983) que irradian en todas direcciones, cubriendo un campo 

esférico con diámetro de 0.3 a 0,5 mm. Las espinas se encuentran a partir de las dendritas secundarias y 
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La densidad de espinas decae a cerca de la mitad en la punta de las dendritas (Wilson, 1983). El 

axón de las neuronas espinosas medianas presenta un segmento inicial bien definido que surge del soma 

o de una dendrita primaria. El axón principal emite varias colaterales antes de dejar la vecindad (500 

pm) del soma y dichas colaterales dan origen a una arborización colateral local que hace contactos 

sinópticos con las neuronas vecinas (Prestan et al., 1980). 

Las neuronas espinosas medianas de ratas adultas muestran poco acople eléctrico medido por el 

paso de colorante (e. g. biocitina, amarillo lucifer, etc.) hacia células vecinas. Sin embargo, cuando se 

estudian en animales neonatos se observa un aumento en la frecuencia de registros con acople 

electrotónico (Walsh et al., 1989 "dye coupling"). 

El número de axones eferentes del NE ha sido estimado en varias especies (Verhaart, 1950; 

VonBonin y Shariff, 1951). El número de neuronas en el NE (C'audado•Putamen) humano es del orden 

de 100 millones. La densidad calculada es de 11,000 neuronas por milímetro cúbico (Schróder et 

1975). 

Neurona espinosa 
mediana 

Figura 4. Representación de la anatomía de una neurona espinosa mediana. 
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11.1.2.- Aferentes sinápticas sobre la neurona espinosa mediana 

Las neuronas espinosas medianas reciben la mayoría de las interacciones sinápticas aferentes al 

NE. Las entradas glutamatérgicas que surgen de corteza cerebral y de tálamo inervan principalmente a 

estas neuronas, principalmente en las espinas dendriticas de región distal. Las entradas dopaminérgicas 
se originan en la substancia negra parte compacta y en el área ventral tegmental (vTA), realizando 

contactos sinópticos con los cuellos de un 10 % de las espinas dendriticas que presentan botones 

glutamatérgicos, y con los troncos dendriticos (Bouyer el al, 1984). La figura 5 muestra la 

organización de las aferentes a las neuronas espinosas medianas. Las interacciones dopaminérgicas han 

sido localizadas sobre las neuronas espinosas medianas de la siguiente manera (Freund el al., 1984) 

1.- 	59 % sobre espinas dendríticas (tomando en cuenta que sólo se forman en el 10 % de las espinas), 

2,- 35 % sobre troncos de espinas dendriticas y dendritas, y 

3,- 6 % sobre cuerpos celulares. 

ENTRADAS A LA NEURONA ESPINOSA MEDIANA (NEM) 

Tálamo (Glu) 

Rafe (5-HT) 

SNc PA) 

Colaterales 
de espinosa 

mediana 

(GAGA) 
Medianas no 

espinosas 
(Parvelbúmina) 

Figura 5. Localización de las aferentes a la neurona espinosa mediana. 

Independientemente de los agentes neuroactivos localizados, sólo se ha encontrado actividad 
sinóptica rápida de tipo receptor/canal para glutamato y GAGA en ratas adultas (Seabrock el al., 1991, 
Wilson, 1990). No obstante, Misgeld y Dietzel, en 1989, encontraron actividad colinérgica de tipo 

nicotinico en neuronas neoestriatales en cultivo. Sin embargo, hasta la fecha este dato no ha sido 
confirmado. 
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11.1.3.- Tipos de neuronas espinosas medianas. 
Al menos dos tipos de fibras eferentes del NE pueden ser identificadas en la rata, las cuales surgen 

de neuronas espinosas medianas (Beckstead y Cruz, 1986; Jiménez-Castellanos y Graybiel, 1989). Un 
tipo de fibras da un axón que arboriza principalmente en el segmento externo del globo pálido. El otro 
tipo proyecta poco a esta estructura, yendo principalmente al segmento interno (núcleo entopeduncular 

en la rata) y a la substancia negra reticulada (Chang et al., 1981). En el globo pálido y en la substancia 
negra, los axones de las neuronas espinosas medianas arborizan en un patrón muy característico 
denominado axodendrítico longitudinal (Parent el aL, 1984). 

Existe una población de neuronas espinosas que presentan axón largo y son denominadas por 

Pasik et aL, (1991) como "espinosa II" y que se caracterizan en el mono por la presencia de menor 
densidad de espinas, pero a lo largo de todo el árbol dendritico, incluyendo las dendritas proximales y, 
ocasionalmente, el soma. Algunas de estas neuronas son positivas a substancia P. 

Con base en sus proyecciones axónicas obtenidas al llenar las neuronas intracelularmente con 
biocitina, se ha clasificado a la neurona espinosa mediana en 3 subtip_ps (Kawaguchi et al, 1990b): 

Tipo 1: células que proyectan solo al globo pálido. 
Tipo 11a: células que proyectan alglobo pálido, al núcleo entopeduncular y a la parte reticulada 

de la substancia negra. 
Tipo 1113: células que proyectan al globo pálido y la substancia negra pero no al núcleo  

entopeduncular 
Con base en las respuestas electrofisiológicas al estimulo pareado de aferentes corticales, 

Nisenbaurn y Berger (1992a y 1992b; Berger et al., 1987) propusieron dos tipos de neuronas 
neoestriatales. Estos resultados concuerdan con el modelo presentado por nuestro laboratorio en el cual 
una subpoblación de neuronas espinosas recibe una entrada inhibitoria por parte de una población de 
interneuronas gabaérgicas (también marcadas por la presencia de parvalbúmina) (Galarraga el al, 1990). 

11.1.4.- Electrofisiología de la neurona espinosa mediana 
En registros realizados in vivo, las neuronas espinosas medianas presentan un patrón temporal de 

disparo característico: son silentes la mayor parte del tiempo y presentan un potencial de membrana en 
reposo de alrededor de -80 mV (Wilson, 1992). Ocasionalmente, pueden presentar una despolarización 
prolongada en forma de rampa ("depolarizing shifts") que dura de 0.5 a 3 segundos, después de la cual 
la neurona se vuelve nuevamente silente (Wilson, 1992, 1994). Estas despolarizaciones son de origen 
sináptico, muy probablemente comandadas por la corteza cerebral (Wilson, 1990), y dan origen a trenes 
de potenciales de acción. Al estado de reposo se le denominó "clown state" y al estado despolarizado 
ocasional se le denominó "up state". La frecuencia del tren de potenciales de acción rara vez pasa de los 
40 Hz y no es rítmico (Kita e, al., 1985a). La figura 6 muestra una gráfica de la función voltaje -
corriente de una neurona espinosa mediana registrada en condiciones in vitro. 

Cuando la neurona espinosa mediana es registrada in vitro (fie),} 	3 mM) el potencial de 
membrana en reposo es generalmente mas negativo (X±SEM): -84 ± 1 mV (n=24). Las neuronas son 



h••••,...),...k.”/Wr 

-1":ZrZhnira.rel= ".."1:t.:e 	
•• • 

á-May...h....a. 	's. 

VhAvela.~..504.hUgit~t...). 
. 

X11. 11 

V
o

lt
a

g
e
  Z

ro
V

)  40 	-- 

30 

20 

10 

0 —1 1.., 
•10 

•20 
-0 50 .0 25 0 00 0 25 0 50 

Current (riAl 

20 

silentes y los potenciales de acción tienen fase positiva de entre 5 y 20 inV (Kawaguchi, 1993; Kita et 

al., 1984, 1985c; Galarraga et al., 1994; Bargas et al, 1988). 
En el caso de las neuronas espinosas medianas la resistencia de entrada (R.,) registrada in vim 

es de I 0 - 20 /5,112 (Sugimori 	a/., 1978) e la vitro en rebanadas es de 58 ± 4 11.152 con una variabilidad 
de 20 - 97 mn, medidos a -70 mV (Bargas et al., 1988; Galarraga, 1994), lo que se explica porque en 
la rebanada la actividad sináptica decae. La resistencia de entrada decrece cuando se incrementa la 

polarización de la membrana. En sentido despolarizante, R aumenta de manera continua en todo el 

intervalo subumbral, excepto en los últimos 10 mV. A esto se le llamó rectificación entrante. 
Contribuyendo a la rectificación en dirección despolarizante, se activa una' conductancia desplarizante 
sensible al voltaje. 

La constante de tiempo determinada en reposo es de 10 a 15 rus, La longitud electrotónica 
calculada es de 1.5 a 1.8 constantes de espacio (X). Ambas variables son sensibles al voltaje y 
disminuyen en paralelo con el aumento de lk„ cuando la célula se despolariza Margas et al., 1988; 
Wilson, 1994) 

Las neuronas espinosas in vitro en rebanadas presentan pocos potenciales sinápticos espontáneos, 
alrededor de 1 evento cada segundo (Galarraga et al., 1987, Flores-Hernández et al., 1994). Sin 
embargo, la frecuencia de registro de potenciales sinápticos espontáneos puede ser aumentada 
experimentalmente después de denervar de fibras dopaminérgicas, mediante la inyección de la 

6-hidroxidopamina en la parte compacta de la substancia negra, o después de agregar 4-aminopiridina 

(4-AP), o aumentar la concentración exterior de K'. El efecto de la denervación dopaminérgica dura 

varios meses, lo cual sugiere una influencia tónica inhibidora de la inervación dopaminérgica sobre las 
entradas sinópticas a las neuronas estriatales (Galarraga el al., 1987). 
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Figura 6. Registro electrofisiológico de una neurona espinosa mediana. Relación Voltaje vs 
corriente. 

1 

- - ---- _ -• I - ----. - Y - - -- - n - - -- - 

M
e

m
b

ra
n

e
  P

o
te

n
ti

a
t  
(r

rt
  V

)  

0 -1 

-20 — 

-40 — 

-60 — 



21 

In vitro, los potenciales sinápticos inhibitorios (gabaérgicos) tienen un potencial de inversión de 

entre -57 a -62 mV (Misgeld cl al., 1979a, 1979b, 1980 y1982; Kita et al., 1985b), que es positivo con 

respecto al potencial de reposo (-84 mV), provocando que los potenciales sinápticos gabaérgicos 

registrados en neuronas espinosas medianas in vitro sean despolarizantes (N.lisgeld et al., 1982)_ Esto 

sucede en muchas neuronas cerebrales (Schofield, 1978, Brown y Schofield, 1979), donde los 
potenciales inhibitorios gabaérgicos son hiperpolarizantes respecto del potencial umbral, pero no 

respecto del potencial de reposo. 
Con la técnica de gigasello (Kawaguchi, 1993), las neuronas espinosas tienen una RN  entre 150 y 

200 M. Es curioso que esta misma k puede obtenerse con microlelectrodos en presencia de 
bloqueadores de conductancias al potasio tales como el 13a' (datos no publicados), los cuales abaten la 
rectificación entrante antes mencionada. En la configuración de gigasello también se pierde dicha 
rectificación. 

11 1I INTERNEURONAS 

Estudios con la técnica de Golgi han mostrado neuronas no espinosas en el NE (DiFiglia et 

1976; Bolam et al., 1986). Se han descrito cuatro tipos de interneuronas que comienzan a ser 

caracterizadas tanto funcional como morfológicamente (Wilson, 1990). 

11.11.1- Interneurona gigante no espinosa 

Célula no espinosa 11 de DiFiglia et al. (1976; Bolam et al., 1986, Wilson, 1990), inmunorreactiva 

a ChAT. 
Aunque su número es pequeño (menos del 5 % del total), sus arborizaciones axónicas son muy 

grandes y densas dando una rica inervación colinérgica en el NE (Wilson, 1990). Pese a las pocas 
neuronas, la acción colinérgica en el NE es de gran importancia. El NE posee el 80% de la acetilcolina 
cerebral (Mc Geer y McGeer, 1978). Diversos agonistas y antagonistas colinérgicos inespecíficos se han 

usado para tratamientos de patologias de los ganglios basales corno son la enfermedad de Parkinson y la 
corea de Huntington (Wilson, 1990). 

Las neuronas colinérgicas son fusiformes o multipolares y miden de 20 a 50 pm en el diámetro 
menor y de 50 a 60 Itm en el mayor, (Armstrong et al., 1983). Se han encontrado en los núcleos 
caudado, putamen y accumbens. 

Unas pocas dendritas surgen desde el soma y se ramifican en forma radiante. Algunas dendritas se 
extienden de 500 a 750 Itin del soma. El axón surge de los troncos dendriticos y puede ser mielinizado 

en las regiones cernacas al soma. La mielina se pierde cuando se reduce el diámetro axónico, lo cual 

ocurre en las de múltiples bifurcaciones. Estas producen un plexo denso de finas ramas que llenan la 

región del campo dendritico, esto es casi 1 mm. Normalmente no abandonan el NE. Las interneuronas 

colinérgicas se distribuyen preferencialmente en áreas de rica inmunoreactividad a substancia P (Martone 
et al., 1993), 
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Las neuronas gigantes presentan actividad espontánea lenta y tónica (3-10/seg). La resistencia de 

entrada y la constante de tiempo son mayores que los registrados en las neuronas espinosas medianas, y 

muestran una relación corriente - voltaje no lineal (Wilson et al., 1990; Jiang y North, 1991). 

Estas neuronas presentan postpotenciales prolongados y una rectificación entrante debido, 

probablemente, a la corriente f l (la), una conductancia de potasio (Kawaguchi, 1993; Jiang y North, 

1991). Estas neuronas producen disparos únicos o de baja frecuencia debido a que el postpotencial 

limita el disparo repetitivo. La figura 7 muestra la reconstrucción anatómica de la interneurona gigante 

no espinosa -colinérgica-, 

Figura 7. Representación anatómica de una neurona gigante no espinosa. 

Se ha encontrado que las neuronas colinérgicas reciben preferencialmente entradas talámicas a la 

porción proximal de las dendritas desde el núcleo parafascicular (Kawaguchi, 1993). 

La actividad colinérgica en el NE es originada en estas neuronas. Estas forman contactos 

sinópticos y no sinópticos en el soma y las dendritas proximales de las neuronas espinosas (Misgeld, 

1980, Cuello y Sofroniew, 1984).  

En cuanto a las terminales peptidérgicas, se han encontrado terminales que contienen substancia P 

en contacto con neuronas colinérgicas (Main el al., 1986), 

1,11.2.- Interneuronas medianas no espinosas. 

Estas neuronas son GABAérsicas y son usualmente divididas en tres categorías. 

La primera corresponde a las neuronas sin espinas del tipo 1 de la clasificación de DiFiglia (1976) 

y V de Chang et al., (1982). Estas neuronas presentan inmunorectividad a GABA y contienen 



23 

parvalbúmina (Kubota el al, 1993) Representan alrededor del 1 % de la población total del NE. La 
mayoría de las células son de mediano tamaño, esto es, con somas de tamaño semejante al de las 
espinosas medianas. El soma es redondeado y liso, con dendritas escasamente espinosas y que raramente 
cubren el diámetro que cubren las espinosas. Las dendritas usualmente son lisas con prominentes 
varicosidades. Sólo existe un dato de la resistencia de entrada de estas neuronas usando microelectrodos 
(esta tesis, Flores-Hernández et al., 1994): PMr= -79 mV, Rt<= 78 Mí/ , TM= 9.8 ms , L= 1.1. En 
comparación, la técnica de gigasello arroja una RN  de 86 ± 38 Mil (Kawaguchi, 1993). La figura S 
muestra una representación anatómica de la intemeurona mediana no espinosa 
-gabaérgica/parvalbúmina-. Su patrón temporal de disparo es en ráfagas rítmicas de alta frecuencia. 
Estas ráfagas no surgen de un potencial despolarizante como es el caso de las neuronas talámicas o 
piramidales (Kawaguchi, 1993). 

Neurona mediana no espinosa con 

dendritas varicosas 

Figura 8. Representación anatómica de una neurona mediana no espinosa. Esquema 
anatómico de la neurona mediana no espinosa. Esta intemeurona se caracteriza por la presencia de 
numerosas varicosidades en las dendritas. 
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El segundo tipo de interneuronas no espinosas medianas corresponde a las neuronas no espinosas 
III de DiFiglia (DiFiglia el al., 1972) y a las neuronas 111/1V de Chang (Chang et al., 1982). Presentan 

inmunoreactividad a somatostatina y al neuropéptido Y. Son GABAérgicas y estan asociadas con la 
enzima nicotinamida adenin-dinucleótido fosfato diaforasa (NADPU-diaforasa), enzima relacionada con 
el metabolismo del óxido nítrico (NO) (Kubota et al., 1993). Una característica morfológica es la 
existencia de algunos apéndices semejantes a espinas y unas finas terminaciones dendríticas en forma de 

penacho. La figura 9 muestra un esquema de la anatomía de la interneurona mediana no espinosa tipo 

No existen reportes electrofisiológicos de esta neurona con microelectrodos. Con la técnica de 
gigasello su RN  — 638 ± 245 	(Kawaguchi, 1993). Su disparo depende del potencial de membrana. 
Puede ser tónico si el potencial de reposo es de — 60 mV, o bien en ráfagas sobre potenciales 
despolarizantes de tipo transitorio cuando el potencial de membrana es de — 75 mV. 

El tercer tipo de interneurona presenta GABA como neurotransmisor y es asociado con la 
presencia de una proteína que une calcio, llamada calretitina. Este tipo de interneurona es de tamaño 
mediano (mide alrededor de 18 pm) (Kubota el al, 1993). 

Figura 9. Esquema de una neurona mediana no espinosa. Esta población de interneuronas se 
caracteriza por la presentar en los extremos de las dendritas unas estructuras en forma de penachos. 
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III LA TRANSMISIÓN SINÁ► PTICA 

111.1 ASPECTOS GENERALES 

Fue Charles Sherrington, en 1906, quien acuñó el término sinapsis (del griego "synapsis", unión), 
con el cual definió la existencia de una zona de comunicación interneuronal que podría explicar el 
retardo en la respuesta de un arco reflejo. Se definió así por primera vez la sinapsis en términos 
fisiológicos, mientras que Santiago Ramón y Cajal, en su doctrina de la neurona de 1905-1911 (Pappas 

y Waxman, 1972; Kande' et al., 1991) se refirió a a ella desde el punto de vista morfológico, basándose 
en observaciones obtenidas con las técnicas argénticas.  

Existen dos tipo de comunicación sináptica. Una es eléctrica, mediada por uniones comunicantes 
(gap junctions), y que permite una comunicación directa entre los citoplasmas de las células presináptica 
y postsináptica. El segundo tipo es la sinapsis química en la cual la célula presináptica se comunica con 
la postsináptica mediante la liberación de substancias que actúan sobre receptores específicos en la 
membrana postsináptica. 

Esta tesis se restringirá al estudio de la sinapsis de tipo químico. 

111.11 ASPECTOS MORFOLÓGICOS DE LA SINAPSIS QUÍMICA 

El proceso de la transmisión sináptica química es básicamente un fenómeno secretorio, donde la 
substancia secretada tiene como blanco la región postsináptica de otras neuronas o células. La sinapsis 
está constituida por tres regiones, a saber,: la presinapsis, el espacio intersináptico y la postsinapsis 

111.11.1.- LA PRESINAPSIS. 

La terminal presináptica contiene mitocondrias, cuerpos multivesiculares y algunos elementos 
tubulares de retículo endoplásmico, así como las vesículas sinápticas, las cuales son las estructuras más 
características, que junto con el material electrodenso cercano al las membranas pre- y postsinápticas 
dan a la zona de contacto una apariencia asimétrica (Bodian, 1972). La figura 10 muestra una 
presinapsis con sus componentes relacionados. 

Las vesículas se pueden encontrar concentradas cerca del componente membranal presináptico 
(Pappas y Waxman, 1972). Se ha comprobado que éstas contienen el transmisor químico, Del Castillo y 
Katz (1954 y 1955), demostraron que la acetilcolina puede ser liberada de manera cuántica y de manera 
dependiente de la entrada de iones calcio a través de canales de calcio sensibles a voltaje. Estos canales 
se dividen, dependiendo del umbral de activación, en canales de bajo y de alto umbral, estos últimos son 
los relacionados con el proceso de liberación de transmisores vesiculados desde la presinapsis (Tareilus y 
Breer, 1995). Se ha intentado clasificar las terminales sinápticas por diferentes características: el área, la 
forma, etc. Existen dos clasificaciones de sinapsis que son aceptadas de manera general: la clasificación 
de Gray en 1959 (Akert et al., 1972), que las divide en Gray I y II. Donde las de tipo 1 son consideradas 
excitadoras, presentan una condensación densa en la membrana postsináptica, contienen principalmente 
vesículas esféricas ó de tipo S, y el espacio sinóptico es más amplio que en las del tipo II. Las sinapsis 
del tipo II presentan condensaciones de igual espesor en las membranas pre y postsinápticas, contienen 
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vesículas alargadas y el espacio sináptico es muy reducido. Se postula que son inhibitorias, pues 

Uchizono (1965, 1967) por un lado e Iwasaki y Florey (1969) por el otro las correlacionaron con las 

sinapsis gabaérgicas en el acocil y la langosta. 

A 
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CailáS di 1 	 Cuales de 
calcio 1  	 caklo 

Figura 10. Anatomía de la terminal presináptica. A. Componentes principales de la terminal 
presináptica, canales jónicos en la membrana presináptica, vesículas sinápticas (vs), mitocondrias 
(m), zonas densas (zd) y microfilamentos (mí), B. Componentes presinápticos asociados con el 
mecanismo de fusión vesicular y liberación de transmisores. 

Con las observaciones a microscopia electrónica se observa que las vesículas sinápticas no están 
dispersas al azar, sino que están concentradas en una región específica. La llegada al sitio de su 
liberación no es por simple movimiento browniano, como proponían del Castillo y Katz en 1957, sino 

que están asociadas a la vecindad de la membrana donde existe una mayor densidad óptica, Cuando 

Couteaux introdujo la técnica del ácido fosfotúngstico (para el teñido negativo de proteínas contráctiles 

de músculo y neuronas), descubrió que dicha densidad correspondía a una serie de barras densas 

localizadas en la superficie interna de la membrana. A partir de las especializaciones antes mencionadas 

(vesículas sinápticas y zonas de densidad presináptica), definió la zona activa para describir la región 

especializada y restringida dentro de la terminal presináptica, donde el neurotransmisor es liberado 

(Kande' y Schwartz,1991). 

Actualmente con el advenimiento de las técnicas de biología molecular se ha llegado a conocer 
más acerca de la estructura de la terminal presináptica y de los componentes moleculares que la 

constituyen. Los estudios se han realizado en células cromafines y vesículas colinérgicas del órgano 

eléctrico de la raya. Se han encontrado series de 15 a 20 proteínas diferentes que regulan el ciclo de vida 
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de la vesícula sináptica (ver la figura í I). En diferentes tipos neuronales pueden encontrarse diferentes 
isoformas de los mismos tipos de proteína vesicular (Zimmermann, 1993). 

La cuantificación del contenido de transmisores en diferentes especies de raya eléctrica sugiere 
que pueden haber 200,000 moléculas de acetilcolina dentro de una vesícula colinérgica de 84 nm de 
diámetro (Whittaker y Zimmerman, 1974). Por comparación, en los gránulos cromafines existen cerca 
de 3,000,000 moléculas de adrenalina (Ver Zimmerman, 1993). Esto resulta en cerca de 880 mM de 
acetilcolina en las vesículas colinérgicas de la raya eléctrica y cerca de 500 mM de noradrenalina en los 
gránulos cromafines de bovino (Zimmerman, 1993). Además de transmisor, en la vesícula sináptica se 
puede encontrar ATP a concentraciones que alcanzan los 100 mM, además de polifosfatos de 
diadenosina y zinc. Se calcula que existen 30,000 iones Ca' en la vesícula colinérgica y 3 veces más en 
los gránulos cromafines (Zimmermann, 1993). 

En el caso de las vesículas colinérgicas obtenidas del sistema nervioso central y periférico de 
mamíferos (diámetro — 45 nm), estas contienen cerca de 2,000 moléculas de acetilcolina por vesícula 
(Zimmerman, 1993), Cabe señalar que esta cantidad correlaciona con los estimados electrofisiológicos 
del cuanto de transmisor que es de 1,000 - 6,000 (Trimble et al., 1991; Zimmermann, 1993) y que 
concuerda con las 10,000 moléculas de acetilcolina para formar un potencial de placa miniatura de 1.5 
mV (Kufller y Yoshikami, 1975). Estudios realizados por Riveros y colaboradores han mostrado a 
través de diferentes técnicas que la vesícula sináptica gluiamatérgica del sistema nervioso central 
contiene alrededor de 3,640 moléculas de glutamato (Riveros el al., 1986). 

Figura 11. Estructura bioquímica de la vesícula siniptica. 
ATP: Trifosfato de adenosina. ADP: Difosfato de adenosina. GTP: Trifosfato de guanosina. AP4A 
y APSA: polifosfatos de adenosina 

F 7-4:. 7  f.). 
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111.11.2.- LA POSTSINAPSIS 

Aunque no se describen estructuras morfológicamente específicas para la región postsináptica, 

corno las vesículas en el caso de la región presináptica, es frecuente encontrar asociada a la membrana 

postsináptica una zona de material denso citoplásmico, y en ocasiones, cisternas subsinápticas, el 

aparato espinal dendrítico (característico de la sinapsis de tipo axodendritica), cuerpos multivesiculares y 

especializaciones micropinocitóticas (Pappas y Waxman, 1972).  
La especialización más importante de la región postsináptica no puede ser identificada fácilmente a 

nivel morfológico como se ha hecho para la estructura presináptica, sino a un nivel bioquímico Esta 

especialización bioquímica es el receptor de neurotransmisores liberados al espacio sináptico desde la 

presinapsis. Sólo en algunos casos, y con ayuda de técnicas corno la criofractura y la difracción de 

rayos X, se ha podido observar el receptor para la acetilcolina (Kande' y Schwartz 199 I b) (ver figura 

12). Se ha calculado que en la unión neuromuscular los receptores están agrupados en una matriz 

geométrica, con una densidad de 10,000 receptores por pm2  y cada receptor tiene cerca de 8 nm de 

diámetro (Kande) el al., 1991c). Lo que quiere decir que el transmisor liberado por una vesícula 

colinérgica de la placa neuromuscular no basta para saturar los receptores en una unión neuromuscular. 
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Figura 12. Estructura de bioquímica de un receptor a neurotransmisor. Ejemplo: Receptor 
nicotinico de acetilcolina. 

R
eg

ió
n

  h
l d

ro
r d

bi
ca

  d
e  

la
  b

le
ap

a
  



29 

111.111 ASPECTOS FUNCIONALES DE LA SINAPSIS 

QUÍMICA. 

El estudio de la transmisión sináptica se remonta a los estudios de Do Bois Raymond quién en 

1848 postuló la existencia de una substancia excitadora como causante de la contracción muscular .  
Ahora sabemos que esta substancia es la acetilcolina actuando sobre recetores tipo nicotínico en la placa 

neuromuscular. Son rápidos ya que están directamente acoplados a un canal ("test ligand gated 

channels"). 

Se ha observado que la liberación de transmisores depende de calcio. Katz y Miledi (1967, 1968 y 

1972) propusieron la "hipótesis del calcio" (Augustine el al., 1987; Smith y Augustine, 1988, Trimble, 

1991). Recientemente se describió que diferentes canales de calcio median la liberación de transmisores 

provocada por depolarización en los ganglios simpáticos de mamífero (Gonzalez-Burgos et al., 1995).  
Cuando la despolarización es producida por un aumento en la concentración externa de potasio (alto 

potasio) la liberación es reducida por la toxina de la araña Agelen(psis <yerta o l'TX (funnel-web 

toxin) que bloquea los canales tipo P y por la toxina del caracol marino Conus geograffu.s., o)-conotoxina 

GVIA, que bloquea los canales tipo N (Gonzalez-Burgos el al., 1995). La liberación no es afectada por 

bloqueadores de canales tipo L. En contraste, cuando son activados por un potencial de acción, ésta es 

bloqueada por la FTX (canales tipo P), y sólo ligeramente bloqueada por altas concentraciones de 

co-conotoxina GVIA, o de co-agatoxina VIA (Gonzalez-Burgos el ctl., 1995). Hallazgos similares se han 

encontrado en otros tipos de sinapsis (Zimmerman, 1994), dependiendo del tipo de estimulación la 

liberación dependerá de diferentes tipos de canal de calcio. 

De manera general se han clasificado las sinapsis rápidas que usan canal-receptor en excitadoras e 

inhibidoras. En las primeras, el efecto del transmisor produce un acercamiento del potencial de 

membrana al umbral de disparo del potencial de acción. En las segundas, el mediador produce un 

alejamiento del umbral de diparo y, por tanto, se disminuye la excitabilidad de la neurona que recibió 

dicho agente (Kande] y Schwartz, 1991). 

El potencial de equilibrio del ión cloro en las neuronas espinosas medianas es más positivo (e.g., 

de — -57 a -62 mV ) que el potencial de reposo (Kita ei al., 1985b; Seabrock ei al., 1991; Misgeld el 

al, 1982); por lo que en condiciones de reposo (?. -80 mV) el neurotransmisor inhibitorio (GAGA) 

produce un potencial sináptico despolarizante. Sin embargo, cuando las neuronas disparan 

espontáneamente (umbral de — -45 mV), estos potenciales sinápticos, efectivamente, inhiben el disparo 

(Misgeld el al., 1982). 

Las sustancias que han sido aceptadas como neurotransmisores rápidos en el sistema nervioso 

porque activan un receptor-canal (ionotrópicos) son presentadas en la tabla 2. 

La actividad colinérgica ionotrópica es mediada exclusivamente por los receptores-canal de tipo 

nicotínico. Estos sólo han sido encontrados en neuronas embrionarias disociadas y cultivadas de 

neoestriado (Misgeld y Dietzel, 1989). 

En cuanto a las aferentes serotoninérgicas existen hasta el momento 4 familias con un total, 

hasta 1993, de 13 receptores a serotonina (Teitler y Herrick-Davies, 1994). Las familias se han 
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clasificado por el tipo de transducción utilizado (Saudou y Men, 1994), Sólo un tipo de ellas activa un 

receptor-canal (es ionotrópica). 

I.- 	Familia 541T, disminuyen la actividad de la adenilato ciclasa, 

2.- Familia 541; activan la fosfolipasa C (PLC), 

3.- Familia 5-HT3  activan conductancias de Na* y K' , y 

4.- Familia 5-11T4  activan la adenilato ciclasa. 

L 	TABLA 2. LAS MOLÉCULAS NEUROTRANSMISORAS. 

Transmisor Tipo de receptor Función Canal selectivo 
a: 

Acetilcolina Nicotinico excitadora Na' y IC" 

Acido 
y-Aminobutirico 

GABAA, GABAC  inhibidora CI' 

ATP Pu  purinoceptor excitadora Na', K` y C 4' 

Glicina Glicina inhibidora Cl' 

Glutamato NMDA excitadora Na', K+ y Ca" 

No NMDA 
o 

AMPA/CN 
QX 

Kainato 
Na4  y K' 

Quiscualato A 
ionotrópico 

Serotonina 51-1T3  excitadora Na y 1C 

La actividad gabaérgica rápida es mediada por los receptores-canal tipo A. 

Los receptores de glicina al igual que los GABAA  y los GABAc  son receptores asociados a un 

canal permeable a cloro. Estos canales presentan varios subestados de conductancia. El receptor a 

glicina predomina en la médula espinal. Los receptores GALIA, no son canales y activan proteínas G. 

Además de los receptores GABAA  y los GABA„ se ha encontrado un receptor ionotrópieo llamado 

GABAC  que es insensible a la bicuculina, bloqueador especifico de los receptores GABAA  (Cutting wat 

al., 1991; Feigenspan y Bormann, 1994). 

Las acciones glutamatérgicas son mediadas principalmente por 5 tipos de receptor. La mayor 

actividad glutamatérgica es mediada por dos tipos de receptor, a kainato y a AMPA/quiscualato. Son 

muy similares y no son afectados por N-metil-d-aspartato (NMDA). Por esto se les denomina en 

conjunto como receptores no NMDA o receptores AMPA, debido a que ambos presentan afinidad por 

el agonista AMPA (ácido a-metil-3-hidroxi-5metil-4-oxazole propiónico ) y activan directamente 
conductancias catiónicas (Na* y K4) del orden de los 20 pS (Kandel y Schwartz, 1991). El tercer tipo de 

receptor de glutamato es un receptor que es activado por n-metil d-aspartato (NMDA). Este receptor 
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presenta conductancias catiónicas del orden de los 50 pS. Este receptor es bastante permeable a calcio, 
además de Na' y K. En condiciones de reposo del potencial de membrana, este canal es bloqueado por 
el catión Mg". Sólo cuando la despolarización es suficientemente prolongada el Mg" es expulsado y la 
corriente es activada (Kande' y Schwartz, 1991). El cuarto tipo es denominado L-AP4, este es 
reconocido por el agonista 1-aminofosfono-butirato. Una familia de receptores son los Glu,,, Q.  o 

metabotrópicos, de los cuales se conocen 7 subtipos que actúan mediante proteínas G (Fagg y 

Massieu, 1991, Westbrook, 1994).  
Además de los transmisores antes mencionados ha sido reportada actividad purinérgica (ATP) a 

través del receptor-canal P (Edwards et at, 1992; Bean, 1992; Zimmermann, 1994). 
La tabla 3 muestra las características electrofisiológicas unitarias de cada receptor-canal. 

Tabla 3. EVENTOS UNITARIOS DE LOS RECEPTORES-CANAL 

RECEPTOR TIPO ION CANAL REFERENCIA 

Conductancia 
(pS) 

Corriente 
unitaria 

(pA) 

Acetilcolina Nicotinico Na+IK+ 
Cae' 

50.00 2.70 Takeuchi et al., 1960, 
1963 a y b, 

Zimmermann, 1993 

30-50 3-5 Sakmann, 1992 

20 a 27 (23.5) 2.70 l3allivet, 1988 

GABA A Cl" IQ 17 y 28 0,94 Bormann el al., 1987 
Edwards el al., 1990 

9 a 22 5 a 10.90 Krazewsky, 1992 

Glicina Gly Cl' 10, 17 y 28 1.50 Bormann el al. 	1987 

Glutamato 
AMPA Na+/K+ 20.00 1.1 Zimmermann, 1993 

NMDA Na+/K+ 
/Ca++ 

50.00 1.8 Zimmermann, 1993 

Kainato Na+/K+ 20.00 1.0 Zimmermann, 1993 

QUIS 
ionotrópico 

Na+/K+ 20.00 1.1 Zimmermann, 1993 

Serotonina 5HT3  Na+/K+ Zimmermann, 1993 
ATP Pi, Na+IK+ 

/Ca++ 
? Benham y Tsien, 1987; 

Nakazawa et al., 1990; Edwards 
cut al., 	1992; Edwards, 1994 y 

Bean, 1992 

Dale postuló la existencia de uno, y sólo un neurotransmisor por terminal, o más generalmente, 
por neurona (Principio de Dale). Actualmente se mantiene este principio si se toma en consideración a 
los neurotransmisores que actúan sobre receptores-canal, a los cuales se les denomina neurotransmisores 
sinápticos. Además se reconoce la coexistencia de péptidos neuromoduladores con neurotransmisores 
clásicos en las células nerviosas (Lundberg y Hokfelt, 1983), A todo transmisor sinóptico se le conocen 
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receptores neuromodulatorios (que activan proteínas G y tienen acciones indirectas sobre las 

conductancias iónicas). Sin embargo, hay neuromoduladores modulatorios a los que se les ha 

encontrado receptor acoplado directamente a un canal ¡único, como ejemplo estas las catecolaminas y 

diversos péptidos. Incluso, sus receptores no son necesariamente sinápticos, esto es, pueden estar lejos 

del botón presináptico de liberación, o incluso en neuronas distantes. 

En el caso de las neuronas espinosas medianas se ha observado la coexistencia de péptidos con la 

descarboxilasa del ácido glutámico, enzima de síntesis del DABA. Esta coexistencia depende de la 

proyección de la neurona (Besson et al, 1991; Graybiel, 1990). 

111.1V LA TEORÍA CUÁNTICA DE LA TRANSMISIÓN 
S1NÁPTICA 

IILIV.1- ALGUNOS ASPECTOS DE LA TEORÍA CLÁSICA DE LA 
TRANSMISIÓN SINÁPTICA EN EL SISTEMA NERVIOSO PERIFÉRICO 

Cuando Del Castillo y Katz (1954) estudiaron la placa neuromuscular observaron que aparecían 

cambios espontáneos (sin estimulo) en el potencial de membrana que no se observaron a 2 mm de 

distancia de la placa terminal. A estos cambios les llamaron potenciales de placa excitadores miniatura 

(ppm). Ellos notaron que la amplitud de estos potenciales era de alrededor una centésima parte de un 

potencial de placa completo. Estos eventos aparecen aún en presencia de tetrodotoxina (17X, toxina 

bloqueadora de canales de sodio sensibles a voltaje -potencial de acción), por lo que son eventos 

independientes de la liberación producida por potenciales de acción. La amplitud de estos potenciales 

mostró una media que es de 400 pV, alrededor de una distribución normal. 

Como podemos ver en la figura 13, cuando los potenciales sinápticos son provocados por 

estimulación eléctrica de las fibras nerviosas que inervan a los músculos se observa que la amplitud de 

los potenciales de placa inducidos por la estimulación varía gradualmente. Pero si el experimento es 

repetido en presencia de bajas concentraciones de calcio y altas concentraciones de magnesio, se 

encuentra: que la amplitud de los potenciales sinápticos disminuye y que la relación entre las 

amplitudes de los potenciales de placa ya no es gradual, Los cambios son ahora discretos o por saltos. 

Incluso, puede haber fallas. 

Cuando se realiza un histograma de amplitudes de los potenciales de placa provocados en bajo 

calcio, se encuentra una distribución multimodal. La distancia entre pico y pico es igual a la amplitud 

mínima, e igual a la amplitud promedio de los potenciales de placa miniatura (-400 IN). La amplitud de 

los picos subsiguientes es un múltiplo de la amplitud mínima. 

Estas observaciones sirvieron de base para decir que la actividad sináptica estaba producida por la 

suma de "paquetes" de transmisor liberado, y que la mínima amplitud en el histograma de amplitudes 

era la unidad cuántica o cuanto de liberación. Se calculó que un cuanto era debido a la acción de más o 

menos 10,000 moléculas de acetilcolina que deberían ser liberadas en cada paquete para producir dicho 

evento elemental o cuántico (Del Castillo y Katz, 1954, 1955; Fatt y Katz, 1950, 1951, 1952; Katz y 

Miledi, 1972; Liley, 1956). 
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Con los estudios realizados sobre la transmisión sináptica de tipo colinérgico en la placa 

neuromuscular, se relacionó al cuanto con el evento de la fusión de una vesícula sináptica y la liberación 

del neurotransmisor contenido en ésta al espacio intersináptico, y su posterior unión a los 

receptores-canal post-sinápticos. 

Con los estudios anatómicos se encontraron vesículas asociadas con sitios "activos" en las 

terminales de la placa neuromuscular (Werning y Stirner, 1977; Trimble e/ al., 1991). Estos sitios 

activos podrían corresponder al número de sitios disponibles de liberación (parámetro "n" de la teoría 

cuántica). 

Por otro lado, se demostró que cada potencial de placa excitador (PPE) es formado por 1 x106  

moléculas de acetilcolina en la placa neuromuscular (Acheson, 1958 y Rosenblueth, 1950) Tomando en 

consideración esta información, se confirmó que un PPE está formado por alrededor de 100 pmpe. Con 

los estudios de la densidad de corriente unitaria de los canales nicotinicos en la placa neuromuscular se 

calculó que en la postsinápsis existen cerca de 10,000 receptores por pm:  (Kandel, 1991c) 

Las primeras estimaciones del tamaño del cambio en la conductancia de un evento elemental 

derivaron de mediciones y análisis de ruido. Suponiendo un cambio de conductancia de la forma de un 

pequeño pulso cuadrado del orden de 30 a 50 pS y una duración de unos pocos milisegundos (Katz y 

Miledi, 1972; Anderson y Stevens, 1973), se calculó que la amplitud de una corriente elemental en la 

placa neuromuscular es de 3-5 pA (Sakmann, 1992). 

A B 
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Figura 13. Gráfica de potenciales sinápticos. A. Potenciales sinápticos en la placa 
neuromuscular. Note que las amplitudes se distribuyen en un continuo. B. Potenciales sinápticos en el 
sistema nervioso central o en la placa neuromuscular bajo condiCiones de bajo calcio y alto magnesio .  
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Con los datos anteriores es evidente que la amplitud de un potencial de placa depende de cuantos 

sitios de liberación son activados y cuantas vesículas son liberadas. Cada sitio libera una cantidad finita y 

más o menos uniforme de moléculas transmisoras que entran en contacto con los receptores en la 

membrana postsináptica. En el caso de la placa neuromuscular es evidente que el potencial miniatura es 

producido por la activación de un número finito de receptores, pero éste es mucho menor que el número 

de receptores localizados en la placa neuromuscular. El incremento en la intensidad de estimulación 

puede producir que más sitios activos liberen más paquetes de transmisor produciéndose, de este modo, 

potenciales sinápticos cuya amplitud varía dependiendo del número de sitios activados al mismo tiempo. 

LA TEORÍA CUÁNTICA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

En el caso del sistema nervioso central la cantidad de receptores asociados a un sitio activo es 

mucho menor que en la placa neuromuscular. Se ha calculado a través de técnicas electrofisiológicas 

que estos son del orden de 5 a 50 receptores por botón presináptico (Redman, 1990; Sakmann, 1992; 

Bekkers, 1994). 

Estudios realizados en las sinapsis la sobre las motoneuronas espinales han mostrado que cada 

fibra la forma de 2 a 5 (con media de 3,8) (Brown y Fyffe, 1981) o de 3 a 18 (con media de 7) (Burke, 

1979) botones presinápticos sobre cada motonettrona. Incluso se ha demostrado la acción de un solo 

botón sinaptico en el hipocampo que produce una corriente sináptica inhibidora de alrededor de 10 pA 

(Arancio et al, 1994). 

Registros de corrientes postsinápticas inhibitorias (CPSIs) de células granulares del giro dentado, 

aunadas al registro de corrientes unitarias (de un sólo canal), demostraron la naturaleza cuántica de las 

CASis, mediadas por GABA (Edwards, 1990). Se mostró que el tamaño del cambio de conductancia 

ocurrida durante una CASI cuántica es relativamente pequeño (del orden de 100 a 200 pS produciéndo 

una corriente de — 20 pA), con respecto de las corrientes generadas en la placa neuromuscular. Esto 

sugiere que sólo un pequeño número de canales (20-40) son activados por la liberación de un cuanto de 

neurotransmisor; puesto que cada canal genera una corriente unitaria de —1pA y un cambio de 

conductancia de 10 a 25 pS (Sakmann el al, 1989; Edwards et al., 1990; Busch y Sakmann, 1990; 

Sakmann, 1992). 

Kraszewski y Grantyn, 1992, estudiando neuronas cultivadas del coliculo superior de la rata, a un 

potencial de mantenimiento de -80 mV (y un potencial de equilibrio de Cl-  de -12 mV), encontraron que 

las amplitudes de las corrientes postsinápticas miniatura fueron de 7 a 10 pA, lo que sugiere la 

activación de 5 a 15 canales de cloro por cada cuanto de GABA liberado (Finch, 1990). 

Entre las sinapsis musgosas de las células granulares de cerebelo y las fibras, se caracterizó el 

componente de las corrientes excitatorias postsinápticas miniatura que fue de 20 ± 6 pS, por lo que se 

propone que cada evento unitario es producido por la activación de alrededor de 5 receptores-canal de 

NMDA. 

Otro estudio realizado en el giro dentado mostró que la corriente cuántica es de 7 a 20 pA. Las 

corrientes unitarias estudiadas indicaron que una corriente cuántica representa la apertura de menos de 

30 receptores-canal de GABA„ (Edwards et al, 1990). 
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Usando fijación de corriente en el hipocampo, la amplitud del cuanto fue de 131 ± 29 0V. 

Tomando en cuenta esta amplitud, junto con el curso temporal promedio del potencial sináptico 

excitatorio y el valor de la resistencia de entrada de las neuronas piramidales del área CA1 (de 25 MS)), 
la carga que alcanza el soma por un sólo cuanto de transmisor es de 80 ir, que concuerda con el valor 

propuesto por Bekkers y Stevens (1989) de 50-100 tr. Esto representa la apertura de 30 - 110 canales. 
La variabilidad en las amplitudes de las corrientes sinápticas miniatura surge de la variabilidiad del 

sitio activo (Bekkers es al., 1990). 
Tomando en cuenta que las vesículas contienen alrededor de 4000 moléculas de glutamato 

(Riveras, 1986), requiriendo 2 moléculas para la activación de un receptor-canal, la vesícula contiene 
mas que suficiente cantidad de transmisor como para saturar totalmente los receptores postsinápticos 

enfrente del sitio de liberación (Larkman et al., 1991). Por lo que, a diferencia del sistema nervioso 
periférico, de manera general podernos decir que en el sistema nervioso central el cuanto ya no está dado 
por la vesícula sináptica, sino por la cantidad de receptores en la región postsináptica (Redman, 1990; 
Sakmann, 1992; Sakmann el al., 1989; Edwards es a!,, 1990). 

Aunado a lo anterior se sabe que la estructura de los botones sinápticos varia en los diferentes 
tipos de sinapsis. Por ejemplo, la estructura de "cáliz" (complejo olivar superior; Forsyte, 1994), o el 
botón grande (en las células de Mauthner; Korn y Faber, 1990), podrían contener varios sitios activos 
de liberación. Sin embargo, los botones sinápticos típicos (sinapsis la- motoneurona, sinapsis 
corticoestriatales, etc.), probablemente sólo contengan un sitio activo de liberación. En la motoneurona, 
se ha visto que la distribución discreta de amplitudes corresponde al número de botones presinápticos 
de la aferente estimulada (Redman, 1990). Esta distribución de amplitudes es similar en el hipocampo 
(Edwards et al., 1990), por lo que se ha llegado a proponer que en muchas sinapsis centrales, un cuanto 
de liberación es provocado por un botón sináptico (un cuanto= un boton) (Redman, 1990; Sakmann, 
1992; Sakmann et al., 1989; Edwards es al., 1990). 

Si cada aferente corticoestriatal forma de 1 a 2 botones, máximo 4 (Wilson, 1994), y la amplitud 
del cuanto es de ± 20 pA (Mori el al., 1994), concluimos que es muy probable que en el NE se cumpla 
lo anterior, por lo que la amplitud unitaria en fijación de corriente debe ser alrededor de 1 mV (I R = 
V; 20 pA 50 Mi) —1mV) y menor de 1 mV si tomamos en cuenta el decaimiento electrotónico (L = 
1.6). Esto significa que el disparo de una sola aferente dará como resultado la aparición de potenciales 
con amplitudes múltiplos de esta cifra y que dificilmente sobrepasarán los 4 mV. 
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111.V TÉCNICAS PARA INCREMENTAR 
EXPERIMENTALMENTE LA TRANSMISIÓN SINÁPTICA 

Existen varios métodos mediante los cuales se puede incrementar la probabilidad de aparición de 
potenciales o corrientes sinápticas espontáneas, esto es, no producidas por la estimulación de las libras 
aferentes. Los mas conocidos son: incremento en la temperatura (Carlson el al., 1982), despolarización 
con potasio, utilización de soluciones hiperosmóticas (i.e., manita!, McBain y Dingledine, 1992), 
alcohol (Brosius et al., 1992), tetraaminoacridina, a.-latrotoxina (toxina de la araña viuda negra) 
(Petrenko et al„ 1991, 1993), polarización eléctrica y substancias como las aminoquinolinas (Molgó, 
1982a, 1982b; Thesleff, 1983) o las aminopiridinas (TheslefT, 1980, 1983; 1-1euser cut al., 1979). 

Las aminopiridinas, como la 4-aminopiridina (4-AP) y la 3,4-diaminopiridina facilitan el influjo de 
calcio a concentraciones en la que se ha observado un incremento de la liberación de neurotransmisores, 
sin llegar a las concentraciones necesarias para bloquear el canal de potasio tipo A (IA) (Lundh y 
Thesleff, 1977; Lundh, 1978; Thesleff, 1980; Rogawsky y Barker, 1983; bita et al., 1985a; Hong y 
Chang, 1990). En 1982, Tapia y Sitges proponían una posible participación de la 4-aminopiridina en la 
liberación espontánea de neurotransmisores a través de una interacción directa con conductancias de 
calcio. Asimismo, en experimentos in vitro (sinaptosomas) Tapia y colaboradores encontraron que la 
4-aminopiridina facilita la unión del calcio asociado a la neurotransmisión con la membrana de los 
sinaptosomas (Tapia et al, 1985), pues se demostró que la 4-AP facilita la entrada de Ca" en 
sinaptosomas (Arzate el al, 1986; Agoston, 1983). Tapia y Sitges (1982) encontraron que la 4-AP 
induce un incremento dependiente de ea' en la liberación espontánea de neurotransmisores en 
sinaptosomas, que posteriormente explicaron por un posible efecto facilitador de la 4-AP en la 
membrana sinaptosomal sobre el acoplamiento funcional de la entrada de Ca' con la secreción (Tapia et 
al, 1985), En experimentos in vivo en lo cuales se ha administrado 4-AP (5 mg/kg, i.p.) en la rata y el 
ratón, se ha encontrado que esta droga produce crisis convulsivas tónico-clónicas generalizadas. Dichas 
convulsiones pueden explicarse por un aumento de la transmisión sináptica excitadora (Fragoso-Veloz y 
Tapia, 1992). Estos resultados son apoyados por los datos presentados por Morales-Villagrán y Tapia, 
(1995) en los que encuentran que la 4-AP incrementa preferencialmente la liberación de glutamato. 
Estos resultados también apoyan la propuesta de que la 4-AP produce un aumento de la actividad 
espontánea (glutamatérgica) en sistema nervioso central que lo hace susceptible de convertirse en un 
foco epileptogénico (Pasantes-Morales el al., 1987).  

Ahora de sabe que la 4-AP bloquea canales de potasio con diferentes dependencias de voltaje y 
tiempo (Rudy, 1988). 

Las acciones de la 4-AP sobre canales de potaiso pueden ser divididas en tres categorías (Yao y 
Tseng, 1994). 

1.- Bloqueo en el estado de cerrado. Corriente saliente transitoria (IA) en miocitos ventriculares y 
melanotropos, y a concentraciones milimolares el rectificador retardado en el axón gigante de 
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calamar. Para esos canales la 4-AP bloquea a voltajes de membrana negativos al voltaje de 
activación. La 4-AP se disocia de estos canales por despolarización de la membrana, cuando 
son abiertos (Campbell et al., 1993). 

2.- Bloqueo en el estado abierto. Corriente 1A  en células Gil)  , el rectificador retardado IN  en 

linfocitos B y en el nervio ciático, y la corriente de potasio regulada por ATP (11;,Ati, i) en el 

músculo esquelético. 
Además, la 4-AP también bloquea la ID o lA lenta a concentraciones micromolares (Kr, — 30 

en hipocampo; Storni, 1988, y Ku  — 120 ItM en el NE; Surmcier el al., 1993). 
3.- Bloqueo dependiente de un estado mezclado. Corriente IA  en neuronas centrales de molusco y 

en miocardio. Para estos canales el bloqueo por la 4-AP ocurre tanto a potenciales de 
membrana negativos e inicialmente después de la apertura del canal, y la disociación ocurre 
durante despolarización prolongada. 

Por otro lado se ha reportado que la 4-AP estimula la fosforilación de la proteína presináptica 
B-50 (GAP43) (Heemskerk el al., 1990) vía cambios en el contenido de calcio libre intracelular por un 
mecanismo dependiente de sodio extracelular (Heemskerk el al., 1991). 

Con la anterior introducción a los efectos de la 4-AP presento una revisión de los 

mecanismos de acción de la 4-AP basados en información actualizada. 
REVISIÓN DE LOS MECANISMOS DE ACCIÓN DE LA 4-AMINOPIRIDINA A LA LUZ 

DE UN TIPO DE CONDUCTANCIAS DE POTASIO DESCUBIERTO RECIENTEN1ENTE, (Flores 
el al, 1993) 

Además, publicaciones recientes demuestran la ación de la 4-AP sobre conductancias de potasio a 

dosis micromolares, en las terminales nerviosas, corno el trabajo de Forsyte (1994) que realiza un 
análisis electrofisiológico en las terminales presinápticas del núcleo media! del cuerpo trapezoidal, 
conocidas como calix de Held (Forsythe, 1994), o en las terminales del ganglio ciliar (Yawo y 

Momiyama, 1993). Por lo estas nuevas evidencias dejan claro que la acción de la 4-AP sobre la 

liberación de neurotransmisores depende del bloqueo de corrientes de potasio en las terminales. 
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RESUMEN. 

Se revisa el mecanismo de acción de las 
aminopiridinas. fármacos que a pesar de haber sido 
caracterizados químicamente hace más de dos 
décadas, todavía no hacen su entrada en firme a la 
terapéutica médica. Esto se debe a sus acciones 
colaterales convulsívantes y a la falta de 
conocimientos básicos sobre su mecanismo de 
acción Recientemente se ha descubierto una familia 
de conductancias a potasio en neuronas cerebrales 
de mamífero que es bloqueada por la tt-amino-
piridina a concentraciones micromolares. La acción  

sobre canales dependientes del voltaje a estas dosis. 
impide disociar los efectos de la droga sobre la 
conducción nerviosa, de aquellos efectos sobre la 
transmisión sináptica. Sin embargo. a las dosis 
usadas in vitro, pueden obtenerse efectos 
perceptibles sobre el potencial de acción sin grandes 
efectos colaterales de tipo convulsivo. Esto invita a 
realizar nuevos ensayos clinicos 

Palabras clave -  Aminopiridina, potasio. transmisión 
sinaptica 
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SUMMAR?. 

A REVIESE OF THE MECHAN1SMS OF 
ACTION OF 4-AMINO-PYRIDINE AT THE 
LIGHT OF SOME RECENTLY D1SCOVERED 
POTASSIUM CONDUCTANCES The 
mechanism ofaction ofaminopyridinesis reviewed 
In spite of being chemically characterized more 
than two decades ago, these drugs have not firmly 
entered medica' therapeutics This is due to their 
convulsant colateral actions and the lita of basic 
knowledge about their mechanism of action. A 
recently discovered family ofpotassium conduct ance 
channels in mammalian brain neurons is blocked by 
4-amino-piridine at rnicromolar concentrations. 
Action upon voltage-dependent channels at these 
concentrations impedes the dissociation ofthe act ion 
of these drugs between those occuring on nerve 
conduction and those occuring on synaptic 
transmission. Nevertheless, at doses used estro, 
perceptible effects upon action potentials can be 
obtained without important convulsant colateral 
actions. This invites to devise new clinical trials 

key words: Aminopyridine, potassium, synaptic 
transmission. 

iNTRODUCCION. 

Las aminopiridinas (APs) constituyen una 
familia de compuestos con la habilidad de aumentar 
la transmisión sináptica y la conducción nerviosa. 
Los análogos son mono- o di-amino-piriridinas.  
Las mono-amino-piridinas activas son las 2-, 3- y 4-
AP. Las di-amino-pirilnas activas son las 2,3-, 2,6-
, y 3,6-DAP. De todas ellas, las de mayor actividad 
biológica son la 4-AP y la 3,4-DAP (1). Análogos 
recientes incluyen a la tetrahidroaminoacridina 
(THA)(2). En esta revisión nos referiremos 
principalmente a la 4-AP, que es la más estudiada. 
pero sus acciones son comunes a todas las APs 

Los efectos de las APs tienen importancia 
clínica y terapéutica pues experimentos en animales 
demuestran que mejoran la conducción en nervios 
desmielinizados y no mielinizados (3-9)y potencian 
la transmisión sináptica (10-18) Lo que ha llevado 
a ensayosclinicos en humanos con esclerosis múltiple 
(19-22) o animales con patología desmielinizante 
degenerativa (23) También se ha ensayado en 
patologías degenerativas como la enfermedad de 
Alzheimer (24), y patologías neuromusculares 
incluida la intoxicación botulinica (1,25-31). 

Las APs también despiertan interés desde el 
punto de vista fisiopatóloeico pues son drogas 
convulsivantes (17,32-36). Ya sea in vitro o in 
vivo, la administración de 4-AP es seguida por 
aumento de la liberación de transmisores (Figura 1) 
(15,17,37-46) con el consiguiente aumento de la 
transmisión sináptica (10,11,14,15,17,18,27) 
(Figura 2.1C) A esto siguen descargas 
epileptiformes de grupos neuronales en diversos 
núcleos (17,18,33,34,47) Por lo que las APs se 
utilizan en modelos químicos experimentales de 
epilepsia (17,18,32,36,47-52). Estos modelos 
resultan de interés pues las drogas que previenen la 
descarga epileptiforme son los derivados de las 
fenitoinas y no los antagonistas al receptor 
glutamatérgico o los agonistas del ácido - 
aminobutirico (52). 

Está claro entonces que las APs tienen efectos 
terapéuticos deseables; pero sus efectos colaterales. 
i,e., convulsiones, son altamente indeseables. Hasta 
hoy no se sabe que tanto pueden disociarse los 
efectos sobre la conducción nerviosa, que resultan 
terapéuticos en las patologías de conducción y 
desmielinizantes (5,19-23), de los efectos sobre la 
transmisión sináptica. A estos últimos se les atribuye 
los efectos convulsivantes (1,11,17,36). Losensayos 
clínicos se contradicen entre si (21,22,24), por lo 
que se necesitan más estudios de tipo básico y 
experimentación animal asi como ensayos en 
pacientes Por otro lado, los efectos sobre la 
transmisión sináptica también serían terapéuticos 
en enfermedades de tipo neuromuscular tales como 
la miastenia gravis (1,25-31) Pero ¿puede 
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aumentarse la transmisión sináptica sin causar 
convulsiones? (22,31) 

El que se logre desarrollar análogos de las 
APs con las acciones benéficas, como la conducción 
en nervios con diversos grados de desmielinización, 
y que al mismo tiempo tuvieran mínimos efectos 
colaterales de tipo convulsivante (31.53), depende 
de si ambas acciones son sobre substratos distintos 
o de si las mejoras apreciables en conducción o 
transmisión requieran de menor dosis que la necesaria 
para producir convulsiones.  

Actualmente se tiene una idea mas o menos 
clara de como actúan las APs para aumentar la 
conducción nerviosa, pero todavía no está claro el 
mecanismo mediante el cual aumentan la transmisión 
sináptica. En este artículo revisaremos las hipótesis 
más importantes. 

MECANISMOS DE ACCION DE LAS APs. 

Las APs son bloqueadores selectivos de 
canales de potasio dependientes de voltaje (reís. en: 
54-56). Sin embargo, las concentraciones requeridas 
varían de preparación a preparación. La razón es 
que existe una gran familia de canales de potasio 
sensibles al voltaje y que participan en la 
repolarización del potencial de acción y en los 
mecanismos de disparo y conducción (reís en: 
54,55,57). No todos estos tipos de canal se 
encuentran en todas las membranas axónicas y 
neuronales. Por ejemplo, en los nervios mieli ni zados 
del mamífero la conducción se debe principalmente 
a la membrana de los nodos de Ranvier (58,59). En 
esta se encuentran canales de sodio y canales de 
fuga encargados de despolarizar y repolarizar 
respectivamente la membrana durante la conducción 
saltatoria. En el nodo no hay canales de potasio 
dependientes del voltaje. Estos sólo se encuentran 
en la región internodal escondidos bajo la gruesa 
capa de mielina (59). En las enfermedades 
desmielinizantes, parte de estos canales quedan al 
descubierto alterando la conducción propia de esas 
fibras, lo que produce un corto circuito del potencial  

de acción (PA) (3,4,6,9,58) Esto explica el retardo 
o el bloqueo en la conduccion y el déficit motor 
(3,4,58). Si estos canales de potasio se bloquean 
farmacológicamente (e g., con 4-AP), se impide el 
corto circuito del PA, se retarda la repolarizacion 
del mismo y se aumenta su duración; no sólo en 
~nes sino también en las neuronas mismas (Figura 
2 2) (3,4,55,60,61). Ambos efectos, mejoran la 
conducción nerviosa y explican los efectos 
terapéuticas de las APs en las enfermedades 
desmielinizantes (21,58) 

Sin embargo, si la duración del PA permanece 
aumentada al llegar a las terminales nerviosas (62-
64), se debe de producir un aumento de la entrada 
de calcio en dicha membrana: El bloqueo de la 
comente saliente produce un aumento dela corriente 
entrante (45,62,65,66) Esto a su vez aumenta la 
liberación deneurotransmisor, y por lo tamo, de la 
transmisión sináptica (27,39,64,66,67), En otras 
palabras, una hipótesis postula que el aumento de la 
transmisión se debe a las mismas causas que 
producen aumento de la conducción, i e , bloqueo 
de corrientes de potasio (2.63,64), Según esta 
hipótesis es dificil separar ambos efectos pues el 
mismo substrato sirve para que la droga produzca 
sus efectos tanto en la conduccción como en la 
transmisión. Pero al aumento en la transmisión 
sináptica se deben, en gran parte, las acciones 
colaterales epileptogénicas (1,11,17,68). 

Múltiples reportes en la literatura describen 
el aumento en la liberación de transmisores después 
de administrar 4-AP (e.g., 15,17,37-46,69) 
También se describen aumentos de los potenciales 
sinápticos, tanto inhibitorios como excitatorios 
(1,11,13.17,70,71), potenciales sinapticos gigantes 
o despolarizaciones prolongadas Figura 2.1C,D) 
(13.15,17,18.33,34,71,72), descargas epilep-
tiformes( I 0,33,34,36,67) y aumento en la frecuencia 
de potenciales sinápticos espontáneos (Figura 1) 
(2,15.17,33,34,71). Gran parte de estos efectos, en 
particular la producción de descargas epileptiformes, 
acontecen a concentraciones micromolares (menos 
de 100 t.tNI) de 4-AP o sus análogos (13,16,17,34) 

Ahora bien, hasta hace poco se sabia que se 
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necesitan concentraciones milimolares de 4-AP 
para bloquear las conductancias de potasio que 
alargan el PA y mejoran la conducción (Figura 
2.2C,D) (54,55). Mientras que sólo se necesitan 
concentraciones micromolares para producir 
aumento de la liberación de transmisor (glutamato, 
y-aminobutirato y acetil -colina) (15,17,37-46,69) 
Asi, menos de 100 ¡.1M de 4-AP bastan para aumentar 
la transmisión sináptica en rebanadas, sinaptosomas 
cerebrales o la unión neuromuscular ( 16,37-
39,70,73-75). Esto es, se ha pensado que se necesita 
menos concentración para afectar la transmision 
que para mejorar la conduccion Por lo tanto, 
primero se obtendrían los efectos colaterales 
(convulsiones) y luego la mejora en la conducción 
Desde este punto de vista, usar la 4-AP en 
enfermedades de la conducción no se justifica 

Para explicar esta disociación de efectos a 
concentraciones micromolares, aparecieron 
hipótesis alternativas que atribuyen los efectos 
sobre la transmisión sináptica a acciones directas 
sobre la entrada de calcio a las terminales (27,76,77) 
o a acciones sobre el mecanismo de acople 
excitación-liberación (43,44) Ciertas evidencias 
preliminares parecen apoyar estas hipótesis que 
disocian los efectos sobre la transmisión de los 
efectos sobre la conducción. Por ejemplo, la 
disociación entre la magnitud de la despolarización 
y la entrada de calcio(75,77), losefectos diferenciales 
sobre la modulacion presináptíca (40,69,74), las 
diferentes acciones del calcio en la liberación 
exocitócica o en la citoplasmática (37,42), el hecho 
de que diferentes análogos como la 3,4-AP o la 
tetrahidroaminocridina (THA) sean más efectivos 
para aumentar la transmisión o la conducción, con 
menores efectos colaterales de tipo convulsivo 
(2,31), el hallazgo de que la 4-AP no sólo actúa 
sobre canales dependientes de voltaje sino también 
sobre canales dependientes del metabolismo (78,79), 
y ciertas acciones sinérgicas entre 4-AP y agonistas 
glutamatérgicos para producir corriente entrante 
espontánea (e.g., 14). 

Sin embargo, ninguna de estas evidencias 
aporta datos concluyentes Los diferentes  

experimentos y enfoques no permiten llegar a una 
conclusión definitiva. Por mencionar un ejemplo, 
los experimentos sobre la corriente de calcio (77) 
no se han hecho con 4-AP a concentraciones 
micromolares, y faltan relaciones dosis-respuesta 
comparativas en la mayoria de los estudios citados .  

Por el otro lado, ya se sabe que la 4-AP a dosis 
micromolares si afecta corrientes de potasio 
dependientes del voltaje, como se verá a 
continuación. Esto apoya la hipótesis de la no 
separación de efectos.  

EFECTOS SOBRE CANALES DE POTASIO. 

Hasta hace poco, las corrientes transitorias 
de potasio de la familia 	se consideraban las más 
sensibles a la 4-AP. La acción se ejerce a 
concentraciones milimolares (ICmsk 2-3 mM)(refs. 
en: 55,57,61). Estas corrientes de potasio participan 
en la repolarizacion de los PAs y su bloqueo alarga 
las espigas en muchos tipos de neurona cerebral 
(55,57,61). Además, la corriente 1A  determina en 
gran medida la frecuencia de disparo, de forma que 
si se le bloquea aumenta la frecuencia produciendose 
más liberación de transmisor para el mismo estimulo 
(reís. en: 57,60,61). 

Sin embargo, en el mamífero en general, la 4-
AP no es efectiva para bloquear las corrientes 
persistentes de potasio, las cuales son 
preferencial mente bloqueadas con tetraetilamonio, 
caribdotoxina, noxiustoxina y otros compuestos 
similares (reís. en: 80,54). Las APs tampoco son 
efectivas para bloquear las corrientes de potasio 
dependientes del calcio intracelular (54,55), Por lo 
que parece claro que a dosis milimolares las APs 
bloquean cierto tipo de conductancias a potasio y 
no otras. 

La pregunta es si hay conductancias de potasio 
que sean bloqueadas por la 4-AP a concentraciones 
micromolares iguales a las requeridas para aumentar 
la transmisión sináptica (15,17,37-46,69). La 
respuesta es que este tipo de conductancia ha sido 
recientemente descubierto y caracterizado (81-84). 
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Se trata de conductancias que se activan rapidameme 
en la región umbral del potencial de membrana, se 
inactivan lentamente, y pueden ser bloqueadas con 
concentraciones micromolares de 4-AP t 	:-.30 

IN )(82.83 ) A estas corrientes se les ha denominado 

( 82) o 1, lentas (8 1) \las interesante resulta que 
esta familia de conductanclas se asemeja a las 
encontradas en axones mielinizados de vertebrados 
no mamíferos (8$) ti en axones no mit:titulados 

(86.87) Por lo que podría tratarse de canales 
similares si es que hay cierta conservación tilouénica 

Experimentos recientes en nuestro laboratorio 
muestran que las concentraciones necesarias para 
producir aumento en la frecuencia de potenciales 

sinapticos espontáneos en regiones cerebrales corno 
el núcleo candado son menores a 50 o Ni t e u , 10 
uM de 4-AP en la Hura 1 ) A concentraciones de 
SO IN aparecen simultaneamente un retardo 
perceptible en la última parte de la repolanzacion 

del PA (Figura 2 I D) y una huera potenciacion de 
los potenciales sinapticos (Figura 2 2D1 
Probablemente ambos son efecto de bloquear la 

A 

corriente I I)  (83) Actualmente hacemos 

experimentos para comprobarlo 
Por lo anterior, hay que concluir que este 

nuevo tipo de conductancias a K .  no nos permite 

separar los efectos sobre la transmisión sinaptica de 
los efectos sobre la conducción Aunque si se 
obtiene un aumento en la transmisión (Figura 1) sin 

que haya gran potenciación de la respuesta 

ortodromica ( Altura 2.1) Esto podría explicar por 

que hay mejoria clínica en pacientes con esclerosis 
multiple. a dosis relativamente pequeñas. y sin 

efectos colaterales graves (21,22) Sin embargo. es  

justo decir que las concentraciones micromolares 

de 4 -A P en núcleos como el hipocampo. ya producen 

descanta epileptiformes ira vitro te.l. 17.36). 

CONCLUSION. 

1,a evidencia hasta el momento, apunta a que 
es imposible separar los efectos de las APs sobre 
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Figura I. Aumento en la frecuencia de potenciales sinópticos espontáneos después de 19 pN1 de 4-AP. A: Encondiciones 
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Figura 2, Efectos de la 4-AP sobre la estimulación ortodrómica y el potencial de acción en una neurona del núcleo 
candado. 1. Estimulación onodrómica. 2. Potencial de acción. 1A: Potenciales sinápticos provocados con estimulación 
ortodrómica de diferentes intensidades hasta llegar al umbral de disparo de un potencial de acción. 1B: Igual que en A. 
después de perfundir con 50 mM de 4-AP. 1C: Igual que en A y B, después de perfundir con 1 mM de 4-AP. Observe la 
potenciación de los potenciales sinápticos. ID: Sopreposición de las tres respuestas umbral de A a C. Observe que el efecto 
de 50 mM de 4-AP sobre la transmisión sináptica provocada es mínimo, 2A.C: Potenciales de acción en la misma neurona 
a las mismas concentraciones de 4-AP. 2D: Sobreposición de los potenciales de acción. Observe que se registran cambios 
mínimos en la repolarización del PA con 50 mM de 4-AP. 1 mM ya produce efectos obvios. Registro intracelular. Núcleo 
candado de rata In vitro. 

canales de potasio, el potencial de acción y la 
conducción nerviosa, de los efectos sobre la 
transmisión sináptica y las descargas de tipo 
epileptiforme. La pieza de evidencia fundamental 
descansa en el hallazgo reciente de conductancias a 
potasio bloqueadas por 4-AP a concentraciones 
micromolares. Sin embargo, estos cambios se logran 
a concentraciones de 4-AP que no modifican 
sustancialmente la estimulación sinóptica provocada 
(ortodrómica), y las descargas epileptiformes son 
restringidas a algunos núcleos como el hipocampo.  

Esto sugiere que se deben de realizar más ensayos 
clínicos con dosis menores de 4-AP, siempre y 
cuando estemos alerta de los efectos colaterales en 
sujetos susceptibles. 
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V MODULACIÓN DE LA TRANSMISIÓN SINÁPTICA 
Entendernos por modulación el proceso por el cual se modifican las propiedades eléctricas de la 

membrana celular cambiando la capacidad de respuesta a los neurotransmisores rápidos que utilizan 

receptor-canal. Las señales bioquímicas producidas por varios receptores de membrana producen 

cambios en conductancias de potasio, de sodio o de calcio. Estas señales involucran segundos 

mensajeros citoplásmicos, cofactores, proteínas acopladas y enzimas que puede fosforilar canales jónicos 

cambiando, de este modo, las propiedades de la respuesta. El efecto modulador puede durar desde 

segundos hasta minutos. Si además tornamos en cuenta acciones en la expresión genética, los efectos 

moduladores pueden durar más tiempo. 

La modulación puede ser producida tanto en la presinapsis como en la postsinapsis, y los métodos 

para determinarla son diferentes. 

IVA.- MODULACIÓN PRESINÁPTICA. 

Esta forma de modulación implica el cambio en la excitabilidad de la terminal nerviosa cambiando 

la calidad del proceso de liberación de transmisores. La modulación presináptica puede ser producida 

por hiperpolarización o despolarización de la terminal nerviosa vía activación rápida o lenta de 

conductancias fónicas, por modificación de las conductancias de calcio necesarias para el proceso 

secretorio, por modificación en el nivel de fosforilación de proteínas del citoesqueleto en la terminal, las 

cuales facilitan el transporte de las vesículas sinápticas, y por la modificación de conductancias a potasio, 

cambiando la repolarización y/o la frecuencia de disparo y regulando así, cuánto calcio entra durante ese 

disparo. 

La modulación puede ser mediada por autoreceptores al mismo neurotransmisor liberado en la 

presinapsis. En la mayoría de los casos, los autoreceptores inhiben la liberación del transmisor. También 

hay receptores a neurotransmisores liberados por células vecinas (homo o heteroreceptores). De maneral 

general los receptores en la presinapsis inhiben la liberación, aunque también la pueden facilitar. Un 

ejemplo de facilitación presináptica es la producida por los autoreceptores muscarinicos M2  localizados 

en el sistema periférico, hipocampo y NE ( Vizi cal al., 1989), 

11V.I1.- MODULACIÓN POSTSINÁPTICA. 

La modulación produce cambios en la excitabilidad de la membrana postsináptica. Un ejemplo es 
la inhibición postsináptica que es la llevada a cabo en las espinas dendriticas de las neuronas espinosas 

medianas. En este ejemplo, las varicosidades catecolaminérgicas forman contactos sinápticos con los 

cuellos de las espinas que reciben sinapsis glutamatérgicas. En este caso la dopamina inhibe los efectos 

producidos por las entradas corticales o talámicas. La modulación postsináptica puede ocurrir sin 

cambios en el potencial de membrana de la célula postsináptica, y sus efectos sólo detectarse al haber 

cambios en el patrón temporal del disparo. Estos cambios se deben a que una o más conductancias 

dependiendo del voltaje son afectadas por las cadenas de segundos mensajeros (Cepeda ei al., 1992c). 

¿Cómo definir si un efecto sinóptico es modulado pre- o post-sinápticamente? 
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La respuesta depende del tipo de estudio realizado Cuando este es electrotisiologico. mediante 

registro intracelular, se pueden registrar potenciales sinapticos de tipo espontáneo o provocado 

También se pueden observar las variaciones en el potencial de membrana yio la resistencia de entrada 

de la neurona postsinaptica. Si el agente modulador modifica la resistencia de entrada postsinaptica 

podemos suponer un efecto postsináptico O por otro lado, si no existen cambios en las propiedades de 

la neurona postsináptica y sólo observamos cambios en la frecuencia de aparicion en el registro de los 

potenciales sínápticos espontaneos, podemos suponer un electo presinaptico Cuando realizamos un 

histograma de amplitud de los eventos sinapticos espontáneos encontramos que presentan al menos un 

pico, el tamaño de éste depende de la resistencia de la membrana postsinaptica Si existe algún cambio 

postsináptico que modifique la resistencia se producirá un cambio en la amplitud media de los 

potenciales sinápticos espontáneos. Este método nos permite observar si existe o no un efecto en la 

postsinapsis y determinar si existe o no modulación presináptica 

LA MODULACIÓN SINÁPTICA POR DOPAMINA 

En un estudio realizado por Galarraga el al., (1987), se mostró que la denervacion dopaminérgica 

producida por la inyección intranigral de 6-hidroxi-dopamina produce un incremento en la actividad 

sináptica espontánea registrada en el NE. Esta observación mostró que la dopamina mantiene una 

inhibición tónica sobre la actividad sináptica estriatal. Este hecho nos llevó a proponer que la actividad 

sináptica provocada por la 4-AP podía ser modulada presinápticamente por la dopamina. 

Se ha encontrado evidencia anatómica de la interacción sináptica y no sináptica de terminales 

dopaminérgicas sobre dendritas (axo-dendriticas) y sobre terminales corticoestriatales (axo-axónicas). 

respectivamente (Bouyer et al., 1984). 

Hasta hace pocos años se pensó que las acciones de la dopamina eran mediadas por sólo dos tipos 

de receptor: D, y D.. El efecto de la dopamina mediante estos dos receptores ocurre principalmente a 

través del segundo mensajero adenosin-monofosfato cíclico (AMPc). Mientras la activación de los 

receptores DI  estimula la formación del AMPc, la activación de los receptores D:  la inhibe (Kebabian y 

Calne, 1979). Actualmente. con el desarrollo de las técnicas de biología molecular, sabemos que la 

dopamina puede actuar a través de al menos 5 tipos de receptor acoplados a proteínas G, y denominados 

D i , D:, D„ D.„ y D„ y de los cuales los D. D, y D, presentan dos variantes de empalme alternativo 

(splicing). Pero de acuerdo a su sensibilidad farmacológica, los receptores a dopamina siguen siendo 

clasificados en dos familias (Anderson et al., 1990; Civelly et al, 1991; Sibley y Monsma, 1992; 

Schwartz et al, 1992): 

1.- La familia D;  (D, y D o 13,,, y Dm) y 

2.- la familia D: 	(D25), D:ww,(D,L), D„,„,„ (D„), 	(D3/), y D4). 

Cada uno de estos receptores es encontrado en el NE (Sibley y Monsma, 1992; Jarvie y Caron. 

1993, Surmeier et al., 1993) 

Estudios sobre la localización de los receptores dopaminérgicos han mostrado que la mayorta de 

los receptores DI  se localizan en las neuronas neoestriatales de proyección. y en los axones que 

proyectan de éstas, al núcleo entopeduncular y la parte reticulada de la substancia negra (Altar y 
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Hauser, 1987). Además, existe una proteína (DARP-32), acoplada a un sistema de proteína O, con una 

distribución restringida a las neuronas espinosas medianas estriatales, que ha sido relacionada con el 

receptor D, (Hemmings el al., 1987; SchitYmann et al., 1990). La mayoría de los receptores D2  están 

asociados con células estriatales y SUS axones en el pálido. Los receptores D2  están también asociados 

con las terminales corticoestriatales (Snyder y Goodman, 1980, Ariano el al., 1989). Finalmente, 

prácticamente todos los receptores D2  en la substancia negra están asociados a las neuronas 

dopaminérgicas como autorreceptores (Altar y Hauser, 1987, Beckstead, 1988a, 1988b). 

Pese a que se conoce bien la importancia de la dopamina en los ganglios basaies, sus efectos 

fisiológicos en el NE siguen siendo controversiales. 
De manera general se ha mostrado, tanto en estudios in varo como in vivo, que la activación de 

los receptores D, inhibe la frecuencia de disparo de las neuronas estriatales. Un ejemplo es la acción del 

agonista al receptor DI  que inhibe la actividad espontánea, así como la descarga neuronal producida por 

la estimulación4 local o por glutamato aplicado microiontoforéticamente (Akaike, el al., 1987; Calabresi 

1987a, 1988a, 1988b; Hu y Wang, 1988; White, 1987; White y Wang, 1986, Cepeda, 1992c). 

Existen resultados que han sugerido que la mayor parte de los efectos electrofisológicos de la 

dopamina en el NE son inhibitorios (Bernardi el al., 1984). Sin embargo, otros autores han reportado 
actividad de tipo excitatorio (Akaike el al., 1987; Cepeda, 1992c). Además, se ha postulado un papel 
modulador de la dopamina sobre otros transmisores. Así la aplicación iontoforética de dopamina facilita 

la excitación inducida por glutamato y la inhibición producida por GABA, mientras que la frecuencia 

espontánea de disparo no se modifica (Chiodo y Berger, 1986). En estudios realizados con rebanadas 
de núcleo caudado humano, cuando se aplicó dopamina antes de N-metil-D-aspartato (NMDA), la 

amplitud de las despolarizaciones y el número de potenciales de acción producidos por este último fue 

incrementado. En contraste, la dopamina disminuyó la amplitud de las despolarizaciones y el numero de 
potenciales de acción inducidos por glutamato y quiscualato (Cepeda el al., 1992c). Además de los 
efectos sobre la modulación del sistema glutamatérgico, se han sido descrito efectos sobre la regulación 
de la liberación de acetilcolina (Consolo, el al, 1993). Finalmente, hay datos de un efecto excitador de 
la dopamina sobre la liberación de GABA en la que puede estar involucrada una liberación dependiente 

de calcio (Bernath y Zigmond, 1989; Sandoval y Palermo-Neto, 1989; Floran et al., 1990). 
Por otro lado, se ha encontrado que la activación del receptor 132  incrementa la frecuencia de los 

potenciales de acción espontáneos de neuronas estriatales (Akaike, 1987; Olmo ei al., 1985, 1986 y 
1987). Estos efectos no fueron observados en los estudios realizados por Calabresi y cols. (Calabresi el 
al, 1987a, 1988b). Además, Hu y Wang (1988) demostraron un débil efecto inhibitorio por quinpirole 

sobre la actividad de las neuronas estriatales. Ahora sabemos que las dos vías de salida del NE, (i. e. la 
estriato-palidal y la estriato-nigral) son diferencialmente moduladas por los receptores D2  y D, 
respectivamente (Gerfen, 1992b). 

Estudios realizados con ratas previamente tratadas con haloperidol mostraron el desarrollo de una 
supersensitividad a agonistas del receptor D2  La activación en esta condición indujo una potente 
inhibición de potenciales sinápticos excitadores mediados por glutamato. El tratamiento con haloperidol 
no modificó las propiedades intrínsecas de las neuronas estudiadas (Calabresi el al., 1992) En este 
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contexto, estudios realizados con sinaptosomas estriatales muestran que la liberacion de glutamato es 

regulada por activación de receptores D2  (Maura et al., 1988) 

Existen trabajos en los que se muestra que los agonistas D, y I), producen erectos bifásicos 

dependientes de la dosis administrada (Shen el al. , 1992) 

Estudios realizados sobre la excitabilidad del campo terminal cortico-estriatal en el NE han 

mostrado que la aplicación de anfetamina o apomorfina incrementa la corriente necesaria para producir 

una respuesta antidrómica en las neuronas piramidales de la corteza. Dicho efecto puede ser revertido 

por la aplicación de haloperidol o por el antagonista D2  selectivo, sulpiride Esto significa que la 

excitabilidad del campo terminal de la neurona cortico-estriatal disminuye en presencia de dopamina 

(Garcia-Muñoz, 1991, 1994). 

Sin embargo, la aplicación a bajas dosis del agonista D, específico, el quinpirole, no afectó la 

excitabilidad del campo terminal cortico-estriatal (García-Muñoz, 1991, 1994). A este respecto, 

Calabresi et al., (1988a), mostraron efecto de agonistas D. cuando las ratas de las cuales obtuvieron 

sus rebanadas fueron previamente tratadas con reserpina 

En estudios realizados bajo la técnica de "whole ce!i clamp," en neuronas estriatales, se ha 

mostrado que la activación de los receptores Di  y D. modulan corrientes de sodio, de potasio y de calcio 

en las neuronas neoestriatales (Surmeier y Kitai, 1993; Kitai y Surmeier, 1993, Surmeier et al., 1995). 

En virtud de que en esta tesis se pudo hacer una disección farmacológica de los potenciales 

post-sinápticos de tipo glutarnatérgico en las neuronas espinosas medianas, se hace factible el estudio del 

efecto de los agonistas dopaminérgicos, tipo DI  y D2, sobre dichos potenciales sinópticos espontáneos 

inducidos por la 4-aminopiridina. 
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OBJETIVOS 
1.- El objetivo central de esta tesis es caracterizar los tipos de potenciales sinápticos inducidos por la 

4-AP, mediante el uso de bloqueadores selectivos a los neurotransmisores en las neuronas 

espinosas medianas del cuerpo estriado o neoestriado de la rata. 

2.- Caracterizar de manera general la anatomía y las propiedades electrotisiológicas de las neuronas 

espinosas medianas, comparando con los resultados ya descritos por otros autores y con la 

finalidad de identificar a las neuronas estudiadas en este tranajo. 

3.- Estudiar los sistemas GABAérgico (receptor tipo A), glutamatérgico (receptores ionotrópicos 

tipo NMDA y No NMDA), y colinérgico (receptor nicotinico) .  

4.- En virtud de que tanto las aferentes corticales como las talárnicas al neoestriado son 

glutamatérgicas y la actividad intraestriatal es principalmente GABAérgica proponemos 

separar farmacológicamente la actividad glutamatérgica de la GABAérgica y /o colinérgica .  

5.- El último objetivo es estudiar el efecto de la dopamina como modulador sobre el sistema 

glutamatérgico. En virtud de que la dopamina juega un papel modulador en el NE y 

suponiendo que se pueda separar la actividad glutamatérgica, proponemos estudiar el efecto de 

la activación del sistema dopaminérgico como modulador presináptico de la liberación de 

~nato e investigar a través de qué tipo o tipos de receptores lleva a cabo esta acción. En 

este punto es necesario demostrar que la dopamina actúe presinápticamente, esto es que no 

modifique la propiedades postsinápticas. 
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METODOLOGIA 
En experimentos de esta tesis fueron realizados en ratas \Alistar adulta (mayor de 2 meses, de 120 

- 130 g de peso). Las ratas se anestesiaron con éter y decapitadas Se extrajo el cerebro y se obtivieron 

rebanadas sagitales (400 pm), conteniendo el NE, mediante un vibratomo (Vibratome Peleo 101). El 

NE se disecó completamente de la corteza y otros núcleos. 

El registro fue realizado con el método de rebanada sumergida mantenida entre 32 y 34°C. La 

cámara de registro empleada fue diseñada y construida previamente en el laboratorio. 

La solución salina de perfusión fue (en mM): 125 NaCI, 3.0 KCI, 1.0 Mg C12, 2.0 CaCl 2, 25 

NaHCO, y I 1 glucosa (300 mOsnill, pH 7.4, 30-34°C). La solución fue burbujeada con 95% O:- 5% 

CO2  

Los registros intracelulares se realizaron con micropipetas llenas, en la mayoría de los casos con 

biocitina (Sigma I%) en 2 M de KCI, o sólo con 3 M de KCI. La resistencia de los electrodos osciló 

entre los 80 y 120 M.O La señal se amplificó con un amplificador "NeuroDATA" de una alta 

impedancia de entrada; con un circuito de puente activo para compensar la resistencia y la capacitancia 

del electrodo. La señal fue grabada previa digitalización ("Neurocorder") en cinta de video formato 

VHS. 

Para asegurar que la neurona estudiada es una neurona espinosa mediana se realizó un protocolo 

de inyección de corriente y el registro del respectivo cambio del voltaje. Del análisis de la curva de 

voltaje vs corriente inyectada se obtuvo el valor de la resistencia de entrada (k) y del potencial de 

reposo. Se compararon estos datos junto con el análisis de la curva de carga y la curva de frecuencia vs 

corriente con los valores previamente publicados (siendo estos valores de alrededor de -80 mV y 50 Mn 
(a los -70 mV), para el potencial de reposo y Its  respectivamente (Bargas el al., 1988 y Galarraga 

al, 1994). 

Todos los estudios realizados en esta tesis fueron con un potencial de membrana mantenido 

mediante inyección de corriente constante en el valor de -80 mV. 

Posteriormente, a la comprobación que la neurona estudiada fue una identificada 

electrofisiológicamente como una neurona espinosa mediana, se realizó un registro control de 10 a 15 

min. Éste registro fue tomado como control. Posteriormente se agregó a la perfusión la 4-AP y las 

diferentes drogas. El recambio de solución fué completado en 2 min. En varias células dosis 

micromolares de 4-AP indujeron una pequeña despolarización (de 2 a 5 mV). Esta despolarización fue 

corregida mediante la inyección de corriente continua. De este modo, la frecuencia, la amplitud de los 

potenciales sinápticos y la resistencia de entrada fueron monitoreados a un mismo potencial de 

membrana. 

En condiciones control los potenciales sinápticos aparecieron espontánernente con una frecuencia 

de alrededor de 1 evento cada segundo. La 4-AP indujo el incremento en la frecuencia de estos 

potenciales espontáneos. En la mayoria de los experimentos la resistencia de entrada fue monitoreada 

mediante un protocolo de corriente contra voltaje de 10 a 15 min después de la aplicación de una nueva 

droga con ayuda del programa para PC LAB-VIEW (National Instruments), o por la aplicación de un 

pulso de corriente de corta duración cada 10 segundos durante todo el experimento. Los registros 



45 

fueron digitalizados, almacenados en cinta VHS y analizados fuera del experimento con un osciloscopio 
digital y una computadora PC. Los registros fueron graneados durante el experimento usando un 

graficador de papel a baja velocidad de barrido (-- 1 cm/ min) (Gould modelo Easy Ciraf TA-240) 
La frecuencia de los potenciales sinópticos espontáneos fue analizada con dos métodos el 

primero consistió en el muestreo visual de 12 segundos cada minuto o, en el segundo caso, por la 
utilización de un discriminador de espigas que fue diseñado en el laboratorio. Este dispositivo utiliza la 

derivada del voltaje para detectar la fase de ascenso de un potencial sinóptico, y mediante una ventana 

de discriminación cada evento es discriminado produciendo t111 pulso cuadrado tipo TTL que fue 

registrado con el programa INFING (Univ. de Puebla). INFING cuenta los eventos durante un 
predeterminado periodo de tiempo y los almacena en una archivo que es posteriormente analizado y 

traficado. 
Además de la frecuencia se analizó la amplitud de los potenciales sinápticos y se realizaron 

histogramas de frecuencia de amplitudes los cuales fueron analizados con ayuda del programa 

estadístico SYSTAT, 
Para poder demostrar que la modulación de la actividad sináptica por la activación de receptores 

D, es por mecanismos presinápticos es necesario comprobar que la activación de los receptores D:  por 
acción del quinpirole no causa efectos a nivel postsináptico. En esta tesis utilicé dos métodos para 
probarlo. 

Método I. Medir la resistencia de entrada en el soma de las neuronas espinosas analizadas en 

presencia de 4-AP y bicuculina, considerado como fase control, y la medición de esta en presencia de 
quinpirole (10 pM). 

Método 2. Si la resistencia de entrada a nivel dendrítico fuera modificada por acción del quinpirole 
deberá haber un desplazamiento de la distribución de amplitudes de los potenciales sinápticos hacia 
valores menores en el caso de una baja en la resistencia, lo cual causa una disminución en la 

cuantificación de los sinápticos debido a que estos no pueden ser disernibles del ruido de fondo, o 
quedar por debajo del umbral para detección del discrimunador de ventana. Por lo tanto la medición de 
la amplitud de un número significativo de potenciales sinápticos y su distribución deberá mostrar dicho 
cambio. 

Después de cada experimento algunas neuronas fueron llenadas iontoforéticarnente con biocitina 
utilizando el método descrito por Horikawa y Armstrong (1988). Las rebanadas conteniendo neuronas 
inyectadas fueron fijadas durante una noche en paraformaldehido 4%, ácido pícrico al l% en 
amortiguador de fosfatos a pH 7.4. Las rebanadas fueron posteriormente infiltradas con sacarosa al 30 
% y cortadas con un vibratomo a un grosor de 60 pm Las rebanadas fueron incubadas de 2 a 4 horas 

en una solución PBS conteniendo 0.2 % de triton-X-100, avidina y peroxidasa de rabano biotinilada 
(ABC-HRP, el equipo ABC de Vector) por 2 horas. Posteriormente reactivadas con diaminobenzidina y 

peróxido de hidrógeno para visualizar la FIRP unida. Esto posibilitó la reconstrucción anatómica de las 
neuronas analizadas electrofisiológica e intraceluiarmente marcadas a través de microscopia óptica. 
Algunas neuronas fueron parcialmente reconstniidas utilizando el tubo para dibujo o cámara lúcida 
(instrumento adaptado al miscroscópio óptico). 
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Sustancias utilizadas: 
4-aminopirídina (4-AP, SIGMA) 
Tetrodotoxina (TTX, SIGMA) 
Cloruro de Cadmio (CdC12, SIGMA) 
Bicuculina (BIC, RBI) 
6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX, RBI) 
Ácido D(-)-2-amino-fosfonovalérico (APV, RBI) 
Quinpirole (QUIN, RBI) 
Sulpiride (SULA, RBI) 
Mecamilamina (MEC, RBI) 
ABC-KIT (Vector) 
Las drogas utilizadas fueron disueltas desde una solución madre en la solución salina de 

superfusión, a excepción del quinpirole y del sulpiride, que previamente se disolvieron en una solución 
0.1 N de 1-1CI. 
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RESULTADOS 

Los resultados son presentados en cuatro secciones: 
Las primeras dos secciones son presentadas con el propósito de identificar electrofisiológicamente 

que las neuronas estudiadas como neuronas espinosas medianas, de acuerdo con datos previamente 
publicados. 

la. sección. Reconstrucción representativa de las neuronas analizadas y visualizadas mediante la 
técnica de inyección iontoforética de biocitina durante el experimento. 

2a. sección. Incluye la caracterización electrofisiológica de las neuronas espinosas medianas .  

1.- Cuadro de resumen de las propiedades pasivas de las neuronas estudiadas. 
Parámetros CO, C1, Tau O, Tau 1, L y p. 
2.- Registro y análisis de voltaje versus corriente. 
3.- Registro y análisis de frecuencia versus corriente. 
4.- Análisis de la curva de carga resultante de un pulso hiperpolarizante de baja intensidad. 
5.- Efecto de la 4-AP sobre la resistencia de entrada de las neuronas espinosas medianas. 

3a. sección. Incluye la caracterización de los potenciales sinópticos inducidos por la 
4-aminopiridina. Estos resultados son presentados en el artículo publicado en la revista Journal of 
Neurophysiology de Noviembre de 1994, Vol. 72., No. 4., págs. 2246-2256. 

4a. sección. Incluye el material de un artículo enviado a publicación. En este trabajo se presenta 
el efecto modulatorio de la dopamina a través de los receptores D2. 
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l a.- SECCIÓN 

I.- Anatomía de las neuronas espinosas medianas, 

De las 108 neuronas estudiadas 56 fueron llenadas con biocitina, reveladas mediante la técnica de 
diaminobezidina y posteriormente reconstruidas. 

Las neuronas espinosas medianas se caracterizaron por presentar un soma pequeño de 18.5 ± 3,5 

pm de diámetro mayor y 10.8 ± 1.9 de diámetro menor. Presenta de 3 a 15 troncos dendriticos. El axón 
se ramifica profusamente dentro del área dendritica y dirigiendo una fibra finalmente hacia el globo 
pálido. Las dendritas presentan espinas dendríticas a partir de las ramas secundarias. 

La figura 1 muestra la imagen reconstruida de 2 neuronas. 

Figura 1. Muestra dos neuronas reconstruidas y analizadas electrofisiológica mente. Durante el 
experimento fueron llenadas con biocitina (1%) dentro del electrodo de registro y fueron reveladas 
con el método de diaminobencidina, en la neurona de la izquierda se muestran las colaterales axónicas. 
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2A.- SECCIÓN 

2.- Propiedades pasivas de la neurona espinosa mediana. 

Cuando se inyecta un pulso hiperpolarizante de baja intensidad se produce un cambio transitorio 
del voltaje de membrana. Este muestra las propiedades capacitivas o pasivas de la neurona estudiada y 
se conoce como curva de carga, la cual en el caso de las neuronas espinosas medianas estudiadas se 

ajusta a dos exponenciales. Tomando en consideración los parámetros obtenidos de la función de carga 

se calcularon los parámetros electrofisiológicos p y L, que son la relación de conductancia 

dendriticalsomática y la longitud electrotónica dada en constantes de espacio (X), respectivamente. La 
tabla 1 presenta una muestra representativa de las propiedades pasivas de las neuronas analizadas. 

Tabla 1. Propiedades pasivas representativas de las neuronas espinosas medianas. (media 

desviación estándar, n= 16), Pmr: Potencial de membrana en reposo. RN: Resistencia de entrada. CO y 
C1, y Tau O y Taul son parámetros y constantes de tiempo de la doble exponencial ajustados al 
transitorio de voltaje en la curva de carga. L: Longitud electrotónica (en constantes de espacio). p: 

relación de conductancia dendro-somática. 

	

PM r 
	

Rm 	 CI 
	

Tau O 
	

Tau 1 
	

L 
	

p 

	

(mV) 	
	

(Mn) 
	

(mV) 	(mV) 
	

(ms) 
	

(ms) 

-83.6 	± 	1.0 41.8 ± 14.0 
	

1.5 ± 0 6 
	

0.7 ± 0.4 
	

16.4 ± 9.1 
	

4.6 ± 3.2 
	

1.3 ± 0.4 
	

1.3 0.6 
(24) 

La figura 2 muestra un análisis de la curva de carga de una neurona espinosa mediana .  

0 
	

20 	 40 	 60 	 80 
TIEMPO (ms) 

Figura 2. Extracción o "pelado" de exponenciales de la curva de carga en condición control. 
La figura principal muestra la graficación en logaritmo natural del voltaje versus el tiempo mostrando 

dos exponenciales y sus parámetros respectivos. En el inserto se muestra la curva de carga en voltaje 
contra tiempo. 
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3.- Función voltaje vs corriente. 

Las neuronas espinosas medianas se caracterizan por presentar una rectificación entrante a todo lo 
largo de la función corriente-voltaje. Esta rectificación es denominada "anómala". En esta la resistencia 
incrementa con la despolarización de la membrana, mostrando una resistencia menor a potenciales 
hiperpolarizados y mayor a potenciales despolarizados. La resistencia puede medirse como la pendiente 
de la función corriente-voltaje (Jack et al, 1975) Contribuyendo a la rectificación anómala en los 
últimos 10 mV en la dirección despolarizante aparece una despolarización lenta sensible al voltaje que 
se observa como una rampa despolarizante en los registros de voltaje vs tiempo. En valores de 
hiperpolarización la rectificación anómala se opone a la hiperpolarización. La figura 3 muestra una 
curva de voltaje contra corriente representativa de las neuronas espinosas medianas. 

4103 Vnr29.2915 +11913311+30.6286Pd 5 

RN=30.62 

-40 
-50 
40 

' 430 
.90 

-100 
-110 - 

-0.6-0.30.00.30.6 
Corriente (nA) 

20 

o 

-20 

-40 

40 

40 

0 	100 	200 	300 
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Figura 3. Función voltaje vs corriente característica de una neurona espinosa mediana. La 
gráfica superior muestra los pulsos rectángulares de corriente. La gráfica inferior muestra los 
transitorios de voltaje producidos por los pulsos de corriente. La gráfica de la derecha muestra la 
función voltaje contra corriente. Los valores de voltaje fueron tomados a los 300 ms y ajustados con 
un polinomio de tercer orden. 

1400 

400 
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4.- Función Frecuencia vs. Corriente 

Cuando se dan pulsos de corriente supraumbrales se producen disparos repetitivos con una 
frecuencia de potenciales de acción mayor al inicio de la aplicación de la corriente y que gradualmente 
disminuye (Fig. 4A). La figura 4B muestra la relación de intensidad de corriente contra frecuencia de 
disparo de potenciales de acción. Un promedio de los primeros 3 periódos muestra que la frecuencia 
incrementa casi linealmente con el aumento en la intensidad de corriente. Sin embargo, cuando se toma 
un promedio de los últimos 3 periódos estos muestran adaptación. 

A 

100 - 
c,  Primeros 3 

E Últimos 3 

—J 1e0P:441 

60 - 

40 - 

20 - 

o 	 1 

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 

Corriente (r" 

Figura 4. Relación frecuencia contra intensidad de corriente. A. Muestra los registros a 
diferentes intensidades de corriente aplicada. B. La relación frecuencia contra intensidad de corriente. 
En círculos se muestra el promedio de la frecuencia de los primeros tres intervalos; en cuadros se 
muestra la frecuencia de los últimos 3 intervalos.  
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5.- Efecto de la 4-AP sobre la resistencia de entrada de las neuronas espinosas 

medianas. 

A dosis micromolares la 4-AP (50-100 IrM) produce una disminución no significativa en la 
resistencia de entrada (figura 5). 

Tomando en cuenta que la 4-AP bloquea conductancias de potasio y dado que en el reposo 
existen conductancias de potasio activas, es de esperar que la 4-AP incremente la resistencia de entrada 
en las neuronas estudiadas. Sin embargo, en lugar de esto la 4-AP produce una calda en la resistencia 
de entrada (ver la tabla 2 y la figura 5). Este efecto en la resistencia de entrada se explica por la 
apertura de receptores canal activados una mayor liberación de neurotransntisores. Cuando se agrega 
bicuculina a la solución perfusión la resistencia de entrada tiende a incrementar por el bloqueo de las 
conductancias a cloro activadas por GABA. Cuando se agregaron los antagonistas glutamatérgicos 
CNQX y 2-APV se esperaba un incremento adicional en la resistencia de entrada, sin embargo, esto no 
se observó en las neuronas analizadas para este caso. Esto puede ser debido una baja frecuencia de 
actividad sináptica giutamatérgica. 

Existen conductancias sensibles a dosis milimolares de la 4-AP que predominan a los t 10 mV 
cerca del umbral de disparo del potencial de acción. Este efecto es a dosis superiores que las utilizadas 
este trabajo y actúan a potenciales mas despolarizados, Ver figura 5 A-f-I que se localiza en el articulo 

de Galarraga et al, 1994 anexo al final de esta tesis.  
Tomando en cuenta que para probar un efecto modulador presináptíco es necesario demostrar que 

no hay una disminución en la resistencia de entrada que pudiera disminuir la amplitud de los potenciales 
sinápticos, medimos la resistencia de entrada en presencia de 4-AP y bicuculina (BIC), en la presencia y 
ausencia del agonista dopaminérgico quinpirole (QUIN). En este caso se observó un incremento no 
significativo de la resistencia de entrada. Este efecto en lugar de producir una disminución en la 
amplitud de los potenciales produjo un incremento no significativo. 

Tabla 	2. Efecto de la 4-AP a dosis micromolares sobre la resistencia de entrada de las 
neuronas espinosas medianas estudiadas. 

CONTROL 4-AP 4-AP + BIC 4-AP + BIC + 
CNQX+2-APV 

4-AP 
+BIC+QUIN 

Media 42.0 32.5 41.9 33.7 43.1 
Desv. Est. 13.7 7.2 11.6 14.2 13.8 

n 34 8 6 2 4 

Los resultados presentados en las primeras secciones muestran tanto anatómica como 
electrofisiológicamente que las neuronas estudiadas en esta tesis son espinosas medianas. Además, que 
la 4-AP a dosis micromolares, en incluso milímolares, no produce cambios significativos en la resistencia 
de entrada de las neuronas estudiadas dentro de los valores de potencial de membrana en los cuales se 
mantuvo. 
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Figura 5. Erecto de la 4-AP sobre la resistencia de entrada. Registros de voltaje a diferentes 
corrientes de estimulación en condición control (A) y en presencia de 4-AP (SO uM) (B) C Función 
voltaje contra corriente, la resistencia de entrada fue tomada en el potencial de reposo mediante un 
ajuste polinomial (de 3er orden).  
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3A. SECCIÓN 

"Pattern of euitatory and inhibitory synaptic transmission 
in the rat neostriatum 	revealed by 4-AP" 

Jorge Flores-Hernández, Elvira Galarraga, Juan C. Pineda and José Bargas.  
Journal of Neurophysiology 

Vol. 72 No. 5 November 1994 
2246-2256 

En este trabajo presentarnos: 

1.- La relación entre la concentración utilizada de 4-AP y el efecto en el incremento de actividad 

sináptica. 

2.- La dependencia de sodio (potenciales de acción) y de calcio en el incremento de la transmisión 

sináptica producido por la 4-AP. 

3.- La caracterización farmacológica de los potenciales sinápticos Glutamatérgicos y GABAérgicos 

inducidos por la 4-aminopiridina en las neuronas neoestriatales de la rata. 

4.- La actividad sináptica producida por una interneurona GABAérgica (marcada para 

parvalbámina), cuya actividad de potenciales de acción en ráfagas se correlaciona con las 

ráfagas de potenciales sinápticos registrados en una población de neuronas espinosas medians 

registradas en presencia del bloqueo de la actividad glutamatérgica. 
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Patterns of Excitatory and Inhibitory Synaptie Transmission in the Rat 
Neostriatum as Revealed by 4-AP 

JORGE FLORES-HERNÁNDEZ. ELVIRA GALARRAGA. JUAN C. PINEDA. AND JOSÉ. BARGAS 

Instituto de Fisiología Celular, C itiversidad Nacional Autónoma de México. 04510 .51e.vico. 1)F 

SUMMAR\ AND coNcLusioNs 

I. Synaptic potentials induced by 4-arninopyridine (4-AP) 
were recorded int racellularly from rat neostriatal neurons in an in 
vitro slice preparation. EC,o  for this 4-AP action was — 120 biM, 
The ihreshold for activation of synaptic potentials was 5 MM. 

2. 4-AP-induced synaptic potentials appeared siochastically, 
Most were blocked by I 0.1 tetrodotosin or 400 AtN1 Cd 2.. . There-
fore they retlect a release ofneurotransrnitters dependent on hoth 
Ca' entry tu the terminals and acnon potential finng. 

3. Bicuculline (BICI ( si() MM 1. a y•aminobuturic 
GABA 4 ) antagonist, hloded ahout hall' of the 4-A P-induced 

synaptic potentials. This suggests that intrinsic inhibitory connec-
tions within the neostriatum are activated by 4-AP administra-
tion. 

4. 6-eyano-7-nitroquinoxaline-2.3-dione (CNQX; ti-  10 uM ) 
plus D-2-amino-5-phosphonovalenc acid (D-APV: 5_100 41) 
blocked most of the BIC-resistant 4-AP-induced synaptic poten-
tials. This suggests that 4-AP induced release of glutamate ( GLU ) 
from extrinsic glutamatergic afferents. As mos% glutamatergic af-
ferents are extrinsic, these afferents then would be able to tire 
spikes and release transmitter for several hours atter they are cut 
from their somata. 

5. If CNQX plus D-APV were administered before BIC, neo- 
striatal neurons responded in different ways. In one 	of the 
ncurons. alI induced synaptic potentials were blocked. This sug-
gests that most GABAergic intrinsic connections bclween neo-
striatal neurons are activated indirectly by 4-AP. 4-AP would first 
activate extrinsic glutamatergic afferents and these in turn ssould 
activate GABAergic intrinsic neurons and connections. 

6. In the remaining half of the recorded neurons, administra-
tion of CNQX plus D-APV blocked most, but not all of the 4-AP-
induced synaptic potentials. The synaptic potentials that re-
mained had a characteristic pattern: they were high amplitude, 
rhythmie. bursts ofsynaptic potentials. They were blocked by BIC 
(5 MM) but not by meeamylamine (> 10 DM), This suggests that 
these bursts of synaptic potentials %ere GABAergic and generated 
by intrinsic neurons. Therefore diese ncurons would not innervate 
411 neostriatal ncurons equally but just a subset of them. 

7. Records from an identified aspiny neostriatal interneuron, 
obtained from the same preparation, are shown. This interneuron 
fired in bursts and is morphologically and physiologically similar 
to the recently described, fast spiking, parvalbumin immunoreac-
tive, GABAergic, aspiny interneuron of the neostriatum. It filen is 
concluded that this interneuron is functional in the slice prepara-
tion. Further, the hypothesis that it is the source of the synaptic 
potential trains is supported. In this case. 4-AP would bc able to 
activate this interneuron, indeperdently of extrinsic excitatory af-
ferents. 

8. In conclusion, 4-AP actions disclosed important aspects 
the intrinsic circuitry of the mammalian neustriatum: first, not all 
neostriatal neurons might be innervated by intrinsic GABAergic 
interneurons. Second. GA BA connections betucen most neostna-
tal neurons need exirinsie excitatory inputs to be active. 

IN rarmirctio% 

Excitatory gluianiatergic sy napiic transmission within 
the neostriatum mainly comes from the cerebral cortex and 
thalamus. Althuugh there is some evidence of intrinsic glu-
tamatergic tntcrneurons. they wc,uld generale a minority of 
the glutamatergic inputs un spiny celfs ( Mori et al. 1994 ). 
On the other hand. important extrinsir GABAergic inputs 
are ahsent in the neostriatum t see Albin et al. 1990; Gerfen 
1992; Wilson 1990 for recent reviews). Projection neurons 
within the neostriatum constitute —95% ofall the neurons 
in the nucleus ( Chang et al. 1982; Wilson 1990). These 
neurons are "spiny" and GABAergic. They send their 
axons to the substantia nigra and pallidum ( Gerfen 1992; 
Graybiel 1990; Kawaguchi et al. 1990). Al the same time, 
they forro inhibitory reciproca! synapses with each other 
(troves 1983; Wilson 1990) through local axon collaterals. 
Therefore projection neurons are the main source of intrin-
sic GABAergic connections within the neostriatum. Mich-
tionally, one of the "aspiny" types of interneuron 11-rc "of 
the population ) has been demonstrated to be GABAergic 
and parvalbumin immunoreactive. This neuron innenutes 
the nucicus irregularly ( Kita et al. 1990). Therefore in the 
neostriatum, GABAergic synapses are mainly intrinsic, 
whereas glutamatergic synapses are mainly extrinsic. 

Intracellular recordings in vivo have demonstrated that 
spiny projection ncurons tire infrequently and have a rather 
negative resting potential (Hui! et al. 1970; Wilson 1992: 
Wilson and Groves 1981 ). Periods of inembrane hyperpo-
larization and electrical silence are interrupted brietly by 
periods of sustained depolarization drisen by cortical in-
puts( Wilson 1992 ). Apparently, neostriatal projection neu-
rons do not tire until a cortex command arrives ( Fulton 
1949 ). When they tire, their inhibitory intrinsic and recipro-
cal network controls the propagation of excitation (Groves 
1983). One prediction from this arrangement is that recip-
roca! inhibition would not be active unless an extrinsic ex-
citatory input activates some spiny neurons. This predic-
tion is supported by the present experiments. 

In nuclei with reciproca! connections between glutama-
tergic principal neurons. as the hippocampus and cortex. 
spontaneous synaptic events can be recorded in the slice 
preparation during physiological satine ( 	J„ 	3 mM; 

2.5 rinh1; 30--35'C) ( 	Aram el al. 1991: 
Mcl3ain and Dingledine 1992: Ropert et al. 1990). In con-
trust, spontaneous synaptic potentials are scarce in the neo-
striatum under the same conditions (Cepeda et al. 1989: 
Galarraga et al, 1987; Nisenbaum et al. 1994). However. 
4-aminopyridine (4-AP) induces an increase in the fre-
quency of synaptic potentials in several cerebral regions in- 
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cluding the neostriatum1Kita et al. I985a: Nlüller and 	is- 
geld 1990: Perreault and A vol i 1989: Segal 19871. Stochas-
tic synaptic potentials induced by 4--1P in the neosidaitt 
have not been characterized as those in other nuclei. In 
particular. 4-AP appears to activase speci tic interneurons in 
other nuclei Aram et al. 1 N 1: Müller and Misgeld 1991: 
Otis and Mody 1992: Segal 1987). In ibis work. an inilial 
characterization oí synaptic potential induction by 4-AP in 
the neosiriatum is reponed. The interpretation of the re-
sults indicate that 4-AP acts un cut extrinsic excitatory af-
ferents or neurons lo produce glutamine release. This is 
followed hy actis anon of reciproca! inhihition. Addition-
ally. 4-AP activases a panicular class ul ncosthatai inter. 
neuron. These ohservations hely to understand the role of 
some components of (he neostriatal circuitry. Sume oí 
these results has-e been communicated in abstract forro 
( Flores-Hernández et al. 19931. 

NIETHOLIs 

Our protocol follows The American Physiological Society pot-
ley regarding the use and care of a ni mals and has been described in 
previous work (e.g.. Bargas et al. 19881. Mili ( >2 mo) mate or 
female albino Wístar rats were ancla hin ized and decapitated. Sagi t-
tal neostriatal slices ( 400 urnl. completely separated from cortes 
and other nuclei. were recorded totally subinerged at 32-34°C. 
Bathing solution was ( in m111): 125 NaCI, 3.0 KC1. 1.0 isigC12. 2.0 
CaCl2 . 25 NalIC03 . and 11 glucose. Thc solution was saturated 
with 95''1:, 	CO:  ( 300 mOsma. phi 7.4. 30-34°C). Intracel- 
lular recordings were carried out with micropipettes filled with 
either biocl tin (Sigma. 1-24,1in 2 NI K-acctate or just with K-ace-
late 3M. Electrodes DC resistances ranged from 80 lo 120 MU. 
Intracellular recordings were made with a high-input impedance 
electrometer with an actise bridge circuid using standard tech-
niques. MI« recording the resting metnbrane potential and input 
resistance 1 approximately less than -75 tris; and 5-0 :119. respec-
tively 1 ( Bargas et al. 1988: Galarraga et al. 1989 ). = I0 min of 
c.ontinuous recording without any manipulation were done as a 
control. Aftcrward 4-AP and clifferent drugs were administered 
with the superfusion. Exchange within the recording chambcr was 
complete in -2 min. Both frequency uf synaptic potentials and 
input resistance were monitored. In some celts. micromolar 4-AP 
induced a small (2-5 mV) depolarization ( tiisenbaurn et 
1994 ) . lt si as corrected with OC current so that resting rn e m'Ira ne 
potencial (RMP) was maintained during the duration of the ex.-
periment. Thus synaptic potentials' frequency and amplitude as 
well as cell input resistance all were recorded at the same mcm-
brane potential. Sampled cells are those in which no changes in 
resting input resistance were detected during experiments using 
micromolar concentrations of 4-AP. As no stimulus was deli v. 
ered. synaptic potentials appeared stochastically both mute and 
during 4-AP. In this sense. synaptic potentials were "spontane-
ous" (spontaneous synaptic potentials or SSPs 1. 4-AP induction 
of SSPs coutd be seen as a great Mercase in the probahility of 
recording these events. Records were digit ized. s'ore(' un tape. and 
analyzed off-line with a digital uscilloscope and a PC-computer. 
Records were plotted using a digital printer. frequency of SSPs 
(SSPS/s) was counted in 4-s bins. Three hins were picked hy 
chance al each minute of recording to make frequency versus time 
plots. 

Alter recording, some neurons were injected with bioestin using 
the method described by Horikawa and Armstrongt1988).Slices 
containing injected neurons were fixed overnight in 4 parafor- 
maldehide. 	picric acid in 0,1 M phosphatc buffer (pfl 7.4 ). 
The dices Chen were infiltrated with 30% sucrose and cut on a 
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sihr.,linue Info 110-Lon sh,,cturns. Ihe -ections were incuhated 1hr 
2 -4 it in a phosphate taller 	sohmon o 'warning 11.2 Triton- 
X-100. avicfin..rnd biotins lated horseradlsh penniklase 1 A DC-
1-11114: Vector'', .111(' kit 1 for 2 h and Usen reacted with o¡ani¡no. 
hen/ulule and hydrogen peroside 	ro sisualite the hound 

IZ P. this en ailled resolano' ni the intracellular15 labeied pro-
cesscs ihrough transill mination microscooy 11 ig. 31. 

In the case 01- the recorded interneuron t su..e. 	SI. a combi- 
nauon of intraceilidar latid ng and soma tosta' SMI 1 immuno. 
cy tochemistri coas used. The slice containing the injecied neuron 
was incuhated. intiltrated. and cut as slipulaled ahoye. liossever. 
during incubation in -1-riton-X•100. asrdin conjugated to Texas 
Red si as used 1 1 2.5 pg t mi. %lector). Afier ;sustituí!. the seetions 
15.erre treated for 30 aun in normal goat antiserum r 1:30; !ciare 
heing mut:time(' in the primary antihody tbr 2-1 h at 4 De 
serum agamst Si.)11 al 1:n00 dilution in MIS containing 1"; nor-
mal goal serum. Immunoclear 1. For Iluorescence inimunocyto-
chenustr. the sed wits were treated ss ith goat-a ro i rahhit 

couplcd ro iloorescein ¡sol Itiocyanate ( 	antillody 
ineorporated. 1:50 for 2 11). Es en though the recorded interneuron 
was llegan+ e 1 out doubteditheled 1. SONI-On un unoreactive neo• 
rens could he detecte(' in the same sections ( not show n). ro en-
able che viSualliation of the somatostatin negativo: neuron with 
transillumination microscopv. the tissue was treated with the 
:%11(7-11R I) kit 1 S'ectort as state(' l'hose i Fig. II 1. 

Tetrodotoxin ( TTX).-1-AP.CLICI,( all from Sigma ibicuctilline 
( 	6-eyano-7-nitroquinoxaline:2.3-dione1CNQX1. and P-2- 
amino-5-phosphonovalerie acid (D-A1W. all from RII11 %%ere dis-
solved from stock solutions finto the superfusion salive. 

R Hit; 1. 1S 

4-.1P-inducai synainie porentials are 17.5.' and Cd: # 
sen i 

Eighty-seven neostriatal neurons from caudate-putamen 
slices of 74 different ad ult rats were recorded for diese ex- 
periments. As shown in the sample records of Fig. 1..1( Con-
trol ), very few SSPs were seen at resting potential ( less than 
-75 mV)(Cepeda et al. 1989: Galarraga el al. 1987; Nisen-
haurn et al. 1994 ). RMP was -83.6 ± 1.0 mV (mean ± SE. 
n = 24) in our recording conditions. However. frequency oí 
SSPs increased during superfusion with 100 4NI 4-AP (Fig. 
1.-1; 15 and 60 min) (Kita et al. 1985a: Nisenbaum et 
1994 ). The graph in Fig. 111 illustrates the time course of 
4-AP action. Maximum SSP frequency for this concentra-
tion of 4-AP was attained in -10 min. Sample records dur-
íng 4-AP show that SSP frequency is very variable from 
trace to trace exhibiting an stochastic nature. However. the 
mean frequency is clearly augmented by 4-AP as shown in 
the graph. The 4-AP effects at micromolar concentrations 
can be maintained for >1 h (n = 54 ). However. note that 
mean frequency declined with time (Fig. 1 8). 

I nduction ()ISSN hy 4-AP was concentration dependent. 
A concentration-response plot for 4-AP action is shown in 
Fig. 2. Severa! slices were used for this piot. Une cell was 
recorded in each dice. The concentration for 5W( maxirnal 
eíIect was - 120 zM. Accordingly, concentrations between 
50 and 10041 were used in most experimentstries. l and 
4-81. Concentrations around 1 mM 4-AP increased the 
frequency of SSPs by -150 times with respect to control 
(Fig. 2). This was abuut the saturating concentration. 
Higher concentrations were characterized by shoner limes 
of 4-AP action and regular uscillations of SSP frequency 
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4-aminopyridine r 4-A l'1 induces an increase in the frequency 
of spontaneous synaptie potentials f SSPs} recorded in neostriatal neurons. 

sample records of inembrane potential ;s. time hefore i Control) and 
during 111014N14-APr 15 and 60 min). Note increase SSPs during 4-1P. 
8: SSPs frequency ;s. time Mut illostrating the time eourseor4•APaction. 
Note that SSPs frequency remained inereased for >1 h. Mean resting 
mernhrane potencial IRN1P1 during this emenment was --80 rulr". Same 
figure design and same 4-AP concentration %as used in esperiments illus• 
1rated in Figs. 4-7. 

(not analyzed Itere). They also had other effeets in the re-
corded neurons such as changes in input resistance Bargits 
et al. 1989; Kita et al. 1985a: Nisenbaum et al. 1994) and 
induction of spontaneous 	Kita et al. 1985a). This 
work, however. is litnited lo describe 4-AP action at submil- 
limolar coneentrations. 	increases in SSP frequency 
with no noticeable changes in resting input resistance on 
the postsynaptic neuron. However. changes in orthodromic 
and direet responses also could be present at these concen-
trations of 4-A P. They are not analyzed in this work. And as 
long as the recorded neuron is held at its original RMP. and 
is not stimulated. the recorded synaptie events are not af-
fected by these other changes. lo a sample in - 4) of cells 
recorded in the presence of 100 iM 4-AP and not held at 
the original RMP, the 4-AP-induced depolarization plus 
the synaptic-induced depolarization were not enough lo 
reach firing threshold. However. two of the recorded neu-
rons (n = 87) had spontaneous firing in the presence oí 
4-AP (50 and 100 MM). The firing of these neurons was 
irregular, Also. identified spiny neurons with RMPs more 
positive than -75 mV might fire in the presence of 4-AP. 
but these were net included in our sample of recorded neu-
rons. 

Except for the reponed aspi u'. neuron 1 set.» below). all 
recorded and hioeyT111-ilik'd FICUrtUIS 	1,111S sample were 
typical niedtum spiny projeetion neurons f Fig. .3), These 
neurons are 	 silent unless they are stimulated. 
During long rectangular pulses the> Fire tonically and do 
not tire in burtils I e g.. Galarraga et al. 1989: Nisenhaum el 
al. 1994: Pineda et al. 19921..1 he 4-AP-in(luced SSPs re-
corded un these neurons were almost ahulished by I biM 
TTX (Fig. 4: n - 4 1, Mean SSPs frequencies were 0.16 
0,05 Hz for the control and 3.8 .1 1.1 11/ during 4-AP. 
During 	4-AP. mean (Yeti uency was 0.081,- 0.04 Hz, 
RMP Was held near to the original resting N'erina! during 
the. experiments. Mean R11P w as '79.3 :.!7 3 mV for these 
experiments. SSPs remaming alter 'T'UN may represent 
quantal release of transnutter. as these esents are betwecn 
0.5 and 2 mV in amplitude ( Redman 1990), 

The 4-AP-induced SSPs un projectron neurons also w ere 
aholished hy 400 reM 	(Fig. 5: n - 2). Mean SSPs 
frequencies were 0.24 	0,06 1-1/ for the control. 3.1 	0.9 
Hz during 4-AP. and 0,19 0.04 Hz during 	- Cd 
RMP was field near to the alean RMP. which was -75 _71 

2.1 mV for these experiments. A conclusion from these oh-
servations is that most SSPs recorded in these conditinns 
reliect a release of neurotransmitter that is Ca:: * dependent 
and TTX sensitile. e.g.. generale() hy the firing of action 
potentials in either the terminals and/ or the releasing neu-
rons or afferents. This is in ag.reement with studies of 4-AP 
in other hrain arcas ( Doleial and Wecker 1991: Heemskerk 
et al. 1991; Müller and Misgeld !990: Perreault and Avoli 
1989; Segal 1987: Vizi et al. 1977). 

Log(Concentration)-Frequency increase 

10.7 	10.6 	10.5 	104 	10.3 	10-2 

(4-APJ (M) 

no. 2. Concentration•response function for 4-AAP action. Continuous 
line is a iit for C' - 	• (3 Ir( 	.1 J1 Is here: C is the number or 
times the SSPs frequency increased s ith respect to control as a t'une:ion oi 
4-AP concentration: C",„ is the maximum chango in SSPs frequency. 1:11 
is the drug concentration and EC,,, is the concentration for 50',  mamita! 
ellect. Numher ul slices and cells used for each concentration ;Iere: 11 	50 
for control.. r: 	3 for 5 ¡ANL PI = 4 for 10 4,:s1.. n w 14 for 50 451; Pi 	13 for 
100 14M: Pi 	1 for 500 ti51. n -- 2 for 1 mM and a = 1 for 2 mM. Bars are 
mean t SD. 
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FIG. 3. Morpholugy and physiology of a spiny prujeetion neuron of the neustriatum, Leí:: panial reconstruct ton shuss s 
medium•sized soma. spiny secondar.. and tentary dendrnes. and an axon that gots away from the soma and rh oa n 
dendritie arbor. possessing abundan' axon collaterals. 	finos of the projection neuron as the strength of stimulus is 
inereased from .4 lo C. Note that frequency is maintained during the duration oí the Oil lus. resting membrane potentiat 
(RN1P) -.86 mV. Current on top and soitage un honoris of each Trame. Action potentials truncated by the digitizing 
procedure. 

4-.4P-induced synaptic potentials are mediated hy -y-
aminobrayrate and glutanzate 

To know the chemical nature of the 4-AP-induced SSPs, 
known antagonists for East ligandsated excitatory and in-
hibitory synaptic receptors were added to the superfusion. 
First, Fig. 6 shows one experiment illustrating the blocking 
action of 4µM BIC (see: METHODS), a y-aminobutyric acid 
(GABA) antagonist of the type "A" family of receptors 
(GABA,, antagonist ). In a series of such experiments, mean 
SSPs frequency induced by 50 zM 4-AP decreased by: 47 ± 
5.1% (n = 6; range: 28-56%), and mean SSPs frequency 
induced by 100 uM 4-AP decreased by: 49.3 ± 17.671,  (n = 
3; range: 24-74%). Mean RIMP was -83.7 ± 1.1 mV during 
'hese experiments. This frequency reduction of the 4-AP-
induced SSPs by BIC, was interpreted as if M'out one half of 
the SSPs were mediated by GABA. 

GABA-mediated synapses within the neostriatum are in-
trinsic either froin a type of interneuron ( Kita et al. 1990) 
or from connections between projection spiny neurons 
themselves (Groves 1983: Wilson 1990). As previously re; 
ported (Kita et al. 1985a; Nisenbaum et al. 1994 }, the BIC-
sensitive synaptic potentials were depolarizing ( Figs. 1 and 
4-8). The reason for this is that the reversal potencial for 
the GABAergic synaptic potentials is more positive than 
the RMP in 'hese rens (e.g., Jiang and North 1991: Kita et  

al. 1985b; Misgeld and Dietzel 1989: Seabrook el al. 1991), 
4-AP-induced GABAergic SSPs are also positive in other 
brain neurons (e.g., Aram et al. 1991). 

On the other hand. experiments as shown in Fig. 6 also 
established that most of the BIC-resistant SSPs could be 
blocked by a combination uf tl-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-ismazolepropionic acid ( AM PA ) and .V-rnethyl-
D-aspartate ( NMDA ) antagonists. i.e., the known gluta-
mate (GLU) antagonists. In fact. CNQX ( 5-10 1tv1) plus 
D-APV ( 30-100 11M. I set murtioDs) blocked a remaining 
55 ± 2.1% of the 4-AP-induced SSPs in live quantified ex-
periments. Another conclusion is that another main compo-
nen' of the synaptic activity induced by 4-AP is GLU-me-
diated (Cherubini et al. 19881. Thus the transmitters 
GABA and GLU each contribute to about hall of the total 
synaptic activity in 'hese conditions I cf. in Seabrook et al, 
1991). Nlost GLU-mediated synaptic transmission within 
the neostriatum is extrinsic and most comes from the cere-
bral cortex (Gerfen 1992: Mori et al. 1994: Wilson 1990). 
Thesc experiments Chen show that some GLU extrinsic af-
ferents, cut from 'heir somata. are able to release transmit-
ter dependent on Na and Ca' entry ( Figs. 4 and 51. In 
fact. they were able to do so in all cases. for 	h during 
micromolar concentrations of 4-AP (n = 87 ). Some cvi-
dence for the presence of a glutamatcrgic interneuron have 
been recently reponed ( Nlori et al. 19941. As we have not 
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analyzed glutamatergic spontaneous events separateiy. ;le 
do not know how much of the recorded glutamatergic activ-
ity comes from the putative interneurons. In some cases. 
remaining SSPs atter hoth GLU and CARA blockers were 
foyer than those in the control conditions. i.e.. before 4-AP. 

same other cases. however. SSPs frequency remained 
aboye the control frequency during both blockers. In I ti 
experiments using saturating concentrations of blockers in 
the presence of 4-AP ( 10 1.4M CNQX, 100 oNI n-APV. and 
5 i.¿M B1C ) SSI's irequency remained at b ± 3.5'1 ahoye the 
control frequency. i.e.. aboye the value belbre 4-AP was 
introduced. Thus other East ligand-gated synaptic responses 
cannot be discarded. However. they are negligible in most 
cases. 

Figure 7 shows one esperiment that illustrates what hap-
pened when the order of antagonists was reversed. That is. 
when CNQX and n-APV were given hefore BIC. Nlost of 
the 4-AP-induced SSPs were blocked in all cells temed ( n 
24 ). In about one halfof the recorded neurons ( I 1/24). no 
synaptic activity remained, Thus antagonism of estrinsic 
escitatory inputs hlocked hoth GLU- and GAI3A-mediated 
synaptic transmission in MI neurons. This is interpreted as 
rellecting the known fact that activation of excitatory in-
puts is necessaty to activate the projection neurons ( Wilson 
1992). Most of the 4-A P-induced GABA-mediated trans-
mission would depend opon reciproca! con nections be- 

TIME (min) 

no. 4. Tetrodotoxin (11-NI hiod;e11 most SSPs indueed 1w 4-AP..1: 
sample records uf memhrane potencial before (Control'. dunng 100 4M 
4-AP (4-AP), and during 4-AP plus 1 14N1 TTX (4-AP and TUX ). H: time 
euurse of 4-AP iunion shossing the blockade uf 4-AP-induced SSPs 
Trx. RMP = -80 mV. 
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FIG. 5. Ntost SSPs induced by 4-AP vanish during Cd2 * adminigra• 
non. 	sample monis of membrane potencial More 1Control). during 
4-AP ( 4-AP 1. and during 400 ght 	2 ` plus 4-AP t 4-AP + Cadmiuml. 8: 
time course of 4-AP ainion and Cd2 * hlockade of 4-AP-induced SSPs. 
R111) 	72 mV. 

tween projection neurons. In fact, they compose the great 
majority of neurons within the nucleus (--95. ), and all 
recordings of 4-AP-induced SSPs in this work were ob-
tained from these neurons ( Fig, 3). The mean RMP for 
these series of experiments was —84.6 r_ 1.0 mV. 

Nevertheless. Fig. 8 shows that in about one half of the 
neurons (13/24), some synaptic activity remained atter 
CNQX plus A PV. This synaptic actisity was apparent atter 
most other synaptic activity was blocked. It was distin-
guished by characteristic trains of synaptic potentials.. 
These trains suddenly arised atter severa! milliseeonds of 
electrical silente (Fig. 8:1). They could be sten as peaks 
arising from an almost O baseline. as in Fig. 811, during 
GLU-antagonists superfusion. Many of these synaptic po-
tentials trains were of high amplitude as shown in Fig. 9, at 
different sweep speeds. In Fig. 9.1. at a slow sweep speed. 
the events are seen as regularly spaccd peaks, In Fig. 913. a 
faster sweep speed shows a more detailed account of the 
events. Note that one to three peaks were present in each 
even t. In some experiments, trains ofup to five to six synap-
tic potentials were seen. 

Continuous chart record on Fig. 10 shows the blockade 
oí these events by 13IC ( 5 orst 1. Note a gradual decay in 
arnplitude without an apparent decay in frequency, imply-
ing a postsynaptic efrect ( n -- 4 ), A nicotinic antagonist. 
mecarnylamine ( 	), did not block thesc events (n 
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2). Therefore it is likely that the neuron that generates such 
events is a GABAergic neuron. 

As no GABAergic afferents are described as important lo 
the neostriatum ( Albin et al. 1990; Gerfen 1992: Wilson 
1990), the source of these SSPs trains would be an intrinsic 
neuron see DiscussioN). 

An aspiny GABAergic interneuron that is panalburnin 
immunoreactive has been described in the neostriatum 
( Kita et al. 1990). Wc may have recorded from one of these 
neurons as shown in Fig. 11 Parcial reconstruction atter 
recording shows a medium sized aspiny cell with pral-uso 
locally arborizing axon collaterals ( Fig, 11.10; cf. Fig. 3).. 
Its response during rectangular current pulses was in bursts 
(Fig. 11, right; cf. Fig. 3). Burst frequency depended on the 
degree of depolarization and not appeared to he caused by 
low-threshold spikes. as it is the case with another ty pe of 
striatal interneuron ( Kawaguchi 1993). Passi parameters 
for the putative interneuron were input resistance. "8 N112; 
membrane time constant, 9.8 ms: electroionic length ( L ). 
1.1; and RMP, -79 mV. Using the whole cell technique in 
younger animals. Kawaguchi ( 1993) has recorded from 
some interneurons rnorphologically and physiologically 
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RO. 1 Action of y-aminobutyric (GARAI and glutamate antagonists. 
A: sample records of membrane potencial before (Control), during 4-AP 
I 4-AP), during 441 bicuculline plus 4-AP14-AP + BIC), and during 10 
KM 6-cyano-7-nitroquinexatine-2,3-dione (CNQX I, 100 »NI 1)-2-mit:no-
5-phosphonos aleric acid (D-APV) plus 4-.AP and BIC (4-AP CNQX 
D-APV + B1C). Same drug concentrations are used in other illustrated 
experiments. B: time course of blocking actions. Addition of the GABA,„ 
antagonist, BIC, blocks about one halfof the 4-A P-induced SSPs. Posterior 
addition ofglutamate antagonists btocks the remaining SSPs. Note chal, in 
this case, aimost no synaptic potentials are lett after saturating concentra-
tions of antagonists. RMP —80 mV. 

A 

CNOX(100M) 
2•APVtIO0uM) 	ale (411M) 

4-AP I 10014M1 	  

%/ I  9 

	

t 	(;, 
4 ,0 I 

O üggli 

0 	10 	20 	30 	40 	50 

TIME (minl 

Fui. 7. Addiuon of glutamate »calmáis M'ore the GAB A antalio-
ntsts titnualty hlocks all SSPs. .1: sample record% of membranc pmcntial 
belitre (Control ). during 4-AP, and during CNQX plus APV plus 4-AP. 
Posterior addition of bicuculline had no etfect. a: time course oiblocking 
actions. RNIP 	mV. 

similar to this one, They were GABAergic and parvalbumin 
immunoreacti ve. in our case, immunoreaction against so- 
matostatin was negative ( see MET 	Thus we think 
that this interneuron is a gond candidate for generating the 
bursts of GABAergic SSPs depicted in Figs. 8-10 (see DIS-
cussioN). The present records show that these interneur-
ons are viable in the adult dice preparation. However, the 
probability to record one of these neurons using sharp clec-
trodes and blind recordings is toa iow. They constitute —1-
3% of the neuronal population ( Kita et al. 1990 ). 

If the projection neurons were not likely to be the origin 
of the GABAergic synaptic bursts, it would be reasonable te 
hypothesize that 4-AP may activate the GABAergic burst-
ing interneuron directly. 

4-AP induces an increase in the frequency of nonstimu-
lated synaptic events ( i.e., spontaneous) in several cerebral 
nuclei including the neostriatum (}Cita et al. 1985a; Müller 
and Misgeld 1990, 1991; Nisenbaum et al. 1994; Perreauit 
and A voli 1989. 1992; Segal 1987 ). In this work, we present 
a concentration-response plot of this phenomenon. This 
work also confirmed that 4-AP-induced neurotransmitter 
release is a TTX-sensitive and Ca:'-dependent process 
(Doiezal and Wecker 1991; Heemskerk et al. 1991: Müller 
and Misgeld 1990: Perreauit and .Avoii 1989: Sega] 1987: 

B 
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vjoiis in sir() work in that most acth its 	GAtiAergic pro-
jection neurons needs an extrinsic excitatory drive to 
functional ( s., \V ilson 1992), 
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MG. A. Addition of g,lutamate antagonists before the GALIA amago-
nists discioses tepetitise trains or SSPs in about one hall of the neurons..1: 
SSPs before (Control ). dunng 4-AP. dunng CNQX plus APV plus 4.AP. 
and cluring addition of 111C in Me continuous presence of ihe °Met drugs. 
B: time course of blocking actions. In contrast lo cell in Fig. 5. some 
synaptic activity remained dunng glutamine antagonists: bigthamplitude. 
high.frequency trains oí SSPs were recorded in some traces. RIP 
mV. 

Vizi et al. 1977). With the help oí specific antagonists. the 
transmitter release was shown to be mediated by glutama-
tergic and GABAergic terminals, Reports ofeither intrinsic 
glutamatergic neurons or extrinsic GABAergic inputs are 
scaree (e.g.. Mori et al. 1994 ). In any case, the autput of a 
glutamatergic interneuron. for example, would not explain 
most of the glutamatergic activity present during 4-AP ( see 
Mori et al. 1994 ). Different components of the glutamater-
gic activity were not evident by just looking at the records. 
and most glutamatergic activity was discrete and of low 
amplitude. Therefore the most parsimonious interpretation 
of the present observations is that most glutamatergic syn-
aptic activity was originated from terminals of extrinsic af-
ferents and most GABAergic activity was originated from 
terminals of the intrinsic circuitry. It has been demon-
strated that 4-AP directly activates special classes of GA-
BAergic interneurons in the hippocampal formation 
( Ntüller and Nlisgeld 1991; Perreault and Avoli 1992: Sega! 
1987), The present observations also give evidence that 
support that this also may be the case in the neostriattn. 
The involved interneuron rnight selectively innen•ate 
some. but not all. spiny projection neurons (Kira et al. 
1990). Last. the present experiments correlate with pre- 

4-.11)actpin 

It has 'leen argued that 4-AP facilitates transmitter re-
lease hs hlocking potassium contlimanees at or near the 
nerve terminals. This would increave action potential dura-
tion and CideitIM entry ( see Thesletr 1980 lbr a reviewi. 
Nonetheless, very few potassittin conductances are btockcd 
totally hy microinolar 4-AP. (inc uf there is a slowly Mach-
rating potassítim conductance. which has peen found in 
both pyramidal and neostriatal neurons 1 Nisenbaum et al. 
1994; Storm 1988: Surmeier et al. 1991 Therefore as our 
data shows that synaptic potentials induced hy 4-AP viere 
Ca 	dependcnt. '1-1-  X sensitivo ( Figs. 4 and 5), and with a 
dose-response relationship in the micromolar range ( Fig. 
2), there is no reason to suppo..c othe.r release mechanism 
than the cine statcd by Theslett (19801. Perhaps, the siow1s-
inactivattng polassium current is the conductance in-
volved. 

Syllaptic 	 r/tt 

Mos( East excitatory and inhibitory ligand-gated sy napscs 
in the maminaltan hrain are CiAB.A. and Gl.t.'-mediated 
Zimmermann 19(!3). In nucleus like the hippocampus 

and cortex. both 0113A- and GLU-mediated synapses may 
come from intrinsic connections within the nucleus I Shep-
herd 1990 ). Hossever. in the caudate-putamen. (1105t GA- 
BAergic synapses are intrinsic, hereas glutamatergic syn- 
apses are mostly extrinsic ( Wilson 1990). In making an 
isolated neostriatal slice. excitatory atrerents are cut during 
the process. A question arises about the riability of the tran-
sected aflerents. Field stimulation studies have reponed 
GLU-media ted orthodrotnic responses ( e.g.. Lovinger et al. 
1993) with GAI3A-mediated responses intermingled with 
them Jiang and North 1991: Kita et al. 1985h: Seabrook et 
al. 1991 ). Ilowever. in previous studies. the contrihution 
from cut cortica" alrerents is not deur hecause the canica-
striatal pathway was maintained purposefully. In the pres-
ent experiments, the corticostriatal pathw ay was purpose-
fully cut. The results show that, in sone ol'cutting all striatal 
relations with othcr nuclei ( see METHODS). GLU-mediated 
activity compuse about haif of the 4-AP-induced SSPs t Fig. 
(Y). Niost of ibis activity. as most GABAergic activity. was 
oí low amplitude and stochastic. Thus a number of tran-
sected excitatory afferents appear tú remain viable for 
hours. Evidently, they are able to have sodium mediated 
currents and release glutarnate in an stochastie and Ca:- -
dependent manner under the action of 4-AP ( Figs. 4 and 
51. Another finding teas that. in our recording conditions. 
the main transmitter release(' directly by 4-AP mas gluta-
mate. 

Note that the Eeso reponed for 4-AP action 1120 4M: 
Fig. ,1 is an overestimation. This is so hecause 4-AP action 
was quantified globally: without separating the components 
of the synaptic activity. Also, distinet types oí 4-A P-sensi-
tire channels. in dilrerent classes of neuron. may he present 
( Bargas et al. 1989; Nisenbaum et al. 1994: Surmeier et 
1991 ). Diftrent sensitivity for 4-AP action amone the 
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no. 9. Sample records of SSPs trains, 4: chau record of synaptic trains. Note largo amplitude and rhythmic fixing. B: 

same SSPs trains at higher sweep speed. Note, 1-3 synaptic potentials per event. Records in the presence of 4-AP, CNQX. 
and APV. RMP - -85 mV. 

same type of neurons because ofdifferent RMP or different 
proportion of sensitive channels cannot be discarded (Sur-
meier et al. 1991). Thus experiments to quantify ECso  for 
4-AP actions in the separate components of the release are 
needed (see RESULTS). In order to have TTX-sensitive GA-
BAergic inputs in the recorded neuron, some spiny neurons 
have to tire t see below) because of the combined action of 
both 4-AP and released glutamate. It is hard to calculate 
how many spiny neurons make synapse on a neighboring 
cell. Some of them should depolarize enough afler micro-
molar 4-AP to produce synaptic potentials in the recorded 
neuron. However, there might not be many at micromolar 
4-AP. On the one hand, because it was not frequent to have 
spontaneous fixing in the recorded neurons (see RESULTS). 
On the other hand, because synaptic potentials appeared 

CONTROL LIIIMY~inLilltilwa~ 

MIN *~MILIU ML~~0 

4 MIN 4rialialkU ki•LI.44ditsteti 

4 MIN msori444.114M4tabiáágilabi4014i1.44~4ffiria 13 reV 

2t 

no. 10. Sequential hiockade of SSPs trains by B1C. Note that number 
and thythrnictly of trains is not altered alter B1C introducuon, however, 
the amplitude decreases as a function of time. Records done in the pres. 
eme of 	CNQX, and APV. Sir was intmluced Between first and 
second traces. Itts1P = -83 mV. 

separate, easy to count, and both their frequency and am-
plitude were not very high. According to voltage measures 
of quanta! events ( Redman 1990), they may come from a 
few number of boutons. Nevertheless, statistical analysis of 
these events, under differcnt conditions and 4-AP concen-
trations, is needed to tind out the actual mechanism of 4-
AP-induced release. 

Components of 4-4P-indueed release 

The present experiments show that most 4-AP-induced 
synaptic activity, GASA and GLU mediated. was blocked 
by GLU antagonists (CNQX and D-APV) in all tested neu-
rons (Fig. 7). Thus most of the 4-AP-induced GABAergic 
synaptic activity needed a glutamatergic activation to be 
present. This is interpreted as an in vitro correlation of 
some in vivo experiments. Recordings in vivo have demon-
strated that most neurons in the neostriatum, i.e., spiny 
projection neurons, are usually silent and have a rather neg-
ative resting potential. They synapse with each other due to 
reciprocal connections. They do not tire until a cortes corn-
mand actives ( Fulton 1949; Wilson 1992 ). Suppressing the 
excitatory drive would suppress the activity from these GA-

BAergic projection neurons, which correspond to —.95% of 
all the intrinsic neurons. Hence, the most parsímonious 
interpretation for the blockade of most GABAergie synap-
tic activity in the present conditions is that it comes from 
the spiny projection neurons. 

Nevertheless, in one haif of the recorded neurons a GA-
BAergic input remained active during CNQX and D-APV 
(Figs. 8-10 ). lt had particular characteristics. It consisted 
of high-amplitude bursts of synaptic potentials (Fig, 9). 
Bursts of up to five to six synaptic potentials could be seen 
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J. 	Ntorphology and phystolegy «fan aspiny hursting interneuron. 	panul reconstruction of the aspo» Enter- 
neuron. Note that axon eallaterals spread khan,. RIght:firint; of the interneuron as the strelyth oistimulusts inereased from 
.4 to C. Current on top. soltase on hottom In each frame. Action potentiats truneated hy the digitízing proeedure. RNIP 
—79 mV. 

in some cases. They arised rhythmically, interspersed with 
periods ofalmost null synaptic activity. Thus a query ahout 
the source of these synaptic bursts anises. There are two 
reponed intrinsic GABAergic neurons in the neostriatum; 
the spiny projection neuron and the aspiny interneuron 
( Kita et al. 1990: Wilson 1990). The most abundant GA-
BAergic neuron in the neostriatum is the spiny projection 
neuron. However, projection neurons do not tire unless 
stimulated and excitatory inputs were being blocked in the 
present conditions: spontaneous firing was never recorded 
in spiny projection neurons when using micromolar 4-AP 
concentrations and CNQX and D-APV. In fact. 4-AP-in-
duced depolarization was —5 mV in spiny cells ( Nisen-
baum et al. 1994 ); most GABAergic synaptic potentíais 
( —50% of all the synaptic activity) were blocked after 
CNQX and D-APV and Chis correlates with the fact that 
projection neurons are the most abundant (see aboye); and 
the present results are similar to those in the hippocampal 
formation and the neoconex ín which GLU-antagonists 
block most 4-AP-induccd excitatory and inhibitory syn-
apses but space synaptic potentiais coming from some 
classes of GABAergic interneurons (Aram et al. 1991: 
Miiller and Misgeid 1991: Otis and Mody 1992: Perreault 
and Avoli 1992). Taken together, these observations make 
unlikely that the source of the synaptic bursts were the 
spiny projection neurons. On the other hand. a question 
anises about the possibility of interneurons being the source 
of the synaptic bursts. 

Figure 11 shows the morphology and firing pattern of 
one aspiny interneuron. These reeords show that interneu- 

rons are viable in the adult slice preparation. it is for proba-
bility reasons ( they are 1-3% of the population) ( Kita et al. 
1990) that more records of them are not available (e.g., 
Mori et al. 1994 ). lt is hard to record from them using Sharp 
electrodes and blind approximations loto the slíce ( P < 
0.05 ). Elowever, severa' arguments make interneurons 
good candidates to he the source of the synaptic bursts re-
corded after CNQX and APV. 1) Recordings ver/ similar 
to the enes shown in Fig. 11 have been shown by Kawagu-
chi ( 1993) using the "thin slice" technique in young ani» 
mals. His "fast-spiking" interneurons correspond dosely to 
the one it is reponed here. Those cells were parvalbumin 
and glutamic acid decarboxilase (GAD) immunoreactive. 
That is, they were GABAergic interneurons, Important to 
emphasize here is that these interneurons may tire in rhyth-
mic bursts separated by silent periods. Thus they can be the 
source of the synaptic bursts presented here. 2) Morphologi-
cally, the interneuron depicted in Fig. 11 liad aspiny den-
drites and abundant locally distributed asno collaterals like 
those immunoreactive for GAD (see Kawaguchi 1993: Kita 
et al. 1990). in the present case. a test for somatostatin 
immunoreactivity ( the other type of medium sized aspiny 
interneuron in the neostriatum) was negative (see sturti-
oDs). 3 ) These interneurons 1-3% of the poptilation ) do 
not innervate all spiny neurons ( 95% o1' the population 
equally ( Kita et al. 19901. This correlates with the fact that 
only half of the recorded spiny neurons exbibited synaptic 
bursts. 4) Boutons from interneurons tend to be sten on the 
soma and proximal dendrites of some spiny projection neu-
rons Kita et al. 1990). That is. electrotonically near the 
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recording site. This correlates with the high amplitudes of 
.synaptic potentials within the synaptic hursts. 

Therefore by taking these observations together, it is rea-
sonably to hypothesize that the bursts ofGABAergic synap-
tic potentials recorded un spiny neurons come from this 
type of aspiny bursting interneuron. However. a test of the 
direct action of 4-AP un aspiny GABAcrgic interneurons. 
in the presence of CNQX and D-APV, was not possihle in 
the present experiments. Interestingly, however. the puta-
live glutamatergic interneuron of the neostriaturn. ie.. the 
somatostatin-immunoreaciive neuron according lo Mari et 
al. (1994), also would fire in hursts ( Kawaguchi 19931, and 
its input un spiny cells also would be of high amplitude and 
made of multiple synaptic events. 

An alternative explanation for the present data is that 
several interneurons fire almost synchronously un the same 
spiny neuron ( e.g.. Aram et al. 1991). This is unlikely given 
the difference in the number of neurons belonging lo each 
neuronal population ( see ehove). Still another explanation 
would be that some spiny neurons fire synchronously on 
the recorded spiny neuron. The reason for not favoring this 
hypothesis is that spontaneous firing with low micromolar 
concentrations of 4-AP and saturating concentrations of 
CNQX and D-APV, was never seen on aur sample of spiny 
neurons ( n = 24) even when the holding current was sup-
pressed (see METTIODS). However. it may he that under dif- 
ferent conditions ( highcr [K J„) this could be possible. An-
other explanation is that some spiny neurons tire in hursts 
under the action of micromolar 4-AP. Wc never recorded 
from such hypothetical spiny neurons. However. if this 
were the case. a stereotyped synaptic activity would not be 
expeeted ( i.e.. high-amplitude rhythmic bursts separated by 
periods of silence 1. All other GABAcrgic activity blocked 
in the present experiments (most probahly coming from 
spiny neurons activated by glutamatergic synapses, see 
aboye) did nor conform to this stereotype. However, firing 
activity from the aspiny GABAergie interneuron does 
match what is expected to produce the synaptic bursts. Fi-
nally, 4-AP activates GABAerp,ic interneurons in other 
brain structures ( e.g., Segal 1987). II is not known if, in 
these other nuclei (Aram et al. 1991; Müller and Misgeld 
1991; Otis and Mody 1992: Perreault and Avoli 19921, in-
terneurons activated by 4-AP are paravalbumitt im munore-
active and functionally similar to the one presentid itere. 1f 
that were the case, it would appear that a similar type of 
feed-forward ( Kita et al. 1990) interneuron might be a re-
quirement for the functioning of several brain mierocircuits 
or nets. This appears to be the case with recurrent inter-
neurons ( Shepherd 1990). 

Note that the present results show that micromolar 4-AP 
rarely depolarized the recorded spiny cells positivo enough 
lo induce spontaneous firing (Nisenbaum et al. 1994 ). The 
depolarization was even Iess if CNQX and D-APV were 
applied. However, the interpretation of the results based un 
prcvious antecedents strongly suggests that most GABAer-
gic inputs Info these neurons come from cúter spiny cells 
(see aboye). Thercfore (o have TTX-sensitive GABAcrgic 
activity, we have to postulate that 4-AP depolarization plus 
the depolarization induced by the glutamatergic synaptic 
activity were necessary to reach firing threshold in some 
cells. Neither stimulus alone was able to reach threshold. 

Alternatively. 4-AP may he 	on au] collaterals or 
terminals of the spiny neurons and. :hese would have gima- 
mate receptors. 

Rekiiirrn ttyrh previonv fintline.v 

To explain pathological tindings in humans, as well as 
motor and bella% ioral findings in lesioned animals. fu nc-
tamal ~deis of the Nasal gangha hale come lo require 
ditkrent subsets of spiny projection neuronsle.g.. Albin et 
al. 19901. Differences in peptide content ( 	lizo et al. 
1987; Reine'.  and Nnderson 19901. in axonal arhorizations 
and proicctions ( 	Gerfen 1992: Kawaguchi et al. 19901, 
in receptors content and proponion uf ion conductances 

(Gel-fe:1 1992: Surmeier et al. 19931. and in temporal pat-
ierns of ortbodromie stimulation base been found ( Nisen-
baum and Berger 1992). In this respect. this work gives the 
first physiological evidence ahout a differential innervation 
by GABAergic interneurons. II correlates with previousana-
tomic evidence ( Kita et al. 1990). More experimental work 
is needed lo correlate this with the other tindings. 

By the temporal pattern of orthodromic activation dur-
ing paired-pulse stimulation. neostriatal neurons have been 
divided in two types ( Nisenbaum et al, 1992). Only one of 
them would exhibir short-term inhibition by a second stim-
ulus. The possibilily that the GABAergic interneuron is a 
feed-forward interneuron ( Kita et al. 1990) may explain 
this electrophysiological hehavior: only those neurons in-
nervated by the GABAcrgic interneuron would present 
short term inhibition atter cortical stimulation. 

On the other hand. long-term synaptic depression only 
can be achieved in some cases ( e.g.. Lovinger et al. 1993 ). 
Perhaps innervation from G A BAergie interneurons confers 
the abilily lo develop this form of plasticity. GLU-mediated 
synapses have different capabilities tu develop long-term 
potentiation ( Zalutsky and Nicoll 1990 ). Thus it may be 
that GABA-mediated synapses also are equipped difieren-
tially to develop long-term depression. 

We thank D. Tapia for skillfu1 technieal assisiance withanatomie reeon- 
structions and histology. 

The research was financed partially by DGAPA-UNAM and CONA- 
CyT r Mexicol. 

Address repnnt requests to J. Bargas. 

Receised 10 %larch 1994: aecepted in final form 20 July 1994. 

REFERENCES 

AL8IN, R. 1.... YOUNG. A. B.. %NO PENNE'''. J. B. The funetional anatorny 
of basal ganglia disorders. Dards :Vean I 12: 366-375.1990. 

ARAM, J. A.. MICHELSON, 11. it . AND WONG. R. K. S. Synehrontted GA-
13Aergic IPSPs recorded in the neocortex atter hlockade oí synaptic 
transnussion mediated by.  excitatory arnmoaerds. J Neurophtliol. 65: 
1034-1041.1991. 

BAIWAS, J.. GALARRAGA. E.. .srsno ACEVES, J. Eleetrotonic properties of 
neostriatal neurons are modulated by extracellular potassium. Esp. 
Bram Res. 72.390-398.1988. 

BARGA.S, J.. GALARRAGA. E.. AND ACEVES. J. A:1 early outward condue-
lance ntodulates the firing latency and frequeney of neostnatal neurons 
of 'he rat brain, Evp Rratn Res. 75: 146-156.1989, 

CEPEDA, C.. WALSH. J. P., 11111.1. C. D.. 11ow.  stw. ti. G.. 111;c11wAt.o. 
N. A.. AND 	M. S. Dye-eoupling In the ncostnaturn oí the rat. 1. 
Modulation by doparnme-depleting lestons..V.Irraine4: 229-217,1(r89. 

CHANG, 11. T.. WILSON. C. J.. AND KI rAi. 5. T. 1 Golgi study of rat 
neostriatal neurons light nueroscoinc analytiis. J ['toril; ,Veivrot 243.5 
107-126,1982. 

a 	7: 

1 



25tv 	 I FOR' S.M.11 	 \R<\( 	PINI DA \`-11 	\1«. ;1 /41,  

(ftwk[ 	111- Hvirs- . P I. 	1...1m1,11 y. 1 . 	km) Si kk:/ii)m- 

Excitaron 	no aesds in ...y n.sptic s.:itarion tH 1.11 struid i r ieurorw., lil 
111!4)..1 	 400, 

Dor F.Zykr.. V. AND 	KIK 1 Nlodul.ition 	acetyleholine releas,: '.forn 
rat stnatal stices -  rinerution hebseen 4.am1nop1 ridine and .itrivpine .1 

258. -62 -76r, pot. 
J..C•Nt AnitAtiA. E.. PINEDA, J. e .Asi)11ARG‘s..1 

Sponlaneous s1 naptic potentials rnduced by 4-annitopy ridine 1n riel). 
stnatal 	 1'1:977. 1991. 

FuLroN. J F. Phuti.pizier (1! 1 	,14 ,n,/ro 	r 3rd et1.1. \ev, 
°M'un' L.ativersity Press. 1'149. p. 491 Cited hy 1 111ac.11.(lunilLI, and 
E. Oberg. lo: ny .VoiNtrratiprr (Word: Pergamon Press. 1979, p 217 

GALARRAtiA, E.. BARtivs, J.. MAK 1 	 D., AND A( rvrs..1 Spon- 
laneous sy liarme potentials in di5painine-ilenery ated ne( ignaid i rwu. 
rons, Nvurowi I..t.ti (l: 351-355, 1987. 

GALAnn.At.;:s. 	!JARCIAS. J.. SILRRA.A.. AND 	J, .1 he mie oí ial- 
eium in the repense tinng uf neostriatai neurons. LA/1 lirarri R,.. 
157-168.1989, 

GERFEN, C. R. [he neostrialal mosarc: multiple lel els oí compart mental 
organization. Trend+ .Verrn , Net 15: 133-.139. 1992. 

GRAYBIEL. 	NI, Neurotransmitters :un! neuromodulators in the Nasal 
ganglia. Pentiv .A'eutinci. 13: 2.44-254. 1990. 

GRoves. P. 51. A theory of the runcho:tal organization of the IleUstrinan 
and the neostriatal control uf loluntary inoventent. Brin!!! Rt's Rel 5: 
109-132.1983. 

HEENISKERK, F. NI. J.. ScititAsIA. 	 W E. J. NI,. Ur CIMA k ,̀1, 
P. N. E.. l_nrEs DA S'USA. F. i t...sm)GISPEN. W. H. Presynapt re mecha-
nism of al:non of 4.arninops mime: changes in intrucellular 'roe Ca z ' 
concentration and its relationship to 8.5(1 (GA P•43 phosphory 'anon. 
J. Netjrrnhelli 56: 1827-1835. 1991. 

HostikykA. A. AND A RIbitiERDN(J. W. E. A Y ersattle nietos  meansufintracellular 
laheling: in:cc:don of hioestin and its deteetion with as din eomugates. 
J. á'euroscr. ,Ittürlids 25: 1-11. 1988. 

litiLL. C. D.. 13ERNARD1, CE. AND 	11.1. N. N. Intracellular re• 
sponses of eaudate neurons lo hrain siern stimulation. Brun!! Rt'S 22: 
163-179. 1970, 

lizo, P. N.. Cin.vairEi . A. NI.. AND BOLAS!. J. P. Characterirm ion uf sub. 
stance P• and1inet ;enkeplialin-untntinoreactis e neurons in the euudate 
nucleus uf thek:at and forret hy a single section Gulgi procedure..Viqini-
seience 20: 557-587. 1987, 

JiANG. Z.•.t.L ANO NoRTIi. R. A, Nlembrane properties and synaptic re• 
sponses of rat striatal neorones in vitro, J. Phy.stol. Coral. 443: 533-553. 
1991, 

KAwAGUcHI, T. Phy siologreal. rriorphological. and histocliemical eharac• 
teritation uf !bree classes of intcrneurons in rai net:sin:num. J Neuro• 
sci. 1314908-4923.1993, 

KAWIGLICHI. V.. 5%'11.50N, C. J,. AND Estsr.:N, P. C. Projection subis pes oí 
rat neostriatal maitu edil res ealed hs intraeellular injection ofbioestin. 
J. Neurosci, 10: 3421-3438, 1990. 

KITA, T., KITA. II.. AND KITAL S. T. Elleets of 4-aminopyridine 14-AP un 
rat neostriatal neurons in an in vitro slice preparation, Bram Res. 361: 
10-18. 1985a. 

KITA. T.. KITA. 11.. AND KITAI, S. T. Local stimulation induced GABNer. 
gic response in rat stnatal sliee preparations: intracellular recordings on 
QX•314 injeeted neurons. 1.1rain kes 360: 304-310. 1985b, 

KITA, 

	

	KOSAKA, T.. ANDIfErzmANN, C.11', Par alburnin-imm unoreae• 
neurons in the rat neostnatum: a light and electro!: microseopie 

study. Bram RtT 536: 1-15.1990. 
LOYINGER, D. NI., TslEit, E.. AND NIERItill. A. Short- and long.terrn 

synapricdepression in rat neostriatum. J. .Veurophrstol, 70: 1937-1949, 
1993. 

bdcBAIN. C. AND DiNGLEDINF.. R. Dual-componen[ miniature excitarors 
synaptie current!, in rat hippocampal C A, pyrarnidal neurons, J .1-euro. 
plosiol. 68: 16-27.1992. 

IIIISCELD, U. AND DIE-riEL. I. S5naptie potentials ir: the rat neostriatum in 
dissociated enthryonic eell eulture. Brain Res. 491 149-157. 1989.  

NIOR1, A.. TAKAHASHE. T.. 	 y., AND KASA1. It. Ttvo distinct 
glulamaiergic synaptie inputs lo striatal medium spin y neurones of neo-
natal rats and puired pulse depression. J Pktmoi. !unid. 476: '1 7-228. 
1994, 

111 t.r (14 	51 /4 ' 	1Ni.> 	 1 	II/1111,)l,  'T ., 	 n'ano 'vis 
111 guinea pig 	 .! 	 . r. i yUO 

\li l i f r7 . 	N11srii1:). I 	Pit.roro.,in Ano 4,moi.Ty.ruline-iriduLed 
.1111•.11:. II) hilar ny ur-ns 	no:lea-Pi! 
Oil 4.1 1 	141-1 4' 
isrNii-ki .1,1. S. s 	1011(,i.n • C ‘1 	I 	 1115Ilnti Nuhpopula,- 

110115 .11 5triala1 r.e1.)11,..5 are • Iliferenfialk leguiated 	gatmergil.. and 
(loparnineigit 111111.1h I I_ 	 31E11..111 	Velo, • r 149h 	4,'• 	561-7 
1991.  

\1 . 	. stip 	1' .1 	Isntribuntin 01 a Nlimk 

iriainl aring 	 ,'urrent 13 the transitoun IU nrinw ili nensfriatal 
spray proteetilln neuvms. 	.‘en4),1/1.0 s •1 7 1 . 	/ -4-i 189. 1994 

i )41s. 	 N1( JOY 1. Ddkre nlial adauf fon 01 C.-USA, and GAIIA I, 
receptor', hl 5poritane,u5,1.:  rsleased tr,irssmirier 	 if ) 7 
217.. ,11 .  1992, 

PERRI. 511 T. P. -s%r) A vort. Al Ltleds 	1,15 Lorwentrati...ns uf 4-anzino- 
pyruline un A py ramidal cells or the nippireampus. J 
61: 953-9711, 1910/ 

PratRIA1:1,T, 	AND 	11.1. \I 4-as1int4r 	 epilepliforrn 
lis II!: iln4.1 a i..18-1•Inediated long-List:ny aefuliaritazil 	:rs the no 

i 04-1 15. 1992 

PltirDA. 3. 	(i.s1 sHfi.O;k, E.. iiAftu, NS. 1 . 	 10-). sl.. AND 

AcLAEs. J ( hap.I114,111‘in and .rparno: sensd.5115 01. 1he ial,oum-depen-

deni repolarbratn-in and [he afterh5pelpoiar,tation in nethtnatal neu• 
14)115 	.W10'011111 	 28"?-294. 1991 

RuustAN. S. Quantal analysis oisynapric potentrals in neurons ol Ihe Cen- 
tral nen vals 	%Ion). !'1!i 4) 	R4.t. 711: 165 -1951. 

AND A,'.•13r Htic.N. K. 1) ['he 	uf r:urotransmitter and 
neuropeptide eo-.)ccurrence arnong striaral protection neurons JonCIU• 
sinn5 hased un rec:ent FIndings. liratir Res Rev 15: :15 I -265.1990 

ihri,L8r. 	NIiiTs. R.. 5:%14 Korrr,i, 11 Charact‘ristics..4 mmiature minhi• 
ton postsy naptic current; in CA, Mramulai neurones ()ira: Inprovarn• 
pus, J P61 /01 	4:S. "07-72.1 10914. 

SEAHRoOK. G. R.. IlloYssoN, W • AND I. o r.Y. M. G. Suhpopulations írl 

GAB.A.rnediated synarme potentials in siices4or no dorsal stnaturn are 
diderenualls modularen hy presy naptre GABA H  receprors Bram Re, 
562: 332-334,1991 

SLGA1.. NI. Itepetnise ir1hnh1fnr) posts,;napftr frotentials e51)ked h.. 4-
arninop5rniine in hippoeampal neurons in s aro. iir(1111 1?1», 414: 2 75-
293. 1987. 

SituritEntl. 	M. 7 /o.' 	Orom:arton or' Thv tira in Ntn% York 
0,41Ord Unts-ersny Press. 1990. 

Storod. 1. F. Temporal Integra:ion hs a sky111s inactiYatink; K -• current in 
hippocampal neurons. .‘aurre 1.,,ord 336 31r,).-381,19, 

SURN4E.IER, 	SIEFANL A.. FOEIIRING. R. C.. AND KIT si. s. r. Des elop. 
mental regulation 0f a slossIs inaetisanng potassium conductance in rat 
neOtilrialal netirons„Vvirrosci Len, 103:  331_337. 1991. 

SURNIE1F.11. 	J.. REINER. 	LEVINE. M. S.. AND ARIhNo. M. A. Are 
neostriatal doparnine reeeptors co-localited'.> Trend.: ,Vebirosii. 16: 299-
305. 1993, 

TliESI.EIT, S. Aminomridines and synaprie transmission..Verrrosdeol - c 5 :  
1413-1419. 1980. 

Vizi, E. S.. viN 	J.. kNI)FOLDLS. F. F. The etrect of 4-aminops. ndrne 
un acetyleholine release. J .Veural rrim. 41: 265-274. 197". 

WILION. C. J. The hasal ganglia. In: 	 0n:cm:aro-in 04 lile 
Rrain. edited hy G. M. Shepherd. New Yurk: Oxford Unrsersity Press. 
1990. p. 270-316. 

C. 1. Dendritie morphulogy, irissard recline:anon and the fune-
tional properties 01' neestriatal neurons. In; Sinele .VetroPpt Comptaation. 
edited hy r. NleKenna. J. Dalles, and S, F. Zornetier. Boston: Aca• 
dernh: Press. 1992. p. 141-171. 

Wit-sos, C. J. Am.) tinrivEs. P. NI, Sponitaneous firing pattcrns of ident.• 

	

tied spur!, neurons in the rat neostriaturn. J 	+'o!!! .Veurf ,/ 194: 599- 
(115.1985. 

ZALLISKN'. R..'1. AND Nicr-.9.1... R. A. Comparison of tss o forms of long. 
tern: potentiation in single hippoeampal neurons. 
248: 1619-1624.1990. 

ZisisiEnstANN. II. St:/lirfrirr• Transprrissrmr. Ness l'ork. G. T. Verlag ar.d 
Oxford L'nis . Press. 1993. 



57 

4A. SECCIÓN 

"Dopatnine selects glutarnatergic inputs to 
neostriatal neurons" 

Jorge Flores-Hernández, Elvira Galarraga and José largas 
Enviado en manuscrito para publicación en la revista J. Neurophysiology 

Agosto, 1994 

En este trabajo mostramos: 
1.- El análisis de las amplitudes de los potenciales sinápticos inducidos por la 4-AP en presencia de 

bicuculina (bloqueo de la actividad GABAérgica) y de Quinpirole ( un agonista a los 

receptores de dopaminna tipo D2). 

2.- El efecto de la activación de receptores a dopamina tipo 1)2 sobre la frecuencia de aparición de 

potenciales sinápticos inducidos por la 4-AP. 

3.- La demostración que el efecto de quinpirole (agonista dopaminérgico tipo D2) no modifica las 

propiedades pasivas dendriticas y somáticas de las neuronas estudiadas 

4.- El efecto modulador de quinpirole (dopamina D2) ocurre en un 30 % de las neuronas 

estudiadas. 

5.- Mostramos que la actividad sinóptica inducida por 4-AP y modulada por dopamina es de tipo 

cuántico. 

6.- Finalmente, mostramos que la modulación presináptica dopaminérgica tiene un efecto selectivo 

de las entradas glutamatérgicas a las neuronas estudiadas. 
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SUMMARY AND CONCLUS1ONS 

1. Synaptic potentials induced by micromolar c.•,oncentrations of 4-amincpyridine 

(4-AP) were recorded intraceltuf ar1y from rat neostriatal neurons in an tn vitro slice 

preparation. Synaptic potentials induced by 4-AP were completely blocked by a 

combination cf 10 41 bicuculline (BiC) and 10 4LM 6-cyano-7 -nitroquinoxaline-

2.3-dione (CNQX) plus 100 41 D-2-amino-5-chosphonovaleric acid (2-APV). If BIC 

was added alone to the superfusicn any about 	of the synaptic potentials are 

blocked. The remaining synaptic pctentials are then giutarnaterglc. 

2. Synaptic potentials induced by 4-AP appear randomly Amplitude 

histograms of these potentials are skewed to the right with mean amplitudes around 1 

mV: both in the presence or absence of bicuculline. Since input resistance of the 

recorded neurons is around 421141-1. mean amplitude of these synaptic potentials is in 

agreement to quanta! size measurements in mammalian central neurons. This suggests 

that 4-AP induces single afferent fibers to fire in a random and asynchronic manner. 

3. 10 .LM quinpirole. a dopaminergic D2  receptor agonist, reduced the 

frequency of glutamatergic synaptic potentials induced by 4-AP. This doparninergic 

effect was seen in 35% of cases. and was blocked by the D2  receptor antagonist 

sulpiride (101.LM). The effect occurred with no change in the input resistance. the 

membrane potential, or the threshold for action potential in the recorded postsynaptio 

neurons. The mean amplitude of the synaptic potentials atso remained the same. 

These results suggest a presynaptic site of acticn for quínpirole in some but nct al! 

g.,.itaraterg,: affera7ts, 
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4. In a few cetas, synaptic potentials could be sorted by amplitude. In these 

cases, 4-AP may affect oniy the frequency of synaptic potentials of a given amplitude. 

This result supports that. in a single cell, dopamine may affect some afferents and not 

others. Alternatively, it may indicate that dopamine may inhibit some but not ali the 

boutons of a single afferent. 

5. The present experiments show that glutamatergic synaptic transmission in 

the neostriatum can be presynaptically modulated by dopamine in a minority of cases. 

This suggests that, in physiological conditions. dopaminergic presynaptic modulation is 

selective towards a class of afferents. This may control the quality and quantity of 

afferent flow upon neostriatai neurons. 
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INTRODUCTION 

In spite of severas lines of electrophysiological (Garcia-Muñoz et al., 1991. 

Calabresi et al., 1993) and neurochemical evidence (Mitchell and Dogget, 1980; 

Rowlands and Roberts, 1980) supporting the existence of dopaminergic D2  presynaptic 

modulaticn of glutamatergic afferents to the recstriaturn, scme ultrastructural and 

immunohistochemical studies (e.g., Fisher et al.. 1994) have shown that only a small 

fraction of the dopaminergic D:  receptors in the neostriatum are located cn presynaptic 

asymmetric boutons. With the aim of obtaining an estimation of the extent of 

dopaminergic 132  presynaptic modulation in this nucleus, quinpirole was tested on 

glutamatergic afferents excited by 4-aminopyridine (4-AP). 

In the neostriatum (Kita et al., 1985), as in many systems (e g., Thesteff. 1980: 

Segal, 1987; Perreault and Avoli, 1989), 4-AP increases the probability of recording 

spontaneous synaptic potentials (SSPs)(see Methods). Since, at micromolar 

concentrations, the induced synaptic activity can be shown 'to be discreto. random, of 

low frequency, and tetrodotoxin (TTX) and cadmium (Cd2") sensitive (Flores-Hérnández 

et al,, 1994), it can be argued that 4-AP increases transmitter release by causing the 

random and asynchronic firing or depolarization of a few afferent fibers or boutons 

(Tibbs et al., 1989). 

In the neostriatum, the presence of bicuculline isolates the glutamatergic SSPs 

induced by 4-AP (Flores-Hernández et al., 1994). Glutamatergic synaptic potentials in 

this nucleus are the output of cortical and thalamic afferents (see Wilson et al., 1990: 

Grayble! et al.. 1990; A:bin et 	1951. fcr revIews). r•ey ccrtr.we 	 rzf 
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all synaptic boutons in a spiny projection neuron (Kemp and Powell, 1971a) These 

boutons are mainly located on dendritic spine heads (Kemp and Poweli. 1971b; 

Somogyi et al., 1981; Xu et al., 1989). It has been calculated that most glutamatergic 

afferents give one to four boutons to each postsynaptic spiny projection neuron 

(Wilson, 1994). Though in some occasions. large synaptic events may be recorded. 

These events may be produced by either a putative glutamatergic interneuron (Mari et 

al., 1994), a complex and more ramified afferent fiber (Wilson. 1994), or both. If an 

interneuron turns out to be present, it would constitute about 1% of the neuronal 

population (Wilson, 1990) and its synaptic contacts would not be present in all neurons 

(Mon et al., 1994). However, 4-AP as used in this work, affected all recorded neurons. 

In the slice preparation used for the present report, al! external afferents were 

cut from their somas of origin, Since most. if not alI glutamatergic transmission, would 

come from these cut afferents (Wilson. 1990; 1994; Flores-Hernández et al., 1994), any 

modulatory effect upan glutamatergic transmission that occurs with no change in 

postsynaptic excitability might be imputable to a presynaptic action on them. Under 

these conditions, the D2  receptor agonist quinpirale. was able to decrease the 

frequency of SSPs in some, but not all, experiments. This suggests a selective 

presynaptic site of action for quinpirole. A preliminary report of these findings has been 

presented at the Society for Neuroscience (Flores-Hernández et al., 1994). 

METHODS 

Our protocol fc :ows The Ar..erican Fhys!/Icg:cz.z1 Scciety pahcy rerja!-'-.!.rg the :ise and :are cf 

animals (NIH publicatidn No. 86-23, revised 1985) and has been described in prevlous work (e.g., Bargas 
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et at. 1988). Briefly, adult ( > 2 mo) mate or female albino Wistar rats were anesthetized and 

decapitated. Sagittal neostriatat s'ices (400 urn), completelY separated from corlex and other nuclei, 

were recorded totatly submerged at 32-34 °C. Bathing solution was (in mM): 125 NaCI, 3.0 KCI, 1.0 

MgCl, 2,0 CaCl2, 25 NaHCOI  and 11 glucose. The sotution was saturaled with 95% 02  and 5% CO:  (300 

mOsmiL, pH 7.4). intraceilular recordings were carried out with micro-pipettes (Med with either blocytin 

(Sigma, 1.2 %) in 2 M K-acetate or just 3M K-acetate. Electrode d.c. resistances ranged from 80 to 120 

Intracellular recordings were made with a high input impedance etectrometer with an active bridge 

circuil using standard techniques. After recording the resting membrane potencial and input resistance 

(approximately: < -75 mV and 40 !VIII respectively: Gaiarraga et al. 1994), 10 or more min of continuous 

recording without any manipulation were done as a control. Afterwards, 4-AP and different drugs were 

administered with the superfusion. Exchange within the recording chamber was complete in about 2 min. 

Both frequency of synaptic potentials and input resistance were monitored. In some cells, micromotar 

4-AP induced a small (2 - 5 mV) depolarization which was corrected with d.c. current, so that original 

resting membrane potentiai (RMP) was maintained during the duraban of the experiment. Quinpirole 

never changed Ibis potential. Thus, frequency and amplitude of synaptic potentials, as weti as cell input 

resistance, were all recorded at the same membrane potencial. Since no stimutus was detivered, 

synaptic potentials appeared stochastically. In this sense, synaptic potentials were "spontaneous" 

(spontaneous synaptic potentials or SSPs). 4-AP induction of SSPs could be seen as a great increase in 

the probability of recording these events. Records were digitized, stored on VHS tapes, and anaiyzed 

off-line with a digital oscilloscope and a PC-computer. SSPs were counted with the help of a 

home-made window discriminator which first differentiated the SSPs lo detect the fast rete of rise, theri 

produced a TTL pulse for each SSP detected. Thereafter, pulses were counted continuously by means of 

a program kindly provided by Dr. E. Soto (v. 3.86, UAP) or by a program made in the laboratory Inside 

the LabVievv7m  environment. Events about 0.4 mV were among the smaltest recorded. The standard 

deviation of the noise was: 153 t 18 IN (n = 16 experiments; see also: Colman et al,, 1986; Dumas and 

Foster. 1995). "Frequency vs time plcts" were done oy oetaining tt-e fregLency as ei,ents per second 

(51, and then, taking the average of this measurement every minute. The methods were criecked to 



agree, in a sample of experiments, with counts obtained directly from the oscilloscope screen. Amplitude 

histograms were done by measuring SSPs directly from the screen of a digital oscilloscope. The 

measured events were chosen by chance: taped records were replayed in one beam of the oscilloscope 

while the window discriminator signaled the SSPs with TTL pulses that appeáred on the second beam 

(see aboye). The tape was stopped at variable times and the SSPs signaled by TTL pulses were 

measured with cursors. The procedure was repeated several times unid an arbitrary number of events 

(t00 lo 500) was collected, This method seemed enough for the purposes of this work. 

Alter recording, some neurons were injected with biocytin using the method descnbed by 

Horikawa and Armstrong (1988). Slices containing injected neurons were fixed ovemight in 4% 

paraformaldehide, 1% picric acid in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). Thp slices were Chen infiltrated with 

30% sucrose and ut en a vibratome into 60 pm sections. The sections were incubated for 2 to 4 hours in 

a phosphate buffer sotution containing 0.2 Triton-X-100, avidin, and biotinytated harserádish peroxidase 

(ABC-HRP, Vectors ABC kit) for two hours and Chen reacted with diaminobenzidine and hydrogen 

peroxide (H202) to visualize the bound HRP. This enabled resolution of the intracettularly labeted 

processes through trans-itlumination microscopy. 

4-aminopyridine (4-AP) and bicuculline (BIC) (Sigma), 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione 

(CNQX), 00-2-amino-5-phosphonovaleric acid (2-APV), quinpirale (QUIN) and sulpiride (SULP) (RBI), 

were dissolved from stock sotutions into the superfusion 

RESULTS 

Intracellular recordings reveal a low frequency of spontaneous synaptic 

potentials (SSPs; see Methods) in neostriatal neurons (mean ± s.e.m., in this an other 

numerats): 0.16 ± 0.31 TI  (range: 0.02 - 0.33; n 8) (Galarraga et al., 1987; Cepeda et 

al., 1989; Flores-Hernández et al., 1994). Mean amplitude of these synaptic potentials 

is: 0.9 ± 0.03 mV (median: 0.8 mV; n = 7). The smallest SSP measured in control 

conditions was around 0.5 mV (but see Dumas and Foster, 1995), and the largest 
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around 5 mV. In the presence of 100 IIM 4-AP, SSPs frequency increased to: 4.3 t 0.3 

s'i  (range: 1 - 14; n = 8). The increase in the probability of recording SSPs after 4-AP 

• did not chango their mean amplitude, which remained around 0.9 ± 0.04 mV (medían: 

0.81 mV; n = 8) (Fig. 1). The smallest and largest SSPs recordad in these conditions 

were 0.45 mV and 13 mV, respectively. However, it was rare to seo events largor than 

5 mV in any single experiment (e.g., Fig. 1). As shown in Figure 1A, typical amplitude 

histograms were skewed to the right, so that larger events were infrequent and most 

events had amplitudes than 2 m. The range of the histograms was extended, in most 

cases, from around 0.5 to around 2.0 to 5.0 mV (v.g., Figs, 1 A, 8, C and 4 A, B). 

Records in Figs. 1D-F show samples of SSPs taken from those usad to build the 

histograms at left. It is worth noticing that since the input resistance in the same sample 

of neurons was: 42 t 2.4 MCI (n = 34; at a resting potential around -80 mV where the 

SSPs were recorded), Chen, the mean amplitude of synaptic potentials induced by 4-AP 

agrees with unitary amplitude measurements in central neurons (e.g., Redman, 1990; 

Finch et al., 1990; Edwards et al., 1990; McBain and Dingledine, 1992; i.e., 2,. 1 mV / 

40 Mr2 = 25 pA). Although recordings necessarily involve more or less electrotonic 

decay which is a source of variance (Bargas et al., 1988; and discussed in Redman, 

1990; Fínch et al., 1990), the narrow range of amplitudes (roughly: 1 to 5 mV) with 

respect to the mean or main mode (Fig. 1 A-C) suggests that (hoy are produced by a 

few number of active sites. This is supported by previous calculations that expect each 

spiny cell to receive only a few number of boutons from each afferent fiber (Wilson et 

al., 1994). The present measurements els° agree with the view that 4-AP most 
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probably induces the asynchronous firing of individual afferent fibers (e.g., Tibbs et al., 

1989: Flores-Hernández et al., 1994). 

In spite of being a potassium conductance blocker, 1001.LM 4-AP induces a 

decay in the input resistance of neostriatal neurons; from 42 Mr2 (see aboye) to: 33 ± 

2.5 MCI (n=8) (p = 0.012; Student's t test; input resistance is a normally distributed 

variable in these cells; Galarraga et al.. 1994). This effect was hypothesized by 

Nisenbaum et al. (1994) to be caused by an enhancement of ligand gated 

conductances caused by the increase in transmitter release. This effect would occur 

without a great blockade of postsynaptic potassium conductances (Galarraga et al,, 

1994). The present experiments proved this hypothesis, as the sole addition of 

bicuculline (10 .tM) to block the GABAergic SSPs (Flores-Hernández et al, 1994), 

increased back the input resistance to: 42 ± 4.9 Mn (n = 6). Thus, the 4-AP 

concentration chosen altows glutamatergic SSPs to be compared at similar membrane 

potential and input resistance in control and test recordings (cf., Figs. 1 A, 1 B and 1C). 

Figure 2 illustrates the increase in SSPs frequency induced by 100 1.1M 4-AP. 

101,IM bicuculline blocks part of the SSPs induced by 4-AP. 1011M CNQX plus 1C0 

ttM 2-APV block what is left by bicuculline (Fig. 2B). This suggests that in the presence 

of bicuculline, most SSPs induced by 4-AP are glutamatergic. Mean amplitude of SSPs 

in these conditions was: 1.1 ± 0.03 mV (median: 1.1 mV; n= 8), and the SSPs 

frequency was: 2.6 ± 0.03 s'' (range: 0.3 - 7; n = 8), Thus, in spite of the small change 

in input resistance (see aboye), SSPs amplitudes are very similar with or without 

bicuculline (cf., Figures 1 A and 1 2). Sirca similar res ts as trcse illustrated ,n 
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Figures 1 and 2 were found in alt cells tested, the experimenta suggest that 4-AP 

randomty stimutates a few individual glutamatergic afferent fibers; which have been cut 

from their somata (see Methods and Tibbs et al., 1989; Flores-Hernández et al., 1994). 

Figure 3 shows that 10 Ithil quinpirote may reduce the frequency of 

glutamatergic SSPs induced by 4-AP. This reduction was reversed by sulpiride (10 

44). This suggests that dopaminergic 02  receptor agonists can reduce glutamate 

release form external afferents innervating the neostriatum. In average, this reduction 

was: 38 t 13 % (n = 7; range: 11 to 100 %) of the maximum frequency attained with 

4-AP plus bicuculline. As shown in Figure 4, the abatement in frequency occurred with 

no significant change or reduction in SSPs mean amplitude. In fact, this case shows a 

small non-significant increase in mean amplitude. The effect of quinpirole also occurred 

without changes in mean input resistance, or changes in the membrane potential of the 

postsynaptic cell (Figure 5) (see also: Pacheco-Cano et al., 1995). Also, the threshold 

for the firing of action potentials does not seem to change after quinpirole at these 

concentrations (Fig. 5). In the present sample of neurons, mean input resistance during 

the addition of quinpirote (101.tM) was not significantly different than that obtained in 

the presence of 4-AP plus bicuculline: 43 ± 7 MI/ (n = 4; as tested with the stope of the 

current-voltage retationships at resting potential; see aboye). Figures 3, 4, and 5 are 

from the same experiment and neuron. 

Since transmission was potently affected without any appreciably change in 

postsynaptic excitability, or SSPs mean amplitude, in the same sample of neurons (n= 

6), the present results confirm a presynaptIc site of action for dopamine agcnists 
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(Calabresi et al, 1993). However, when tested at suprathreshold voitage levels, during 

repetitive firing, quinpirole did reduce firing frequency (not shown but see: 

Pacheco-Cano et al., 1995). Nonetheless, this effect occurs at a voltage leve! very 

different than that at which SSPs were recorded to monitor glutamate release. That 

effect may be due to the action of D2  receptor agonists upan voltage-dependent ion 

conductances that participate in shaping the firing pattern (Pacheco-Cano et al., 1995; 

Surrneier and Kitai, 1993). It does not interfere with the interpretation of the present 

results. 
	 r 

• 

Dopaminergic D2  receptor modulation of synaptic potentials induced by 4-AP 

was not present in all neurons recorded. An example of a negative result is shown in 

Figure 6. Modulation was present in 7 out of 20 (35%) cells tested with the present 

protocol. Thus, most recorded SSPs, in the same neuronal population, did not respond 

to quinpirole. Nevertheless, in all cases quinpirole was without effect on input 

resistance (as tested in most cases with small hyperpolarizing pulses), membrane 

potential, or action potential threshold. Since the results presented aboye suggest that 

4-AP randomly stimulates single afferent fibers (Tibbs et al., 1989; Flores-Hernández et 

al., 1994), the present experimenta suggest that not al! afferents excited by 4-AP have 

dopaminergic presynaptic receptora. 	 • 

In two cases the presence of bicuculline (10µM) made possible to record a 

neuron in which SSPs congregate around different mean amplitudes (Fig. 7). That is, 

the amplitude histogram exhibited two separated peaks with no intermediate 

amplitudes, One case is illustrated in Egure 7 C in which the main mode has a mean of 
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0.78 mV (vertical arrow). The other peak is around 4 mV (Fig 7 C. tilted arrow) Aligned 

samples of SSPs taken from each peak are shown in Figures 7 A and 7B. In one case. 

SSPs seemed to come in discreta amplitudes from 0.45 ta 1.3 mV (Fig. 7 A). In the 

other case amplitudes of 2 and 4 mV were common (Fig. 713). Larger SSPs had a 

much lower frequency of occurrence as comparad to smaller SSPs. These two cases 

departed from the most common amplitude histograma, depicted in Figures 1 B and 4 

A; which normally exhibited caunts scattered all over the amplitude range. 

In view of the peculiar amplitude distribution shown an Figure 7 C, it was 

decided ta see. in this neuron, if quinpirole was able (o affect the SSPs of a given 

amplitude This was done by adjusting the window discriminator (sea Methods) to count 

either the large SSPs only (Figs. 8 A top), ar all events altagether (Fig. 8 A bottom; 

arrow signals the beginning af superfusion with 4-AP and B1C). It can be seen that, in 

this case, quinpirole reduced the frequency of large events without changing the 

frequency of small events (cf., Figures 8A and B). The action was reversed by sulpiride 

(10 j.il\A) (Fig. 8 A top). Sample records in Figures 8 B-D show examples of large 

events. except during quinpirole, when they were infrequent. A selectivo reduction of 

large events was seen in two other cases (see Figure 1 C as compared to 18), even if 

a clear separation between different amplitudes was not present. Also note that, after 

quinpirole, events of different amplitudes scatter over all amplitude range (Figures 7 D 

and E). Nonetheless, SSPs' mean amplitude in the main mode did not change 

significantly. 
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DISCUSSION 

The main conclusion of this work is that only part of the glutamatergic input to 

the neostriatum is presynaptically modulated by dopamine (cf., Figs 3 and 6). This 

allows to hypothestze that one function of dopamine is that of selecting the afferent 

inputs to neostriatal cells. 

Presynaptic dopaminergic modulation was only present in a subset of 

expenments (35%). Further work is necessary to discern what is the origin of the 

modulated afferents. it may be cortica!, thalamic, or both. It may concern a single type 

of afferent (see Wilson, 1994 for a discussion on the possibility of severa) types of 

corticostriatai afferents), and so on. At this moment, however, there is not enough 

anatomical knowledge about the arborizations of single striatal afferents (Xu et al., 

1989; Wilson, 1994), according to their origin. 

4-AP as a releasing agent. 

Depending on the location of recording and stimulating electrodes, different 

proportions of the field potential, or the population postsynaptic potential or current, 

may be blocked by various agonists or antagonists (e.g., see Jiang and North, 1991). 

In the case of presynaptic modulators, it is hard to evaluate the amount of afferents 

being modulated. In this work 4-AP was used as a means of randomly stimulate a few 

afferent fibers impinging upan single neostriatal projection neurons in arder to see how 

common was to find modulated fibers. This stimulation is TTX and calcium sensitivo 

(Tibbs et al., 1989; Flores-Hernández et al.. 1994), and all neurons recordad were of 

t'ne sciny pr..';jection tyce (nct shc.,s1 but see Fcres-Herrández 	1;394), 
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Consequently, according to the present experiments we can be sure, that °n'y some 

afferent fibers or boutons making synaptic contacts upcn prolection neostriatal neurons 

are moduiated by D, agonists. However. the exact number of fibers being excited in 

any one trial is not known so that, first. quantal analysis is precluded, and second, we 

do not know, of al! the afferents impinging on a single neuron, which is the exact 

percentage modulated. Nonetheless, the experiments do give a quantitative sense of 

the importance of presynaptic mcdulation. In one out cf seven cases that presented 

modulation the reduction of frequency reached control levels (Fig 3). In other cases a 

pardal reduction in frequency was obtained: 38 %. This suggests that very few fibers 

are being excited by the chosen concentration of 4-AP in each case, so that 

modulation in one of them may be visualized in case it is present. Also the method 

allows to monitor changes in SSPs mean amplitude (Figs. 4 and 7), in order to discard 

changes in input conductance at dendritic sites distant from the soma, A change in 

input resistance of a far away dendritic site cannot be discarded with populatior 

synaptic events, even if compared with responses to locally applied agonists (possible 

nearer extrasynaptic receptora may be preferred te synaptic enes by the method of 

local application). In this respect, it is noteworthy that although mean amplitude of 

synaptic events changed from cell to ceil (most probably due to different input 

resistances of postsynaptic neurons and different electrotonic lengths of the SSPs), it 

did not change in the same experiment. Supporting the view that the few afferents 

which are excited by 100 ItM 4-AP are the enes that are present during the whole 
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experiment. The frequency of recorded SSPs depends on 4-AP concentration 

(Flores-Hernández et al., 1994). 

One problem with the present method is that the proportion of fibers modulated 

may not reflect the physiological situation if 4-AP selects, somehow, the afferent fibers 

excited, A selection bias, however, has not been demonstrated for 4-AP or any other 

releasing agent such as ionomicyn or potassium. Nonetheless it is a possibilíty. so  that 

experiments comparing the results cbtained with different releasing agents and 

techniques are necessary. Also, if a modulated fiber fires at low frequency it may pass 

undetected. However, Chis is simple a problem of sampling, unless low frequency firing 

fibers were already being modulated by tissue dopamine. This last possibility was 

discarded because sulpiride alone never induced an increase in SSPs frequency (n 

12). In conclusion, 4-AP permits the observation of neurotransmitter release 

electrophysiologically, With the chosen 4-AP concentration, the increase in release 

could be observed with no significant changes in postsynaptic somatodendritic input 

resistance and with controlable changes in membrane potential (in the presence of 

bicuculline). This is a significant advantage over the use of potassium as a releasing 

agent. The method also allows a quantitative evaluation of the importance of 

presynaptic modulation by randomly stimulated afferents, It is a complement to other 

methods and techniques because in contrast to many other releasing agents (e.g., 

ionomycin, latrotoxin), 4-AP induces the random TTX-sensitive firing of afferent fibers 

(Tibbs et al., 1989; Flores-Hernández et al., 1994). 
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Presynaptic modula.  ton 

was shown that quinpirole, a dopaminergic D2  receptor agonist, reduced the 

frequency of synaptic potentials which are the result of 4-AP stimulation in some but 

not all experiments (c.f., Figs. 3 and 6). This dopaminergic effect was blocked by the a:  

receptor antagonist sulpiride and occurred with no change in input resistance, 

membrane potential, or action potential threshold in the recorded postsynaptic neuron 

(Fig. 5) (see Pacheco-Cano et al., 1995). Furthermore, quinpirole did not produce a 

significant change in the mean amplitude of the induced synaptic potentials (Fig. 4). 

Moreover, most glutamatergic synapses made on projection neostriatal neurons come 

from afferents externa! to the nucleus (Kemp and Powell, 1971b: Somogyi et al, 1981: 

Wilson, 1994), and al! afferents in the preparation were cut from their somas of origin. 

The most parsimonious interpretation for these data taken together is that quinpirole 

acted on presynaptic afferent fibers or boutons (Calabresi et al, 1993). 

Besides, the amplitude of most events agrees with unitary amplitude 

measurements in central neurons (Figs. 1, 4, and 7) (Redman, 1990; Finch et al, 

1990; Edwards et al., 1990; McBain and Dingledine, 1992). The range of amplitudes in 

the histograms was 1 to 5 times the main amplitude, supporting the view that recorded 

SSPs have their origin on individual afferents firing asynchronously, each of them 

giving rise to only a few boutons on any single spiny projection neuron (Wilson, 1994). 

Note then that, aleo in this case, a comparison of frequency and amplitude using other 

techniques (e.g., whole cell) will experimentally evaluate electrotonic decay, influence 

of derdrtc, spires. 	sc or 

16 



Another possibility to the interpretaban given aboye is that 4-AP selectively 

stimulates the firing of a putative glutamatergic interneuron (Mori et al., 1994). The 

objections to this alternative hypothesis are: 1) There is no immunocytachemical or 

anatomical evidence for a giutamatergic interneuron in the neostriatum (Kawaguchi, 

1993: Kubota et al., 1993: Kita. 1993), 2) Ars interneuron would selectively innervate 

some, but not all, projection cells (Morí et al.. 1994), but SSPs induced by 4-AP were 

found in all recorded neurons, 3) It would be strange that. in the case of recording 

synaptic potentials from a class of interneuron, some of them were modulated and 

some were not, and 4) No signs of interneuron involvement such as burst of SSPs 

(Flores-Hernández et al., 1994), rhythmic. or multipeaked synaptic potentials (Sega!, 

1987: Perreault and Avoli, 1988; Mori et al.. 1994) were seen under the present 

conditions. 

Still it could be argued that since 4-AP would randomly stimuiate a small 

number of afferent fibers, the process would ínclude an interneuron in some cases and 

not in others. And in fact, some large everts. i.e., > 10 mV, could be recorded in some 

experiments (see Results). However, It couid hardly be argued that the cases with 

positive modulation would be those involving the interneuron, as the amplitude range of 

the modulated cases did not differ with most cases. 

To conclude, although presynaptic modulation is a well documented 

phenomenon, in many cases it is not olear if it is a massive phenomenon involving alI 

afferent fibers of a given type, or if it is a way to select some inputs over others. The 

answer to t;-;s clues*:DrImay 	.r-pclart 	 7.-;:tcat:crs 	szne systa:--s 



like the neostriatum. The experiments of this work show that dopaminergic presynaptic 

modulation of glutamatergic inputs to the neostriatum may be a way to select among 

afferent inputs. Combined anatomical experiments are needed to find out vvhich are the 

selected inputs. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Amplitude histograms of synaptic potentials induced by 4-AP. 

From Ato C: Histograms built in the presence of 100 laM 4-AP (n = 201) (A); the same 

concentraban of 4-AP plus 10 1.tM bicuculline (n = 200)(B); and the same 

concentrations of 4-AP and BIC plus the addition cf 104M quinpirole (n = 201) (C) 

D-F: Samples of the records from which the histograms in A-C were budt. Ali 

histograms and records are from the same cell. Calibration: 10 mV, 100 ms, Note that 

histograms are skewed to the right representing non-unimodal distributions. Range of 

amplitudes is from around 1 to around 5 mV. Membrane potential = -84 mV. 

Figure 2. 4-AP increases the frequency of spontaneous synaptic 

potentials (SSPs). A. From left to right samples of records after consecutive addition 

of: 100 IN 4-AP (4-AP), 10 IN BIC (+BIC) in the continuous presence of 4-AP, and 10 

CNQX plus 100 ptIvi 2-APV in the continuous presence of 4-AP and BIC 

(+CNQX+2-APV). B. Frequency of SSPs vs time .plot before and after sequential 

addition of 4-AP, BIC and CNQX plus 2-APV. See Methods for abbreviations and piot 

construction. Calibration: 5 mV, 100 ms. Membrane potential = -82 mV. 

Figure 3. Quinpirole reduces the frequency of SSPs. A. Samples of records 

under consecutive addition of (see abbreviations in Methods): 100 pthil 4-AP plus 10 ptM 

BIC (4-AP+BIC); 101.LM quinpirole (+QUIN) in the same 4-AP and BIC concentrations; 

and 10µM sulpiride (SULP) in the continuous presence of the previous drugs. Since 

SSPs were induced by 4-AP in the presence of BIC. the glutamatergic component is 

isolated (see text and Figure 2). B. Frequency vs time piot iliustrating the reduction in 
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SSPs frequency induced by quinpirole and the blocking of this effect after introducing 

sulpiride. Calibration: 5 mV, 100 ms. Membrane potencial = -84 mV Data from this 

same experiment is illustrated in Figures 4 and 5. 

Figure 4. Quinpirole does not change SSPs mean amplitude. A. In the 

control, the amplitude histogram was constructed in the presence of 4-AP and BIC. 

Mean amplitude was (mean ± s,e,m): 0.91 ± 0.02 mV (n= 102). a Mean amplitude was 

measured in the same conditions after addition of quinpirole: 1.09 ± 0.05 mV (n= 100). 

Given the non-normal distributions, difference is not significant. The small mean's shift 

in 8, was due to the counting of-some large events not counted in A. Dashed vertical 

line signais the approximate median for the main mode in both histograms. Data from 

the same experiment illustrated in Figures 3 and 5. 

Figure 5. Quinpirole does not change Input resistance in postsynaptic 

neurons. A. Membrane potential responses, on bottom, to intracellularly injected 

current steps depicted on top. Records were obtained at resting potential in the 

presence of 4-AP and BIC. Note that 4-AP does not block inward rectification in these 

neurons. B. Same experiment as in A, after introducing 10 pLM quinpirole to the 

superfusion. C. Current-voltage relationships from the records in A and B. Note that 

quinpirole, at the concentrations used, does not change input resistance appreciably at 

the range of potentials were the synaptic responses were measured. Data from the 

same experiment as that in Figures 3 and 4 

Figure 6. Dopaminergic D2  receptor agonists not always reduce glutamate 

release, A. Sample ;-ecords taKen at different ccnditions 	concentrations as in 
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previous Figures). B. Frequency vs time plot shows an absence of 02  receptor 

modulation in this experiment. Calibration: 5 mV, '100 ms. Membrane potential = -81 

mV. This experiment represents the most common finding. 

Figure 7. SSPs of different amplitudes may be discerned. A. In this cell, 

most frequent SSPs had discrete amplitudeá between 0,45 and 1.3 mV. B. SSPs 

between 2 and 4 mV could also be recorded in the same cell. C, D and E. Amplitude 

histograms obtained under different conditions. Mean amplitude reflects the population 

of most frequently found SSPs (SSPs samples in A). A second and smalier peak can 

be seen at the right of the histogram in C (arrow), This peak collects counts around 4 

mV. Note that there are no counts of events with intermediate amplitudes, i.e., between 

the two main peaks in C (n= 461). After addition of quinpirole, the peak around 4 mV is 

lost and intermediate events, between 2 and 4 mV, appear (D) (n= 287). After addition 

of sulpiride some largo events reappear and the scattering of event amplitudes along 

the histogram range persists (n= 286). 4 and 2 mV events in B were taken from C and 

E, respectively. Figure 8 illustrates data from the same experiment. 

Figure 8. Modulation máy be present for SSPs of one amplitude only. A. 

Top: The window discriminator was adjusted to count only the larger events (> 1.8 mV). 

Note that quinpirole does reduce the frequency of these events, and that sulpiride 

blocks quinpirole's effect. Bottom: The window discriminator was adjusted to record alt 

events (> 0.4 mV). Note that D2  receptor modulation cannot be seen under these 

conditions. Arrow signals the time when 4-AP (100 .LM) and BIC (10 ptM) were added to 

:he batning scluticn. Note differert frequer zles 	ortina:es cf ;arje and smal events. 
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B, C, and D. Sample records taken under different conditions. Note that larger events 

are absent in C. Calibration: 5 mV, 200 ms. Membrane potential = -82 mV Figures 7 

and 8 depict data from the same experiment. 
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DISCUSION 

Caracterización electrofisiológica de las neuronas espinosas neoestriatales. 

Las características tanto anatómicas como electrofisiológicas de las neuronas neuronas espinosas 

estudiadas son semejantes a las previamente reportadas (Kíta et al., 19894; Kita et al., 1985a; 

Kawaguchi et al., 1989, 1993; Bargas et al., 1988). 

Actividad sináptica en las neuronas espinosas medianas. 
La actividad sináptica espontánea en las neuronas espinosas medianas es de baja frecuencia 

(alrededor de 1 evento por segundo) (Ver la figura 1 de la 3a, sección). Cuando se agregó 4-AP a dosis 

micrornolares (10-100 i. M) se produjo un incremento de alrededor del 150 % en la frecuencia de 

aparición de potenciales sinápticos. El estudio de la relación dosis-respuesta mostró que la DE,, para 

la 4-AP en la inducción de potenciales sinápticos es de 120 uM (Ver figura 2 de la 3a. sección). Estos 

resultados concuerdan con los presentados por Kita el al., (1985a), Müllcr y Misgeld (1990, 1991), 

Perreault y Avoli (1989) y Segal (1987). 

El efecto producido por la 4-AP es sensible a TTX y a cadmio, mostrando la dependencia de 

conductancias de sodio y calcio respectivamente (Ver figura 4 y 5 de la 3a. sección), Estos datos son 

apoyados por los trabajos de Tibbs et al (1989), Dolezal y Wecker (1991), lieemskerk el al, (1991), 

Müller y Misgeld (1990), Perreault y Avoli (1989), Segal (1987), Vizi el al., (1977) y Versteeg el al., 

(1995). Sin embargo, existen trabajos en los proponen que la actividad de la 4-AP puede estar actuando 

de manera independiente de sodio (Agostan et al,. 1983; Arzate el al., 1986; Tapia y Sitges, 1982; 

Tapiad al., 1985). 

Efecto de la 4-AP sobre la resistencia de entrada de las neuronas espinosas 
medianas. 

La 4-AP produjo un decremento del 25 % en la resistencia de entrada de las neuronas analizada 

(ver tabla 2 y figura 5 de la segunda sección). El efecto de la 4-AP de acuerdo a la revisión presentada 

es producido por un bloqueo de conductancias de potasio que están presentes en las terminales 

nerviosas y que están activas en el potencial de reposo, estas conductancias son bloqueadas por 4-AP a 

dosis micromolares. Esta hipotesis implica que el bloqueo de dichas conductancias produciría un 

incremento de la resistencia a nivel de las tenninaies. Sin embargo, en las terminales la despolarización 

producida por el bloqueo de dichas conductancias de potasio produce la activación de conductancias de 

sodio y calcio que llevan al incremento de la probabilidad de liberación de neurotransmisores. Los 
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transmisores liberados a su vez, abrirían conductancias de canales activados por ligando, produciendo 

una disminución de la resistencia a nivel posisináptico. Esta hipótesis es probada por los datos 

experimentales, mostrados en la tabla 2 de la primera sección, en el que después de agregar el 

antagonista GABAérgicos, bicuculina, la resistencia de entrada regresó a valores encontrados en 

condiciones control. Sin embargo, no se observó esto cuando se agregaron los antagonistas 

glutamatérgicos, CNQX y 2-APV, probablemente debido al bajo número de observaciones de este 

experimento. 

La actividad sináptica inducida por la 4-AP es de tipo glutamatérgico y 
GABAérgico. 

La actividad sináptica inducida por la 4-AP es de tipo glutarnatérgico y secundariamente de tipo 

GABAérgico, Cuando se agregó el antagonista GABAérgico especifico, bicuculina (2 - 10 pM) la 

catividad sináptica disminuyó a la mitad. La actividad sináptica restante fue eliminada por la aplicación 

conjunta los antagonistas glutamatérgicos CNQX (10 pM) y 2-APV (100 1M) Si la aplicación de los 

bloqueadores glutamatérgicos fue realizada antes de la aplicación de bicuculina la actividad sináptica fue 

eliminada en casi la mitad de las neuronas registradas. Estos resultados sugieren que la 4-AP 

directamente incrementa la actividad sinóptica glutamatérgica y esta activación facilita la actividad 

sináptica GABAérgica. Estos resultados concuerdan con el trabajo de Morales-Villagrán y Tapia (1995) 

en los que muestran que la 4-AP incrementa principalmente la liberación de glutamato en experimentos 

realizados in vivo, y con lo trabajos de Fragoso-Veloz, y Tapia (1992) en los que muestran que la 

administración de antagonistas NMDA protege in vivo de la actividad epiléptica ("wet-dog snakes) 

producida por 4-AP (ver las figuras 6, 7 y 8 de la 3a. sección"). 

En presencia de los bloqueadores GABAérgicos y glutamatérgicos no se observaron potenciales 

sinápticos lo que implica que no están presentes otros sistemas de neurotransmisión, como seria el caso 

de actividad colinérgica (nicotinica), glicinérgica, ATP o purinérgica, o de tipo serotoninérgico (5-1-1T3). 

A pesar de que el estriado presenta alta actividad colinérgica, esta es mediada a través de los 

receptores muscarinicos via segundos mensajeros, o mecanismos Inetabotrópicos, no por mecanismos 

ionotrópicos. Cuando se probó el antagonista colinérgico nicotínico, la mecamilamina, sobre la 

actividad sináptica de las neuronas espinosas medianas este no alteró la frecuencia de potenciales 

sinápticos inducidos por la 4-AP, tanto en ausencia o la presencia de los bloqueadores GABAérgicos 

y/o glutamatérgicos. Estos datos contrastan con los presentados por Misgeid y Dietzel, 1989, en los que 
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dan evidencia de actividad nicotinica en el estriado. Estos resultados son encontrados en neuronas 

embrionarias o en sistemas de cultivo, mas no en neuronas adultas (Nlisgeld el al., 1980, 1982, 1989).  

En este trabajo encontrarnos una actividad sináptica GA13Aérgica que apareció en forma de 

ráfagas de potenciales sinápticos de amplitudes mayores a 4 mV. Esta amplitud es mayor a la de los 

potenciales sinápticos comúnmente registrados, ya que en estos casos la amplitud media es de 1 mV. La 

mayor parte de las sinapsis GABAérgicas son formadas por las recurrentes de las neuronas espinosas 

medianas. Cuando se agregó bicuculina la amplitud de los potenciales disminuyó sin decrementar su 

frecuencia. Estos resultados mostraron que el efecto de la bicuculina ale postsináptico (ver las figuras 9 

y 10 de la tercera sección). Esta actividad sináptica en ráfagas parece ser originada en una interneurona 

GABAérgica no espinosa cuya actividad electrofisiológica y anatomía es reportada en el mismo trabajo 

(ver la figura II de la tercera sección). Esta interneurona mostró inmunoreactividad para parvalbúmina, 

proteína que une calcio. Es posible que esta interneurona realice contactos sinápticos de manera 

segregada y que divida a las neuronas espinosas medianas en dos grupos, donde uno de estos recibiría 

entradas GABAérgicas desde esta población interneuronal. Estos resultados pueden explicar los 

hallazgos de Nisenbaum y colaboradores (Nisenbaum cal al., 1988, I 992a, 1992b; Berger el al., 1987) en 

los que, basados en el protocolo de pulso pareado, dividen a las neuronas espinosas medianas en dos 

subpoblaciones. En el patrón temporal a la estimulación ortodrómica durante la estimulación con pulsos 

pareados, las neuronas neoestriatales se han dividido en dos grupos. Sólo uno de ellos muestra 

inhibición a corto tiempo por un segundo estimulo. La posibilidad de que la interneurona que dispara en 

ráfagas actúe como retroalimentación negativa puede explicar este comportamiento electrofisiológico: 

sólo aquellas neuronas innervadas por la interneurona GABAérgica podrían presentar inhibición a corto 

tiempo después de una estimulación cortical. A este respecto este trabajo da la primera evidencia 

fisiológica de la innervación diferencial de las interneuronas neoestriatales. 

Modulación presináptica de la neurotransmisión glutamatérgica. 

En virtud de que la actividad sináptica inducida por la 4-AP puede ser separarada 

farmacológicamente en sus componentes GABAérgico y glutamatérgico, se hizo posible el estudio de la 

modulación de la transmisión sináptica glutamatérgica producida por el agonista dopaminérgico (D), 

quinpirole. La dopamina actúa via dos grandes familias de receptores. A través de los receptores DI  se 

ha mostrado que la dopamina modifica postsinápticamente la neurotransmisión por la alteración, entre 

otras acciones, de la resistencia de entrada membrana!, Sin embargo, la acción de los receptores D2  no 

es a través de mecanismos postsinápticos. El agonista específico D,, el quinpirole, no modifica la 
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resistencia de entrada de las neuronas espinosas estudiadas (resistencia somática: ver la figura 5 de la 

cuarta sección) en los valores cercanos al potencial de mantenimiento en el cual se realizaron los 

estudios (-80 mV), ni modifica la distribución de amplitudes de los potenciales sinápticos analizados 

en presencia o ausencia de quinpirole, lo que implica que no hay cambios de resistencia dendritica (ver la 

figura de la cuarta sección). Con estos datos mostrarnos que la disminución en la aparición de 

potenciales sinápticos glutamatérgicos se debe a un efecto presináptico. 

La activación de los receptores DI  produce en sólo el 30 % de las neuronas espinosas estudiadas 

un decremento en la frecuencia de aparición de potenciales sinápticos espontáneos. En otra población 

el quinpirole no produjo disminución aparente de la actividad sináptica. Sin embargo, si se cuantifican 

exclusivamente los potenciales sinápticos de mayor amplitud (moviendo el discriminador de ventana 

para potenciales de más de 2 mV) se puede observar un decremento en su frecuencia de aparción que es 

revertida cuando se agrega sulpiride, antagonista especifico D. Estos resultados sugieren que no todos 

los botones sinápticos activados por la 4-AP presentan modulación doparninérgica. 

Para poder demostrar que la modulación de la actividad sináptica por la activación de receptores 

D2  es por mecanismos presinápticos es necesario comprobar que la activación de los receptores D2  por 

acción del quinpirole no causa efectos a nivel postsináptico. En esta tesis utilicé das métodos 

presentados en la metodología para probarlo. 

Con los dos métodos mostraron que el quinpirole no modifica las propiedades postsinápticas de 

las neuronas espinosas medianas, en los valores de potencial de membrana en los que mantuvo a las 

neuronas, lo que implica que el efecto modulador sobre la aparición de potenciales sinápticos 

glutamatérgicos inducidos por la 4-AP es presináptico. 

En una serie de experimental encontramos que los agonistas de los receptores tipo DI  no alteran 

la frecuencia de aparición de potenciales sinápticos inducidos por la 4-AP. 
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CONCLUSIONES 

.- En las neuronas espinosas medianas del ncocstriado de la rata, con la técnica de 
rebanada sumergida y en condiciones basalts, la frecuencia de aparición de 
potenciales sinápticos espontáneos registrada es baja. 

2.- La 4-AP a dosis micromolares (10 • 100 ItM) produce un incremento de más del 
100 % en la frecuencia de registro de potenciales sinápticos espontáneos. 

3.- Los potenciales sinápticos inducidos por la 4-AP en las neuronas espinosas 

medianas es dependiente de sodio y de calcio. 

4.- Los potenciales sinápticos inducidos por la 4.AP en las neuronas espinosas 
medianas son principalmente de tipo glutamatérgico. 

5,- Los potenciales sinápticos inducidos por la 4.AP en las neuronas espinosas 
medianas son secundariamente de tipo glutamatérgico. 

6.- Después de eliminar los potenciales sinápticos glutamatérgicos y GABAérgicos, 
mediante el uso de fármacos antagonistas específicos, no queda actividad 
sináptica de otro tipo. 

7.- Alrededor del 50% de las neuronas espinosas medianas estudiadas recibe ráfagas 
de potenciales sinápticos GABAérgicos que por su patrón de frecuencia 
suponemos surgen de la interneurona mediana no espinosa (que contiene 
parvalbilmina). 

8.- El empleo de antagonistas GABAérgicos permite la disección farmacológica de 
una población de potenciales sinápticos glutamatérgicos, que es eliminada por la 
acción conjunta de los antagonistas glutamatérgicos, CNQX y 2-APV, 

9.- La dopamina modula presinápticamente al 30 % de las entradas glutamatérgicas a 
través de la activación de receptores tipo D2. 
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Abstract Intracellular recordings from slice prepara-
tions were used to assess the subthreshold electrophysi-
oloeical hehuvior of rat neostriatal projection neurons. 
Boll current steps and ramp currents were used to esti- 
mate the current-voltage relacionship 	plott. Inward 
rectificacion in the subthreshold range was a character-
istie of mos( neurons. The amount of rect ificat ion varied 
greatly, and it was cornplex: membrane voltage traject o- 
ries in response to ramps 	made up hy almost pieee- 
wise d'anees in the rato of voltage risc, suggestine that 
multiple conductances contribute tú the subilueshold 
range. inward current blockers sud) as tetrodotoxin 
(TTN) or 	decreased inward rectification. whereas 
olltIlard current hlockers such as tetraethylammonium 
(TEA) or 4-aminopyridine (4-AP) Mercase(' inward rec-
tification. I-loweler. most inward rectificacion was due 
to TEA- and Cs -  -sensitive conductances and not to 
TTX- or Cd'-sensitive conductances. Cs • -sensitive 
conductances predominated at more negative mem-
buitre potcntials. «hcreas 4-AP-sensitive conductances 
predominated at just +10 mV bdow the tering thresh-
uld. In spite of a very slow activation, there was evidence 
for transient outward currents moclulating the response, 
i.e., 4-A1'-sensitivity, and voltage-sensitivitv for firine 
frequency and threshold. TEA-sensitis e conductances.  
also contributed toward fixing the firine threshold. 
These results irnply the contrihucion of various ion con-
ductances on the shaping of the characteristie physio-
logical lining recorded in vivo. Modulation of these re-
sponses by t ransrnitters or peptides may help to under-
stand neural processing in the neostriattun. 
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Introducen 

Intracellular recordings in vivo have demonstrated that 
neostriatal neurons are usually Wein and have a rather 
negativc restine potential (Hun( et al. 1070: Wilson and 
(hoyes 1981: Wilson 1992). Periods of membrane hy-
perpolarization ami electrical silence are interrupted hy 
petiods af ramp-like sustained depolarizations Listing 
up to 3 s (Wilson 1992). These slow depolarizations are 
dri% en by synaptic inputs. mostly comino from cortica! 
afferents (reference!: in 'Nikon 1990), Activation oí slow 
potentials ahie lo sustain repetitive firing may con-
tribute (Burgas et al. 1991a). In fact. perievent tinte his-
tourams of neuronal Grine reveal ramp-like increases in 
frequency as the onset of a seif-initiated movement is 
approached (Schultz and Romo 1992), Therefore, a slow 
recruitment of cortica{ neurons may build up occasional 
depolirrizing episodes in neostrunal neurons (Wilson 
1992i. 

Slow depolariting episodes muy induce the intente-
tion betwcen synaptic aetis ity and the intrinsic mem-
brane properties of the neuron. Through correlations of 
voltage- and current-clamp studies there is evidence of 
severa! types of voltage-dependent ion conductances in 
the subthreshold response of neostriatal neurons (Kim 
et al.1985: Surmeier et al. 1955 1991: Bateas et al. 1989, 
1991b, 1994; Galarraca et al. 1989; Ocata and Tate-
bayashi 1990: Jiang and North 1991; Pineda et al. 1992: 
Nisenbaum et al, 1994). 1- lowever. the role of (hese con-
ductances dudrrg (ring have been inferred onl!, from 
responses to current steps. Their role during slow depo-
larizations mimicking physiological iletiVilliOn has not 
been investicated. For example. it is non olear whether 
transient currents (Surmeier et al. 1958. 1991: Barcas et 
al. 1989; Nisenbaum et al. 19941 inactivate during very 
slow depolarizationsr Chas becoming unavai)able for 
synaptic integration. 

In arder tu analyse subthreshold responses in eur-
rent-clamp conditions. the membrane potential trajee-
tories after show ramp stimuh have been studied in se - 
eral neuronal classes 	Jahnsen and Iiinás 1984: 

r ) 5.111,1 

II 

	

S 	1""' \ 

	

11,„': 	k,0•1 	,•• 



K
E

M
U

R
A
N

E
 P

O
T

E
N

T
IA

L
  (

m
V

)  

2000 800 

	1  

13 

0.3 
	 0.0 

—0.3 

I nA A I nA 
o 

—30 —30 

—80 —80 

—90 —90 

0 	 1000 

TIME (ut9) 
0 	 400 

TIME (ma) 

240 

Jahnsen 198n: Italdisserit et al. 1987; Varitnt a nd 1,1i tu, 
1987; Uvlunturii et id, 1989), A soltage-dionplUNpi%she 
after ratup sttinulus has beett descritied tn neustriatal 
ncurons chane. and Nttrth 19111). Act:e ► rdtttgiy, the 
threshold response to ratnp 121.irrent,, in current-clamp 
contiitions. is analyzed in this work. :1 preliminary corn-
munication of these data was presented at the ¿m'utal 
ineel int:. of the Sueiety ror NettroseienLe (Galio- raga and 
Burgas 19)11, 

ramps preceded depolatiiirw ,ne, 1 hos ,4 	 ' kit:110 /.1r" 

1latt, Hl was achreleil trom .1 111 NITi1l1.1/1/j11 10 	depolartzed 
membrane por...•orml 111,m, 	:•31 	in 	Nterin rine uf 
loltatre Lhanee was Around o I 	orrae.: 1et,u, :une a, 

,is Lut. rehr r ,  f koira.,re relattotr,rup, i 	piotsr viere Oh1111110(1  
lks the fide oi drange ut Appired current r t 4 n.1 •.r drd non',ars 

durang ,trinutatron„trly dvamte in the ,rope 14 loita lte rhe 

the leMiori\e ‘11E.11.11 he nitvr pi eted a, , membrane ‘undudano: 
chante (Jack ct at P17.1  her),orr and Adam, 19%71. Wholc neuron 
Input remsranka.,  r 	'AA) •ristanted from 1-V plois as ,!ope. 
R., 11.1a 	1'+'51 In order to re•driLt sari.Ihtltty hec.1 Dh.:US- 
Sitfill. R., reporied tn ibis stud> lk¡ty fitCaY1 1r4:11 411 ,imita 	711 n'IV 
IR.,1 70 in \ ij lo do this. a poiynorniat 01 the torm' 

Materials and methods 	 11) :1,t„  9 	I" 
	. 	. 

Brain dices viere ohtaineti from albino alistar rats using ptoce• 
dures described elsetthereIe g.. liargas et al.19881. A 400-14itt-thiLk 
neostrtatal dice was held suhmerged in a tecording charnher at 
30-34W. xtravellular satine Vt3tIsisteti of fin 	120 Nael. 3 
KCI. 25 Nallt"0,, 2 Cael,. 1 \114C12. and 1 I glu...ose osmolartty 
was 300 mosmol 1 twith glucoser. pi 1 w'it, -7  4 and the sohnion was 
salura ted with 9543, 0,-5% 	Tetraellt‘lammonturn tIL Al. 
4-aminopyridine 	tetrodotoion 	t.adintunt 
nickel 	r.:estuin 	boom Sietnar, and apanan rSit- 
tornan« viere added from stock solutions to the bath satine. 
Chlortde salts of TEA. Cd. Cs. and Ni viere used. Recordines used 
convenrional intraeellular techniques: a 1MM-input intpedanee 
eleettometer with an active tienden! enctAii. Nlicroe¡ect rodey, viere 
filled with either potassitim acetato 3-4 NI or 1,5 \,1 potassium 
acetate and 2!o hiocytin ¡Sigma), with d.e. resistance, uf 80-
120 14111. 

Stimulation consisted of either intracenuirtr injections of cur-
rent stops ur of current ramps. Am most times, hyperpolartiang  

was first fu so the - V ploi Where 1:,,t.t A, the mei/limarle polen nal 
response as a runvtron 	insraorlitilarty truected ,...urrent 1 1, 1, 
are polynonual oreilidenr., Che last dm.d.trri terco. 	I, the 
:13i:inhume potentud rheld at 1.0 rue ittembr,tne potentiais with 
d e Lurrentr and the ras( 	 ..'orresponds to R. d i 

Fig. 1,i-i' Remsonse uf rectif irtg helaron. 1-V plots using rumí), 
and step,. A Response to current ramps !in :III figure,. current 
pf OtOCOIS are int the luir, iranstn 2milra ne 	res ponses a re  az 

time' imumn. and actntn rOtenttal5 ate dipped due to dtgrtriatilt 
procedure,. 	stated (diera, }se) fi Ko il pon i,e.;  r o  curren t 
C Superimposed 1.V ¡slot, -  !.oltagr.r re.ponne lo ay:e/Ido] 1.1 ranlp trr 
A is plotted atgartht ramp current tdorli Connntrd,u1 ime. polyno• 
!Mal regresuon. ‘'oltage response, measured at !he end of the 
NInfilihiS in o temply iirCie.v1 are plotted aeainst magmtude Ut 

current step% Close 	peninpl,,ilit ,n w,ts alitteec,i after eorrectron 
for different hohimg 	 70 rn \ 	39 ‘19 

P
O

T
E

N
T

IA
L

  (
m

V
)  

" c 
—80 

—80 

—100 
0.8 —0.4 	0.0 	0.4 

CURRENT friAl 



P
O

T
E

N
T

IA
L

 (
m

V
)  

— 60 

— 80 

500 400 

TIME (ms) 

A 

1000 

TIME (me) 

— 40 

—100 

M
E

M
B

E
A

N
E

 P
O

T
E

N
T

IA
L

  (
m

V
)  

—30 

—60 

—90 

2000 

0.4 
0.0 

—0,4 

nA 

c 

	

polentral.Then. R., kkaS C".111.1.illett 	IllCkiernati‘c 	thi, 
íttiletjoil ut -. 	ritV l,ir alE eclls, slope•R„1 70 in \' .Pack el it 

1')7 51 	1-5; plois cthil,lr slope 4:1E011,4r, (hen R., IN leen .1, de- 
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coi the iirtiount l)l. ittwarct reetilication. 
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Stlltl AltIltittOny 119S8) and NI;k:nbatim et 	110't•11 %.kere tosca lo 
identliy.  the t5 pe of ilettrost reo.] 	11 

	

rtle(.. .11 a., 	25). netirons 
%s ere of the spiny projection type 

Results 

Nonlinear membrane properties ul neostriatal 
projeetion neurons 

More than SO neurons were recorded for Chis work. 
Ncurons labeled with bioeytin and identified {see Mate-
rials and mcthods) liad the morphological features of 
-meditan spiny" projection neurons, whieh correspond 
to more than 4:151'./0 of all the neurons in this nucleustsee 
Wilson 990, for a reviewt. The electrophysiological 
properties and responses of unidentified neurons were 
identical to those of the identiried neurons, Therefure. 
the data from identified and unidentified neurons were 
combined. Titus, all data presente(' is considere(' to 
come from a single cell population: the spiny projection 
neuron. 

241 

r0Cords Irt 1.1g 1 are from lite sante neuron. In 

Fig, 1 	the rellott .,.t. 	ittlritceliniar intections 	ranip 
current i, siiu 1 Re.p11rI es to traditional current 
stens are show o in Vig I 	R; illustrates 1-y 
pitos ,,biiiined 	traces in FILL 1A id' It .,q and 

:\iote in Fig. 1.1 that. in spite of a oinstant rate of 

change for the curten: slirmilus 100 top). the inembrane 
p(,tential did not resnond linearis isee also Figs. 3;111, 
5A. f.iAl 1rt fact. .,iope• 	in,,reases 	depolarilal ion 

from neganve to 	depolarized merobrane poten- 
Therefore, :hese ricial5ns exhibiled inlvarti rectifi -

cacion in mos' uf the nhystological rango of the suh• 
threshold response isk.'iison 1900. 19921.  Fitting ot- 
plot in Fig. 1f.' needed a fitli-order nolynoirual. Alter 
correction for differerit holding potentials id. Fig. 1.1 

and 13i, a Glose stweritnposition of ramp and step I.Y 
pinos was achievediFig, 1('r.A sitial' discrepancy ticcurs 
at less !legan ve notentials. The reason for this is clear 
noting that most depolariled responses in Fig. 1i3 ex-
hibit a continuo os ranT-lik e depolarmation during 

2,t--(' Re,porbe uf ,111211:1) lectiry 	i. elirtln 	po.,ts using 
rimir; .011i 	ResporNe 	eurreist mur. It responses ro 
current 	U -̀)uperirilliched 1•‘•  plt,la. ‘oltage respein:e to 

ramp 	pot 	I agitlit,a 	Ithn,1 	u' 	!tole 
os the p(ilyiwinial reire,slnrt. Voltage respoiheN rileastned .0 the 
enki of the sttinulus 	 trí ¡legare 
lude of current 	R..( -0in V 	42 :Mil 
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Fig. 3A-D Analy sis of the 
subthreshokt response. 
.t Subthreshold response: 

threshoid response. 
tiortnintol hm,  in 1 and II 
corresponds tia I =ti tnt`. 
C Subihreshoid asvonding 
and deseending 1-V plot. 
ilysteresis is mily present 
in the depularizing unge. 
D Threshuld 1-V Out 

lig. 	TetrodotoxiniTIX) elTects on the ramp response. A 
train of action putentials is evoked by a suprathreshuid rainp 
current, B TTX 1 utsi) biocked the firing uf action potentials caen 
if a stronger stitnuius W45 given. Ilowever, during a strong 
suprathreshold stimulation a faster repolarization was elicited  

during the descending response. C,D in a few neurona. a TTX-re- 
sistant ti 	1-TX1 tel and Cd:` -sensitive t5011?1 /41 ettl* 1 tD1 
spike cuuld also be eiteited, Note that the repoianzation during 
the descending ramp was also sensuis to 	1D) 
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14 .il>1,ensitive condtb;tattces 

hl the NtitIlltre,hold 
ite%poitse. A Control. ,jrn,v, in. 

tiicates the belmunite i the 
laNt itm:endtne witage ;ralee-
tory. B TTX 1111.51) aholishekt 
firing isen if stinintus 
stronger. llovieser. 'r-r 	lliti 
not chunge mos( of t lie sub-
threshold response: both Last 
voltage trawetory and inwart1 
rectificution are still present. 
C.I) 4AP 11 inN11 blodseit the 
fase voltage truiectory,  wthoitt 
altering inward rectification. 
ft X-resistant responses ap-
pe:1rd' in the presence 
4API caber local It.I or du. 
toregenermise Mi Note 
strong ufterhyperpolarizations 
atter these responsei, E.F 
Ni' ' it(X1pMf dtd not block 
the TTX.resistunt esents. 
Cd.=' 000lthtt hlocked the 
TTX•resistant events II So-
perimposition o( ascenkling 1-
V plots from 11-1) 
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stant current ([largas et al. 1989; Nisenbaum et al. 1994). 
By just invertine the axes, the 1-V plot in Fig. IC agrees 
with I-V plots obtained in voltaue-clainp conditions (Ji-
ang and North 19911. 

In contras'. 1-V plots in Fig. 2C, corresponding to the 
records in Figs. 2A and U. are almost linear. They corre-
spond to a neuron whích exhibited little inward rectifi-
cation. All neurons exhibited some amount of rectifica-
tion. In general, 1-V plots were not fitted well by straiulit 
Unes (see Materials and methods). However, a quadra tic 
function was enough for the eell in Fig. 2. As superimpo-
sitions show, there were no significant differences be-
tween slope-R, values measured after stops or ramps 
(set Materials and methodsl: provided that the ramps 
lasted several hundreds of milliseconds, In spile of the 
variability in the amount of inward rectification be-
tween neurons. the R,(-70) histogram was unimodal 
and intermediate cases could he found between strongly 
rectifying (Fig. 11 and weakly rectifying neurons (Fig. 2). 
Therefore, data from different neurons were combined:  

R\(-70 	mean + SEM) was 58 + 4 Nin (modal num- 
ber 	40 MIL range 20. 97; n =49). 

When subthreshold responses from strongly rectify-
ing neurons were analyted. a Yery reproducible picture 
was obtained > 25). This is shown in Figs. 3A and 1.1, 
for subthreshold and threshold responses, respectively. 
Plots in Rus. 3C and D illustrate the corresponding 1-V 
plots. lnward rectification was seen as deviations from 
linearity that ¡timos' occurred in a piccewisc fashion, 
That is. severa) voitage trajectories could be titted with 
separate straight unes (dashed numbered Unes in 
Fig. 3A). These trajectories were separated from each 
other by sudden transttions (corners signaled by arrows 
in Fig. 3A). From left to right. transitions durine, the 
ascendine, ritinp occurred at ea. -. 70. —t.10, and 
— SO mV. The Rajectory from 70 lo -- 60 mV (be-
tween the first two arrowsl could not be titted by a 
straight Une. Each transition indicated an Mercase in 
apparent 	, and. therefore, it might signal the 
participation of different ion conductances during. sub- 
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threshold depolarizations iJack et 	1975: Ilenson and 
Adarns 19871. This subihreshold response svas ipic,rl oí 
many ncurons see most ot he r figurcsi. ftmontes the 
activation recorded ill siso 11,Vilson 19921. It •.itiggest 
that synaptic responses occurring in chis 'O ltage canee 
svould he the subject of modilication by int rinsie con - 
duetanees and that simple linear stithritation uf ,y n,rhtit 
inputs is very unlikcly. lIepolarating traject mies during 
dcscending ramps (dashed Vines 4 ti in Fig. 3A) were al-
most a mirror image of upward irajectories, Howe.yer. 
note that downward arrow in Fig. 3A signals the end ol 
depolarizinu current% Note that voltage kepí rising.a:ter 
the arrow. while the current ramp was airead y falling. 
This suggests that inward currents reinained active op-
posing repolarization. 'This catised counterclockwisc 
hysteresis in the depolarizing portion oí the I-V plot 
(Fig. 3C, arrows follow time direction). Ncurons los) 
their counterclockwise hysteresis (Fig. 3C) after 
(plot not shown, hut see Figs. 513. 611), This eorrelates 
with TTX effects un inward rectification during current 
stops (Bargas et al. 1989; Nisenhauru el al. 1994 There-
fore, there observations suggcst that inward reclinen-
tion has a Nit component. 

On the other hand, note that the hist vol tage trajecto-
ry during the ascendine ramp response inumber 3 in 
Fig. 3A) exhihits a smaller slope )han the prevignis Ira-
jectory (number 23. This suggcsts coactiva tion and pre-
dominance of outward current% during Chis stage. In- 

wird rectilkittion pi I'di)ininales, duran/ 11)0.,1 ol the sil))- 
threshold dep.ilari/ation. bol apparent 	 de• 

creases. And rhe 	 ht.L.ontes out- 
ward rectiriGition. 	/:in 	\"11,1_e t-,inge lUst below 

firing threshilld. 
Auisation 	 potential,  indilLed ü East 

afterpotentiai during the descending 

ramp res1)"n,etl'ig :13. Pineda el al 1 9 921. This ahnost 
anoiisiled hysteresis 11:12. 31)i. ThCrciorv„iLlivation of 
conduct anees at the suprathresInhill lesel ehanged the 
repolarizing response. I rring thresin,ld for action po- 
tential eencration Iras ea -- -15 1111.  111 	CotISC- 

quentl>. in order to restrut otir 	to the :N ub- 
threshold response. it was te-,trieted lo che ascending 
1-V plot. 

Figure 4A illtrsIrates the lining of action potencial, al 
the 1 op of a ramp response In a hother netirlIn. Note that 
repetiti; e liring (Fig. 	was cornpletels biol.:ked after 
1 0.1 TTX (Fig. 413i. oven if sumidos strength was in-
creased. 1 low es er. during su pral hreshold stimulation in 
the presence uf -rrx. a frit repolarization appeared dur-
ing the descendinu ramp (Fig. 4131. 11 w as simular tu the 
aherpotential shown in l-ie. 313. hui it w as not preceded 
by regenerative polen 	Nonetheless. this same stim- 
Ulus cotiki elicit, un sorne 	 a IT -resi s i a ti t 

-sensitise spike 150 101) \I: 	41)1 in 
151'0 out of ten ncurons. The threshold for TTX-resistant 
regenerative events WitS between — .',1) and -- 35 rnV in 

6A—F Suhihreshold re-
sponse has tetraethylammoni-
um- (7E-11-sensitive comba:-
lances. A Control: 11 letrotto-
toxin II pN.I TTX1 blocked fir-
ing hui did not block most 
the suhthreshold inward recti- 
fication. 	Addition of 5 mil 
TEA in the presence oí I uM 
TTX increased the siope of 
the ramp response over the 
whole subthreshold voltage 
range. llowever. T'EA did not 
block the las) voltage trajecto-
rylbeginning at arrow). Note 
a TTX-resisiant local response 
during TEA. 1) A TTX-resis-
tant action potential was 
evoked al the descending 
ramp during TEA application. 
E Superimposed I-V plots ifor 
A—C) revealed that Na' con-
ductance contributes very tit-
ile lo inward rectificacion as 
compared tú TEA.sensitive 
eonductances. Frequency- 
intensity plot 	t'Ion for 
record in A. Same stimultis 
strength was used in all 
frames 
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these conditions. This is more positive than the thresh-
old for Ca' currents in voltage-clamp conditions (Bar-
gas et al. 1994). The repolarization during the deseend- 
ing ramp was also scnsitive to 	(Fig. 4D). As a pre- 
sious report has shown that a parí of the afterpotential 
is Ca"-activated (Pineda et al. 1992), these observa-
tions suggest that activation of Ca= '-currents and 
Cal "-dependent outward currents may be present in 
the ramp depotarization even in the absence of regener-
ative responses, as in Fig. 48. However, note that in 
order toelicit such responses, a stimulus higher than the 
threshold for firing was used. 

Actions of ion conductance biockers 

Ion channel antagonists modified the suhthreshold re-
sponse in different ways. As shown in Fig. 5A and B, 
most of the subthreshold response was unchanged after 
firing biockade by 1µM TTX . This means that the 
main contributor for inward rectification is not a Na 
conductance. Also, the Iast voltage trajectory occurring 
at —54 mV (arrow in Fig. 5A or number 3 in Fig. 3A) 
remained unchanged in the presence of TTX, even if a 
stronger suprathreshold stimulus was applied (cf. 
Fig. 5B. G with 5A). Threshold for action potentials in 
Fig. 5A was —43 mV. Thus, outward. not inward cur-
rents predominate during the Iast voltage trajectory, 
even if inward currents are also present (as shown in 
Fig. 3A-C). 
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It was the addition of I mM 4...1P that abolished the 
last voltage trajectory during the ascending ramp re-
sponse (Fig. 5C,D). Local and ztutoregenerative TTX-
resistani events were evoked in its place. However. 4-AP 
did fin affect inward rectification in the rest of the sub-
threshold response. Characteristically. TTX-resistant 
events appeared during the ascending. not the descend-
ing ramp. This occurred at different stimulus strengths. 
Threshoid for TTX-resistant events was between —45 
and —40 mV in the presence of 4-AP. This shows that 
4-AP lowers the threshold for TTX-resistant events (see 
Fig. 4C). Further, threshold for TTX-resistant events 
now coincides with activation voltage for Cae currents 
during voltage clamp (Bargas et al. 19941. Note also that 
regenerative responses were followed by strong repolar-
izations and afterhyperpolarizations (Al-IPs). AHPs 
were mandest as a strong outward rectification with al-
most zero slope, whether the ramp was going up or 
down (Fig. 5D,F). These action potentials and AHPs 
were not blocked by 100 1.1N1 Ni' (Fig. 5E.F), but they 
were blocked by 100 uM G.12-  (Fig. 5G). This argues in 
favor of high voltage-aet ivated (H VA) Ca conductances 

Fig. 7A—D Apamin-sensitive conductances do not contribute to 
the suhthreshold response. A Control firing: 13 firing during I u51 
apamin application. Note increase in firing frequency for the same 
stimulus. C Ascending 	plots hefore and during apamin appli• 
cation were not significantly different. D Apamin increased fixing 
for the same current, but clockwise hysteresis was still present 
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underlying diese events. Also, ramp responses showed 
that .4.All•insensit 	ouiward rectitication is in parí 
Cu' • -dependent Isee .tlso Fig. 41, tiosve%er. a 4-:1P-re-
sistant and Ca' - -inclependent outk; ard rectikation vas 
diselosed during Cd:  blockilde ¡Eje. 5C11. A superim-
position of ascending 1-V plots for record~ in Fig. 5f3.C, 
and G is illustrated in Fig. Sil. `rife that the impaci („iif 
4-AP t 1 inN1) hloekade was unir apparent al the Iiitit 
voltage trajectory. 

Fitture 6 shows the effects ofanother outward current 
blocker: TEA (5 mM). 1nterestinely, jis aetions were dif-
ferent !han 4-AP actions in several respects. The control.  
record in Fig. 6A shows repetitive firing tilireshold 
-44 inV). readily abolished by I 111.1 TTX (Fig. 6131. In 
Ibis case, the stimulliS strength was maintained 
ihroughout the experiment. Note again that. in mos( of 
the subthreshokl vohaee ranee. there were no notice-
able changos in the amount of inward rectificacion with 
TTX. Superimposition of 1-V plots shows that the con. 
tribution of TTX-sensitive currents was limited tu a 
range just hclow threshold voltagelFig. 6E1. Addition oí 
5 m11 TEA in the presente of 1 1tN1 TTX increased the 
siope uf the ascending nom) response tiser the whole 
subthreshold voltage ranee I Figs. 6C. 	El. Thus. TE A- 
sensitive ehanneis are main eontrihutors lo inward 

Noticeahly, the list 4-AP-sensitive voltage 
trajectory, was not hlocked by TEA ibeginning at arrow 
in Fig. 6C1. Elowever. it 	displaced to more depolar- 
ized membrane polentials iarrow al -42 inV). As with 
4-AP, TTX-resistant local (Fig. 6C) and regenerative  

events (Fie. 61:)I Gould he et oked durine TEA. How cs cr, 

hroild (5(1111%) olershooting action potentials Nouhl 
eharaeteristically tire during descending, nol ascending, 
ramps icf Figs. 5D and 601. Again. diese TTX-resistant 
everits were hiocked hy 1001.1N1 CU;  . and not by 
100 plVI Ni 	(data nol shown). 'Fbeir Ihreshold was 
around -33 mV. 7 Iris mearas that TEA does not affect 
the threshold for Ca =  evenis as IllUell 	4-A1) does. 
Nuie that TEA-insensilive AHI's and repolarizations 
follow the TTX-resistant events. 

Superimposed 1-V plots for this experiment are 
shown in Fig. 6E. A typical 	between ¡irán), fre- 
quency and ramp current 1F-1 plot) is shown in Fig. 6E, 
Note that hysteresis km.  the F-1 plot was CIOCkIvise. This 
retlects the activation of suprathreshold outward cur-
rents (Jahnsen ami Llinas 1984: 'ahusen 1986: Yarom 
and Libias 1987). 

From the ahoye results it can he predicted that. if the 
aedo!' uf ion hlockers reilecis che blockage of sub-
threshold conducta nces, !hen a compound which main. 
ly alTects conductances generated as a produce of action 
potencial iiring (stiprathreshold) should nol be rellected 
on the aseending ramp. This prediction is correct as 
Shawn in Fig. 7, ;diere 1-V plots tFig. 7C) taken before 

8.1-C Cs'-sensillve cooduciam:Qs oinfibute tri inwuril rcc• 
tificanon at the most negittive tottage range. :I Control. 13 addi-
lion of 5 tni‘l Cs' increased slope-R„ in the mos( liyperpolitrized 
rango. C Superimposeil 1S plots show the blockage of inward 
reetification at hyperpolitrized potennais 
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(Fig. 7A) and durine application of I11111 apainin 
(Fig. 713), superimpose closely. Nonet heless, re.cords and 
F-1 plots (Fig. 71)) show that apamin (lid mercase the 
current lo frequency transduction (Pineda el al. 19921. 
Therefore.ascendine ramp responses only refiect the ac• 
tion of subthreshold activated ion conductances. 

The action of TEA in all the subthreshold voltage 
range (Fig. 6E) suggests the presence of conductances 
activated by hyperpolarization. Some of diese conduc-
tances are sensitive to TEA le.g.. Stelling and Jacob 
19921. These conductances wouid be main contributors 
lo inward rectification (Jiang and North 19911. A not her 
blocker for these conductances is Cs administered ex-
tracellularly. As shows in Fig. 8. 5 mNI Cs " mainly af-
lected the tnost negative voltage range of the sub-
threshold response. At these potentials, a dramatic in-
crease in slope-R. occurred (cf. lig. 8A and 13 and see 
1-‘; plots in C). Neither the firine frequency (Fig. 8A,13) 
nor the subthreshold response at relatively more posi-
live potentials had great changos during Cs applica-
tion. Hyperpolarizing response during Cs • application 
was not symmetric (Fig. 813; Stelling and Jacob 1992). 
and at relatively more positive potentials the elTects of 
Cs 	progressively decayed lup to —70 mV), 

From the above experiments one can conclude that 
severa' ion conductances contribute lo make up the 
subthreshold response in these cells. Some of diem may 
be transient conductances -- as described for 4-AP-sensi-
tive conductances (Surmeier et al. 1988.1991: Bargas et 
al. 1989: Nisenbaum et al. 1994), lf this is so, thcy would 
contribute differentially to liring patterns depending un 
previous membrane potential. To test this hypothesis. 
liring was evoked alter ramps heginning at two differcnt 
holding potentials: —80 and —60 mV. Figure 9 shows 
that the input to output relationship changed depeud-
ing on previous membrane potential. F-1 slope in-
creased with membrane depolarization and liring re-
sponse ovas facilitated for the same stimulus strength. 
This is expected if some contributing oulward currents 
were inactiva ting (Bargas et al. 1989: Pineda et al. 1992: 
Nisenbaum el al. 1994). However, (he lowest recorded 

Fig. 9 Firing evoked from different holding polentittls. Lefa. fru- 
quency-intensity plots. risht, corresponiiinp voltage 
ibis case sinnulus current is at the bottoull 

frequeney was similar at the two potentials (z 25 I Iz), 
es en if the stimulus current ‘vas different. The lowest 
recorded frequency depends on the slope of the ramp 
SttI11111US 0101 antilyzed here). 

Discussion 

In this work. the responses to ramp currents inimicking 
the timine of physiological activation (see Wilson 1992) 
were used to analyze subthreshold membrane respon-
siveness. A main conclusion is that severa] ion conduc-
tances contribute tu subthreshold dcpolarizations uf 
this sore. Therefore. these conductances prohahly chape 
physiological synaptie activation. 

Evidence was round for the presence of TTX-. C(1' 
4-AP-, TEA- and Cs' -sensitive conductances in the 
subthreshold range. However. !heir contribution and 
voltage range of action were very different. These differ-
ent ion conductances could work in concert, opposing 
or modulating each other, tu aljust or preset the input-
°Input function of the neuron for a given stimulus.It is 
likely that conductances describa' in voltage-clamp 
studies as being selectively blocked by the blockers used 
here (Surmeier et al. 1988, 1991, 1992; Burgas et al. 
1991 b, 1994: Ogata and Tatebayashi 1990: riang and 
North 1991) could be responsible for this presetting or 
adjustment. Consequently, this adjustment could be 
regulaled by 'the transmitters that modulate these con-
ductances (Akins et al. 1990; Surmeier et al. 1992.1993; 
Pacheco-Cano et al. 1993: Pineda et al. 1993). In this 
respect, the present experiments describe the eharaeter-
istic response before and atter some oí the contributine 
conductances are blocked. Therefore, we can now com-
pare the effects of blockers with those produce(' by 
transmitters. This permits us to better interpret the 
modulatory actions of transmitters nn firing and synap- 
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tically timen depolaniations re.c , Paehecoa. ano el tl. 	or -50 m\ 1111,, tnatk, the heetonnic ot the lata Y oftage 
19931, 	 trareetryr 	 torne 	thre%hold 	11:1'x. .3. 

dashetiaine 3 and 	 in .dope-M., 

Ion conductances participating in slow 	
indlcau:', a pieriollunalit activailon or out‘yard 

depolarizations 	
in ilti% oliace t'anee Remarka 	1 	inereased 
slope•R„ in most 	the 	 canee, bu t it did 

Most probably. we always reeorded from spiny projec. not Hoce chis List 5,01rage srareLtory (Fra. t7 t. ftowweler. 
tiOn neurons tes. Chang et al. 1982: Wilson 1990: all 	the last voltatie traiek.tory duraste the a%cending ramp 
biocytin.injected neuron in Ibis sampie were medium response was hioaed by 	P +Fig. 51. The e, ineentra- 

spiny: u> 25). As slope.R„ depends on memhritne po- tion of -1-AP used 	 parually affeet hast 
tential in any viven neuron. R, reponed Itere was al- Entíbiela outward currents ami completely birrek slow 
ways evaluated at 	(see Maierials and mesh- transient outward cut rent% ttiurineter et al. 1991: Nisen- 
odS).:\ nninlodal distrihtition was obtarner.i Isee Re- 	hauni et al. 19941, This last ‘oltace tratector> 1s 1101 
sults): no ertheiess. vanation in the amount oí inward readily seen on steady -tate 1.V piots ohtained kvi th .Jur- 
reetification was considerable, from neuron tu neuron, 	rent step% le.g,, Erg. 11. Che participatson 1.1 Ira nsient 
under the SaIlle ree(Nrthnl 	 E 'hus. lIntil more oiltwitrd currents al thi% voltage ronce is also supported 
data is available, Ibis Yartability can be seco as ansing by the obsemation that holding potehtiiii modifies the 
from a single neuronal population. As has been indicar- aleo' of the F.1 fullearon the!, 9). II is al%0 compatible 
ed previously, 1-V plots and R, measurements also dif- with the slow inactivatron hineties reponed for a eiuss of 
fer, dependine up on recording ter:hurgues ami condi• these cut rents tSurtneler el al. PNI: NisenbintIn et al. 
tions Margas et ah 1988: Siert!! 1990). These differenees 	19941. íherefore. the present observations suggest that 
cannot lle attributed just to lesions (Stonn 1994)). rho 	 condwitrejes  do play a sumirle:Int role 
Loss or variation in any souree of subthreshold rectifica- in input itueuration. even hen the stimuli is mide u p o) 
tion wili result itt a difieren( 1-V pica ami R.., (13ensolt slow ramp depolarizattons. as in in Y tYo eonditions. Du- 
rand Adams 1987). And as ihese ohservatiuns show. polariring episodes much loncer than 1 s Skould he 
many types of conductance contribute to 01e sub- needed lo elude the escape of the transtent etutward cur-
threshold response. For example. in many cells. a sub- rents, 
stantial pan of the inward reetification is list during 	However. in spite of the uutward current predorni- 
whole.cell reeordings if precatitions are not taken tes., ¡lance in the Last voltage trajectory. a role for inward 
Stelling ami Jacob 1992). 	 currents was also evident. Both 1-V counterelockwise 

Ramp responses exhihited complex bit reproducible hysteresis (Fig. 3) and 'I.TX reduction of sope-R, 
changes in voltage trajectory (Fig. 3). Cs and TEA (Fig. 6E) suggest Na participation. 
blocking actions (Figs. 6, 8; cap, Hille 1992: Stelling and 	On the other hand. fast. Cdt''-sensitive repolariza- 
Jaeob 1992; Yarom and !Inas 19871 suagest that con- tions sttggest ealeitun entry.  (Fig. 413-Di. They occur 
duciances activated hy hyperpolarization predominitte even in the absence of regenerative events (Fig. 4131. Al-
at relatively negative potentials.These conductances de- so. when potassitun currents are hIrteked wIth -f-•1P. 
actívate at -70 tu -65 InV. Aceordingly, voltage rate TTX-resistant local responses and action potenttais are 
of ríse increased (Figs. 2. 3. 5. 6) when the depolarization disclosed. They are accompanied by fast repeqartianons 
reached Chis leve), In fact, the steepest slope-R, was oh. arld Al-IPs. Ali ihese events are blocked hy micromolar 
tained when the ramp response reached potentials be- Ca.12  • and not by.  mieromular 	Therefore. they 
tween -65 and -50 InV. Neither TTX nor 	should be pruduced by high woltage achvitted diVA) 
changed the slope uf the 1-y plot in this voltage range Ca2  cunetas (Burgas et al. 1991. 19941. The threshold 
(Figs, 5, 6). Therefore, we conelude that subthreshold for Ca2  and Ca'.  -dependent events is very near the 
rectification largely representa the elosing of inward rcc- firing threshold for 	action potentials, :\ toreo\ er. 
tifier CharineiS (WilSoll 19921. This is in agreement with they require strouer stirrudi iban those needed to reaeh 
both voltaue.elamp measurements (Jiang and North the firing threshold (cf. Figs. 413 and 513). Therefore. their 
1991) and Cs-  aetion, which declined around - 70 mV contribution to the subthreshold response is difficult to 
(Fig, 8). 	 evaltrate. Nonetheless. the lack of action of apamin Jur. 

However. by comparing the actions oí TEA and Cs 	ing depolari¿ing ramp responses 1Fig. 7) suguests that 
it is evident that TEA also increased slope.R„ at polen- the role of Ca2--activated currents is mainly accom. 
tials between -70 and -50 mV (Fire 6). lndeed. TEA plished at suprathreshold voltace levels. 
was the only blocker that acted in Chis potential muge. 	Note that chances in trajectory 	Fig. 31 durine 
This suggests that some. yet undescribed.TEA•sensitive the ramp responses do not exactly match voltage 
conductance plays a role in (bis voltage unge uf the thresholds reponed for descrihed conductances using 
subthreshold response in ihese cells. Evidence uf cholin- step-like stimuli or voitage-clamp cronditions ¡Burgas et 
ergio agenis increasing the siope.1?,„ in this potencial 	al. 1989. 1991b: Surmeier el  al, 198x. 1991: Nisenbaum 
range have been reponed (Pineda el al. I9931. 	 et al. 19941. This is expected hceause durine y erv sioa 

A sudden drop in slope-R„ occurred when the ramp depolarizations all conductances taet bequen uall s.  and in 
response surpassed potentrals more positive than -55 corleen. each inlitieneed by the others. Except for the 
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