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I. Resumen

La dopamina (DA) es un neuromodulador muy importante en el sistema
nervioso central de los mamiferos. En la médula espinal la DA juega un papel
fundamental en el control de la informacion nociceptiva y de la actividad motriz.
Sin embargo, se conoce poco acerca de su papel en el control de la informacion
no nociceptiva (cutanea y propioceptiva). El objetivo de la presente tesis fue
examinar los efectos de la DA sobre la vias interneuronales que median la
despolarizacién de aferentes primarias (PAD), producida por la estimulacién de
fiboras aferentes de bajo umbral (mielinizadas), e investigar los subtipos de
receptores a DA involucrados. Los experimentos se realizaron en la médula
espinal lumbar de ratén neonato (P6), hemiseccionada sagitalmente y con nervios
periféricos en continuidad, los cuales se estimularon con intensidades basadas en
multiplos del umbral (xU) de las fibras mas excitables (usualmente < 2 xU), a 200
Ms y con una frecuencia de 0.1 Hz. La PAD, asociada a la inhibicion presinaptica,
fue inferida a partir de los potenciales de raiz dorsal (DRPs) registrados en las
raices dorsales Ls-L4, y la transmision sinaptica de las fibras aferentes a partir del
componente monosinaptico de los potenciales extracelulares de campo (EFPs), o
de los potenciales (EPSPs) o corrientes (EPSCs) postsinapticos excitadores
registrados en interneuronas del asta dorsal profunda de la médula espinal. La
eficacia sinaptica de las fibras aferentes fue estimada a partir de la depresion de
los EFPs y DRPs producidos por la estimulacion de las fibras aferentes
homénimas. La excitabilidad de las fibras aferentes se evalu6 mediante la técnica
de Wall. La DA (1-10 pM) deprimi6é los DRPs en 44.1% respecto al control, sin
afectar el componente monosinaptico de los EFPs ni la depresion homosinaptica.
La depresién de los DRPs fue mimetizada por el agonista de los receptores
dopaminérgicos de la familia D,-like, quinpirol (1-10 uM), al deprimir los DRPs en
32.2% respecto al control, sin efecto sobre los EFPs. En cambio, el agonista de los
receptores dopaminérgicos D;-like, SKF-38393 (10 pM), no produjo un efecto
significativo sobre los DRPs o EFPs. La DA deprimié las EPSCs monosinapticas
registradas en interneuronas del asta dorsal sin afectar el componente

monosinaptico de los EPSPs, ni las propiedades de membrana de las
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interneuronas registradas. Ni la DA ni el quinpirol afectaron la excitabilidad de las
fibras aferentes. En conclusion, nuestros resultados sugieren que la DA deprime
los DRPs mediante la activacion de receptores de la familia D,-like. Puesto que la
transmision monosinaptica de las fibras aferentes mielinizadas no fue afectada por
la DA o el quinpirol, se propone que la depresion de los DRPs se debe a una
reduccion de la excitabilidad de las vias neuronales que median la PAD.
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Abstract

Dopamine (DA) is a very important neuromodulator in the mammalian
central nervous system. At the spinal cord level DA plays a fundamental role in the
control of nociceptive information and motor behavior. The aim of this thesis was to
examine the effect of DA on neuronal pathways mediating primary afferent
depolarization (PAD), produced by stimulation of low-threshold (myelinated)
afferent fibers, and to investigate the DA receptor subtypes involved. Experiments
were carried out in the sagittal hemisected spinal cord of 6 days-old mice. Dorsal
and ventral roots were maintained in continuity with sciatic nerve branches.
Stimulation intensities were based on threshold multiples (xT) from the most
excitable afferent fibers (usually < 2 xU), 200 ys and 0.1 Hz frequency. PAD,
associated to presynaptic inhibition, was inferred from recorded dorsal root
potential (DRPs) in dorsal root L3-L4. MOnosynaptic transmission of afferent fibers
was inferred from the monosynaptic component of extracellular field potentials
(EFPs), or from excitatory postsynaptic potentials (EPSPs) or currents (EPSCs)
recorded in deep dorsal horn interneurons in the same segments. Synaptic efficacy
was estimated from the homosynaptic depression of EFPs and DRPs produced by
the stimulation of homonymous afferents. Excitability of afferent fibers was
assessed by means of Wall's technique. DA (1-10 uM) depressed DRPs 44.1% of
control, with no effect on the monosynaptic component of EFPs or the
homosynaptic depression. The depressant effect of DRPs produced by DA was
mimicked by the dopaminergic D,-like receptor agonist, quinpirole (1-10 pM) (-
32.2% of control), with no effect on EFPs. In contrast, the dopaminergic D;-like
receptor agonist, SKF-38393 (10 uM), produced no significant changes on DRPs
or EFPs. DA depressed EPSCs recorded in deep dorsal horn interneurons with no
significant effect on EPSPs amplitude, or interneuron membrane properties.
Neither DA nor quinpirole affected the excitability of afferent fibers. In conclusion,
our results suggest that DA depresses low threshold-evoked DRPs by activation of
the D,-like receptor family. Since neither DA no quinpirol affected the synaptic
efficacy of myelinated afferent fibers, it is proposed that depression of DRPs by DA

is due to a reduction in the excitability of neuronal pathways mediating PAD.
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Il. Introduccion

La médula espinal constituye un punto critico de neuromodulacién dado que
es el sitio en el que se establece contacto entre las aferencias sensoriales y el
sistema nervioso central. A este respecto, los sistemas monoaminérgicos
supraespinales juegan un rol fundamental en la modulacién de diversas funciones
espinales. Se ha observado que las vias monoamimérgicas descendentes,
clasificadas de acuerdo al fenotipo de neuromodulador liberado [dopaminérgicas
(DA), serotonérgicas (5-HT) y noradrenérgicas (NA)], estan implicadas en la
regulacion de una amplia variedad de funciones, tales como la locomocion, la
antinocicepcion y la regulacion de la transmision sinaptica de las fibras aferentes
somaticas y viscerales, entre otras (Bras et al., 1989; Fleetwood-Walker, 1988;
Garcia-Ramirez et al.,, 2014; Garraway y Hochman, 2001; Millan, 2002;

Zimmerman et al., 2012).

Se ha propuesto que la neuromodulacibn monoaminérgica a nivel espinal
es un proceso sumamente diferenciado (Garraway y Hochman, 2001), el cual se
encuentra ligado a los distintos subtipos de receptores a monoaminas, a sus
mecanismos Yy sitios de accién (presinapticos y postsinapticos), asi como a las
afinidades que presentan los receptores para cada una de las monoaminas (Bras
et al., 1989; Christie, Whelan, 2005; Curtis, Leah, et al., 1983; Engberg y Ryall,
1966; Garcia-Ramirez et al., 2014; Jankowska y Hammar, 2000; Ridet et al.,
1992).

Uno de los mecanismos de cardcter inhibitorio mas importantes sobre la
informacion sensorial es el control de la transmision sinaptica de las fibras
aferentes primarias a través de un mecanismo de inhibicion presinaptica asociada
a la despolarizacion de aferentes primarias (primary afferent depolarization, o
PAD; por sus siglas en inglés) (Eccles, et al., 1962b; Eccles, et al., 1962c;

Zimmerman et al., 2012). Sin embargo, en la actualidad, poco se sabe sobre la
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modulacion monoaminérgica de las vias neuronales que median la inhibicion

presinaptica asociada a la PAD.

1. Inhibicion presinaptica asociada a la despolarizacion de aferentes primarias

1.1 Inhibicion presinaptica

La informacién sensorial proveniente de las fibras aferentes somaticas
(cutdneas y propioceptivas) y viscerales es regulada a nivel de la médula espinal
mediante mecanismos tanto presinapticos como postinapticos (Garraway Yy
Hochman, 2001; Jankowska y Hammar, 2000; Millan, 2002; Rudomin y Schmidt,
1999; Zimmerman et al, 2012). Uno de estos mecanismos involucra interneuronas
GABAérgicas localizadas en las laminas intermedias y en el asta dorsal de la
médula espinal, las cuales establecen sinapsis GABAgérgicas axoaxonicas sobre
las terminales de las fibras aferentes, y cuya activacion conduce a una reduccién
de la efectividad sinéptica de estas terminales (Eccles, et al., 1962a; Eccles, et al.,
1962c; Jankowska, McCrea, et al., 1981). A este mecanismo inhibitorio de control
de la informacion sensorial se le conoce como inhibicion presinaptica. Los trabajos
pioneros realizados por Frank y Fuortes (1957) constituyen la evidencia clasica de
la inhibicion presinaptica, ya que en ellos se describe la depresion de los
potenciales postsinapticos excitadores (EPSPs) monosinapticos producidos por la
estimulaciéon de fibras aferentes musculares del grupo la en motoneuronas
espinales (Figura 1), al aplicar una estimulacién condicionante a fibras aferentes
de musculos flexores. Esta depresion ocurre en ausencia de cambios en el
potencial de membrana en reposo o en la excitabilidad de las motoneuronas
(Eccles, et al., 1961a; Frank y Fuortes, 1957). Las observaciones de Eccles,
Lundberg y colaboradores mostraron, ademas, que la depresion de los EPSPs
ocurre sin cambios en la invasién del potencial antidromico en la motoneurona, ni
en la amplitud ni en el curso temporal de los EPSPs monosinapticos producidos
por la estimulacion de fibras descendentes (Eccles, et al., 1961a; Eide, Lundberg,

1968), lo que fue validado posteriormente por Rudomin y colaboradores (1991)
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(Figura 2). No obstante, se llegé a proponer la posibilidad de mecanismos
inhibitorios postsinapticos en un sitio alejado del soma, como es el caso de las
dendritas distales de las motoneuronas, los cuales no serian facilmente
detectados por un microelectrodo intracelular a nivel del soma. Por esta razén,

Frank (1959) denominé a este fendmeno “inhibicién remota”.
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Figura 1. Depresion de los EPSPs monosinapticos del grupo la producida por la
estimulacion condicionante de aferentes flexoras a través de un mecanismo de inhibicion
presinaptica. A) EPSPs control (CON) registrados en una motoneurona del nervio plantaris (PL)
(estimulo de prueba) y depresion asociada a la estimulacién previa del nervio flexor, biceps
posterior y semitendinoso, con cuatro pulsos (4PBSt; estimulacion condicionante), precediendo al
estimulo de prueba con diferentes intervalos. Los trazos superiores corresponden al registro de la
salva aferente en el dorso de la médula (la positividad se muestra hacia arriba en ambos trazos).
B) Curso temporal de la depresion de los EPSPs (expresada como porcentaje de la amplitud
control) para los registros mostrados en A. C) EPSPs control (CON) y depresion de los mismos
cuando fueron precedidos con estimulacion condicionante de aferentes flexoras del grupo | con un
intervalo de 5 y 83 ms (datos de otro experimento) (Eccles, et al., 1961a).

La depresion de los EPSPs producida por la estimulacion condicionante de
aferentes flexoras ocurre sin cambios en la fase de decaimiento, lo que implica
gue no se producen cambios en la resistencia de membrana a nivel postsinaptico

(Eccles, et al.,, 1961a). Sin embargo, estudios posteriores mostraron que se
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pueden detectar cambios en la pendiente de decaimiento de los EPSPs cuando
ocurre una interaccion EPSPs/IPSPs en las dendritas distales de la motoneurona,
es decir, cuando existe una inhibicion postsinaptica remota (Cook y Cangiano,
1972; Eide, Lundberg, 1968; Rudomin, Nufez et al, 1974). A este respecto, se ha
propuesto que una misma interneurona puede producir inhibicidon presinaptica y

postsinptica en las motoneuronas espinales (Figura 2C) (Rudomin, 1992).
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Figura 2. Inhibicién diferencial de los EPSPs producidos por la estimulacion de fibras lay
fibras descendentes. A) Efecto de la estimulacion condicionante del nervio biceps posterior y
semitendinoso (PBSt) sobre los EPSPs producidos por la estimulacion de fibras la del nervio
gastrocnemio (GS). CDP, potencial del dorso de la médula. IC-EC, potencial intracelular registrado
en una motoneurona menos el potencial de campo extracelular. Diff, EPSPs producidos por la
estimulacién de fibras la y precedidos por la estimulacién condicionante, obtenidos tras la
sustraccion del trazo 2. B) Efecto de la misma estimulacion condicionante del nervio PBSt sobre
los EPSPs producidos por la estimulacion del fasciculo ventro-medial (VMF). C) Disefio
experimental y vias neuronales que median la inhibicibn pre y postsinaptica. La inhibicion
presinptica es mediada por interneuronas GABAérgicas de ultimo orden (Il) que hacen contacto
sinaptico con las terminales la del nervio GS, y probablemente con las motoneuronas. En cambio,
la inhibicién postsinaptica es mediada por interneuronas glicinérgicas (I) (Rudomin, Jiménez, et
al., 1991; Rudomin 1992).



En 1990 el grupo de McCrea (McCrea, Schefchyk, et al., 1990) sefial6 que
la reduccion en la amplitud de los EPSPs monosinapticos, producida por la
estimulacion condicionante de aferentes flexores con intensidades de estimulacion
para activar fibras del grupo I, no podria explicarse por un incremento de
conductancias postsinapticas en las motoneuronas. Por consiguiente, la ausencia
de depresion de los EPSPs de origen supraespinal por la accion de un estimulo
condicionante que deprime los EPSPs de las fibras la, sin cambios en su curso

temporal, apoya el origen presinaptico de la depresion de los EPSP la.

El concepto de inhibicion presinaptica se sustentd, adicionalmente, por la
evidencia de sinapsis axoaxoénicas en el nacleo motor de la médula espinal (Gray,
1962; Lamotte, Destombes et al 1997; Lamotte d'Incamps et al, 1998) (Figura 3),
asi como por el descubrimiento de la inhibicibn presindptica en la unién
neuromuscular del cangrejo de rio, producida por una despolarizacion de las

terminales sinépticas (Dudel y Kuffler, 1960).

Figura 3. Micrografia electrénica de un botén sinéptico a nivel espinal. Botén sinaptico en la
médula espinal del gato (b) recibiendo contactos axoaxdnicos por otro botdn sinaptico (g). Se
puede apreciar la hendidura sinaptica entre el boton presinaptico y la terminal axénica (Gray,
1862).
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Eccles y colaboradores fueron los pioneros en establecer una asociacion
entre la inhibicién presinaptica de los EPSPs producidos por la estimulacion de
fibras la y la despolarizacién de las terminales presinapticas (Figura 4) (Eccles, et
al., 1961a; 1962b). Estos investigadores postularon que la despolarizacién
presinaptica (despolarizacion de aferentes primarias, PAD) es la responsable de la
depresion de los EPSPs, a través de un efecto inhibidor sobre los potenciales de
accion presinapticos que arriban a las terminales aferentes (salvas aferentes),

ocasionando una disminucion en la cantidad de neurotransmisor liberado por las

mismas.
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Figura 4. La estimulacién condicionante de nervios flexores produce una depresion
concomitante de las salvas aferentes y de los EPSPs. A-H). Registros intracelulares (trazo
inferior) de los EPSPs monosinapticos en motoneuronas del gastrocnemio. Las salvas aferentes
(trazo superior), producidas por la estimulacién del nervio gastrocnemio fueron registradas en la
entrada de la raiz dorsal L7. La negatividad se muestra como una deflexién hacia abajo. A) EPSPs
control, B-H) EPSPs precedidos por la estimulacién condicionante de fibras del grupo la del nervio
PBSt, a los intervalos mostrados. En | se grafica la amplitud de los EPSPs como porcentajes del
valor control (circulos blancos) y la amplitud de la salva aferente (la spike) producida por la
estimulacion del nervio gastrocnemio (circulos negros). La amplitud de la salva aferente se midio
del pico positivo al pico negativo y se muestran como porcentaje del valor control. La depresion de
las salvas aferentes se atribuye a la inhibicién del potencial de accion que llega a las terminales
debido a la despolarizacién de las mismas (Eccles, et al., 1961a).
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1.2 Potencial de raiz dorsal y su relacion con la inhibicion presinaptica

Antes de establecer la asociacion entre la despolarizacion presinaptica y la
depresion de los EPSPs registrados en motoneuronas, por Eccles vy
colaboradores, el interés por conocer el mecanismo involucrado en la generacion
de la PAD y su posible relacion con la inhibicion presinaptica, condujo al
planteamiento de diversas hipotesis. Barron y Matthews (1935 y 1938b)
observaron que al estimular fibras aferentes cutaneas o una raiz dorsal, en el gato
y en la rana, se registraba un potencial negativo de larga duracién (200 ms)
(Figura 5A,B), al cual denominaron potencial de raiz dorsal, o DRP (dorsal root
potencial, por sus siglas en inglés) Este potencial era la imagen en espejo del
potencial positivo, denominado onda P (P-wave), registrado en la superficie del
dorso de la médula espinal por Gasser y Graham (1933). Ambos potenciales son
el reflejo de una despolarizacion prolongada de las terminales intraespinales de
las fibras aferentes, la cual se propaga antidromicamente hacia de la raiz dorsal.
Al respecto, diversos grupos de investigadores (Barron y Mathews, 1938b; Brooks
y Fuortes, 1952; Dun, 1941), propusieron que los DRPs se producen en las
terminales aferentes debido a cambios i6nicos en el medio extracelular de las
mismas (e.g. incrementos en la concentracion extracelular de potasio con la

estimulacién condicionante de las fibras aferentes) (Trachtenberg y Pollen, 1970).

Por otra parte, diversos estudios (Eccles, 1939; Grundfest y Magnes, 1951,
Lloyd y Mcintyre, 1949) propusieron que las interneuronas jugaban un papel
importante en la generacion del DRP, al suponer que las fibras aferentes primarias
no interactian directamente entre si. Es decir, la estimulacion de una fibra
aferente en particular no ejerce una accion despolarizante especifica sobre si
misma, o sobre otras fibras, a través de interacciones directas (Koketsu, 1956).
Ademas, el DRP producido por la estimulacién de una raiz dorsal y registrado en
la misma raiz, es aproximadamente de la misma amplitud que el DRP producido
en una raiz dorsal contigua (Figura 5C, D) (Barron y Mathews, 1938b; Lloyd y
Mcintyre, 1949).
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Figura 5. Potenciales de raiz dorsal producidos por la estimulacién de aferentes cutaneas y
raices dorsales adyacentes. En cada caso, se colocd un electrodo proximal (2 mm) y uno distal
(10 mm) al sitio de entrada de la raiz dorsal a la médula espinal. La deflexién hacia arriba indica
una negatividad en el electrodo proximal. A) Potencial registrado por un estimulo tactil ligero en los
dedos de las patas de una rana. B) Idem, en el gato. C) Potencial registrado por la estimulacion
eléctrica de una raiz dorsal adyacente en la rana. D) Idem, en el gato. La flecha indica el estimulo
a las raices dorsales adyacentes (Barron y Matthews, 1938a).

Desde 1933 Gasser y Graham propusieron una posible relacion entre la
despolarizacion de las fibras aferentes y los procesos inhibidores centrales,
mediante la comparacion de los potenciales positivos lentos (P-waves) registrados
en el dorso de la médula espinal y la inhibicion del reflejo flexor producida por la
estimulacién condicionante de nervios periféricos ipsilaterales (Eccles,
Sherrington, 1931; Forbes et al, 1928). Fue asi como Barron y Matthews (1938b),
en acuerdo con Gasser y colaboradores, propusieron a la despolarizacién de las
terminales aferentes como el mecanismo subyacente al DRP y a la onda-P, es
decir, como la causa de la inhibicién de los reflejos espinales, producida por la
interaccién con corrientes eléctricas, las cuales producian un bloqueo en la

conduccion de potenciales de accion en las terminales de las fibras aferentes.
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1.3 Mecanismos implicados en la despolarizacion de aferentes primarias

Con la introduccion de los microelectrodos sensibles a potasio (K*) (Walker,
1971), fue posible investigar la propuesta de Barron y Matthews (1938b) en
relacién a la acumulacion de iones K* en el medio extracelular a consecuencia de
un incremento en la actividad interneuronal (Kriz, Sykov4, et al., 1974, 1975), y su
papel en la generacién de la PAD. Sin embargo, ya se ha demostrado que la
estimulacién de fibras aferentes cutaneas puede producir PAD sin incrementos en
la concentracion extracelular de K*, y mas adn, que la inhibicién de la PAD
producida en fibras aferentes la, también ocurre sin un incremento en la
concentracion del mismo catién (Forbes et al., 1928; Jiménez, Rudomin, et al.,
1984). En efecto, estudios fisiolégicos y farmacoldgicos posteriores confirmaron
que la acumulacion extracelular de iones K* no podia ser considerada la Unica

fuente de PAD en la médula espinal.

Con base en las evidencias histoldgicas que demuestran la presencia de
contactos axoaxonicos en la médula espinal (Gray, 1962) en fibras aferentes
primarias del grupo la (Pierce y Mendell, 1993), del grupo Ib (Lamotte et al, 1997;
Lamotte d’Incamps et al., 1998), fibras aferentes musculares del grupo Il (Maxwell,
Riddell, 1999), y fibras aferentes cutdneas (Maxwell, Ottersen, et al., 1995), se ha
llegado a determinar, a través de estudios inmuhistoquimicos a con anticuerpos
especificos, la presencia del acido y-aminobutirico (GABA) en los contactos
axoaxonicos anteriormente sefalados. Estos hallazgos fueron similares a los
reportados por Maxwell y Riddell en los contactos axoaxoénicos de los botones
sinapticos de fibras musculares del grupo Il y aferentes cutaneas (Maxwell et al.,
1995; Maxwell y Riddell, 1999).

Por otra parte, en la médula espinal de la rana toro, de la tortuga y de la
rata neonata se demostro que la inhibicion presinaptica de las fibras aferentes, y la
inhibicion postsinaptica de las motoneuronas, son mediadas por la activacién de
receptores GABA, (Bautista et alo., 2010; Deshpande SB y Warnick JE, 1988;
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Peng y Frank, 1989). Los receptores GABAa estan acoplados a canales de cloro, y
su activacion conlleva a la salida de iones cloruro (CI"), dado que el potencial de
equilibrio del CI' (Ec) en la terminal aferente se encuentra en un nivel mas
despolarizado con respecto al potencial de membrana en reposo. Ello se debe a la
presencia del cotransportador NA*-K*-2CI", el cual se encarga de introducir CI" al
interior de la terminal aferente (Figura 6). Es asi como la activacion de los
receptores GABA, produce una despolarizaciéon de las terminales de las fibras

aferentes (Alvarez-Leefmans, 1998).
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Figura 6. Representacion esquemaética de una sinapsis axoaxonica GABAérgica. Se muestra
un microelectrodo insertado en la terminal de la fibra aferente primaria, el cual registra la
despolarizacion producida por el GABA. Esta despolarizacion se debe al eflujo de iones CI, que a
su vez produce una inactivacion parcial de los canales de Na+, reduciendo la fuerza impulsora del
potencial de accidon y una menor activacion de canales de Ca2+ dependientes del voltaje. El
cotransportador Na'-K*-2CI" se encarga de restablecer el gradiente electroquimico del CI" (Alvarez-
Leefmans, 1998).
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En 1963, Eccles y colaboradores observaron que el antagonista de los
receptores GABA,, picrotoxina, deprimia la PAD y los DRPs, e incrementaba de
manera simultanea la excitabilidad de las fibras aferentes primarias, aiun en
presencia de un aumento en la concentracion de K* (Eccles, et al., 1963). Una
despolarizacion lo suficientemente grande de las fibras aferentes produce un
incremento en la excitabilidad de las mismas, de forma tal que se alcanza el
umbral para generar un potencial de accion, el cual se propaga de manera
antidromica por las raices dorsales hacia la periferia; a estos potenciales
antidrémicos se les denominé reflejos de raiz dorsal (dorsal root reflexes, DRRs;
por sus siglas en inglés) (Barron y Matthews, 1938a; Toennies, 1938). No
obstante, en 1966 Curtis y Ryall, bajo condiciones experimentales mas definidas,
observaron que la administracion electroforética del GABA disminuia la
excitabilidad eléctrica de las terminales, un dato que posteriormente fue
confirmado en las terminales de fibras aferentes del cuneatus (Galindo, 1969).
Estos resultados apoyaron la hipétesis original de Eccles (Eccles, et al., 1963)
acerca del origen de la depresion del DRP producida por aplicacion topica de
GABA, es decir, la despolarizacion de las terminales presinapticas por GABA

producia un fendmeno de oclusion con los DRPs.

1.4 Organizacién funcional de la inhibicién presinaptica

En su primer trabajo, Frank y Fuortes (1957) estudiaron la depresion de los
EPSPs registrados en motoneuronas del GS por la estimulacion condicionante del
nervio isquiotibial ipsilateral. Afios mas tarde, Eccles y colaboradores mostraron
que la depresion de los EPSPs, registrados tanto en motoneuronas flexoras como
extensoras, producida por la estimulacion condicionante de los nervios flexores
PBSt, resultaba particularmente mas robusta (Eccles, et al., 1961a). Ademas,
descubrieron que la estimulacién condicionante de otros nervios flexores (e.g.
peroneo comun, peroneo profundo) era capaz de producir una depresion muy
similar de los EPSPs, mientras que la estimulacion condicionante de algunos

nervios extensores resultaba ser menos eficaz (Figura 7) (Eccles, et al., 1961a).
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Cabe mencionar que la depresion observada sobre los EPSPs fue producida por
la estimulacion tanto de fibras aferentes la (aferentes primarias provenientes de
los husos musculares), fibras Ib (aferentes primarias provenientes de 6rganos
tendinosos de Golgi) y en menor grado, por la estimulacion de aferentes
musculares del grupo Il (aferentes secundarias de los husos musculares) y del

grupo IlI.
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Figura 7. Inhibicién presinaptica producida por la activaciéon de distintos tipos de fibras
aferentes musculares sobre los EPSPs registrados en motoneuronas extensoras. A) Los
EPSPs control (CON) fueron registrados en motoneuronas del gastrocnemio con una intensidad
méaxima de estimulacién de las aferentes musculares del grupo I. B-I) Se muestran los efectos de
la estimulacién condicionante de distintos nervios musculares con una intensidad supramaxima
sobre los EPSPs control (Eccles, et al., 1961b).

Diversos estudios han mostrado que la estimulacién de fibras aferentes la 'y
Ib de mdasculos flexores (ipsilaterales) produce una inhibicidn presinptica
asociada a la PAD en las fibras aferentes la, tanto flexoras como extensoras
(Eccles, et al., 1961b; Eccles, et al., 1962b, Eccles, et al., 1963). Ademas, se ha
demostrado que la estimulacion de las fibras Ib, producida por la contraccion de
los muasculos ipsilaterales, es mas eficaz para producir PAD en las fibras la
(Devanandan, Eccles, et al., 1965; 1966; 1964). Por otra parte, la estimulacién de
fibras musculares extensoras del grupo | es poco efectiva para producir inhibicion

presinaptica de las fibras la de musculos flexores, a pesar de que la contraccion



de mdusculos extensores induce una inhibicion presingptica en los musculos
extensores agonistas (Devanandan, Eccles, et al., 1966). Ello llevo a considerar a
la inhibicion presindptica como un mecanismo de control selectivo, capaz de
modular en forma independiente la informacién transmitida por los distintos tipos
de fibras aferentes. Es decir, existe una organizacion de las vias que producen y
las fibras que reciben inhibicidén presinaptica asociada a la PAD, en relacion a los
receptores musculares y a las acciones de los musculos involucrados (flexores o
extensores). Como se puede observar en la Figura 8, existen distintas
interacciones sinapticas entre las fibras aferentes la y Ib que producen inhibicion
presinaptica, con las fibras la y Ib que reciben inhibicion presinaptica. Estas
interacciones ocurren a través de distintas vias neuronales, las cuales pueden ser

moduladas independientemente de su origen muscular (Brink et al., 1984).
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Figura 8. Fibras aferentes musculares del grupo | que producen y que reciben inhibicién
presinaptica asociada a la PAD. A) Fibras aferentes flexoras y extensoras del grupo lay Ib que
producen PAD sobre las fibras aferentes la flexoras y extensoras que reciben PAD. B) Fibras
aferentes musculares del I, 1l y Il y fibras aferentes cutaneas que producen PAD sobre las fibras
aferentes Ib de musculos flexores y extensores. En ambos casos, el grosor de las lineas indica la
magnitud de la PAD. Los simbolos indican vias neuronales especificas. Las vias compartidas
para las fibras la estan indicadas por circulos y para las fibras Ib por diamantes y cuadros. Los
triangulos indican las vias compartidas para las fibras Ib de flexores y para las fibras la de
flexores y extensores (Brink et al., 1984).
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Adicionalmente, Carpenter, Engberg y Lundberg (1962, 1966), mostraron
que la PAD puede ser producida por la estimulacion de vias supraespinales, como
la region dorso-medial del tallo cerebral, ya que la PAD producida por la
estimulacién del fasciculo longitudinal medial, desaparecia al seccionar los
cuadrantes ventrales de la médula espinal (Carpenter, Lundberg, et al., 1963).
Asimismo, Cook (1969) demostré que la activacién del nucleo vestibular induce
PAD, hallazgo que concuerda con la desaparicion de los DRPs producidos por la
estimulacién del nervio craneal VIII después de una lesibn completa del nucleo
vestibular (Cook, Cangiano, et al., 1969). Estos hallazgos sugieren que las vias
descendentes también pueden modular presinapticamente la informacién sensorial

muscular y cutanea.

En 1986, Rudomin y su grupo de trabajo definieron tres patrones de PAD
para las fibras aferentes del grupo I, tal como se muestran en la Figura 9. La
estimulacion de fibras aferentes del grupo | y las vias vestibulo espinales
producen PAD en las fibras aferentes musculares del grupo la. En cambio, la
estimulacién de vias cutaneas, articulares, reticulo-espinales, rubro-espinales y
cortico-espinales no producen PAD por si mismas; no obstante, son capaces de
inhibir la PAD producida por aferentes del grupo | (patrén de PAD tipo A). La
estimulacién de vias aferentes del grupo Ib, cutdneas, articulares, y de las vias
reticulo-espinales, rubro-espinales y cortico-espinales producen PAD en una
subpoblacién de fibras del grupo Ib (patron de PAD tipo B). Una subpoblacion de
fibras Ib, en las que la estimulacion de vias descendentes produce PAD, pero la
estimulacién de fibras cutaneas y articulares no tiene efecto, inhiben la PAD
producida por estimulacion de aferentes del grupo Ib (patron de PAD tipo C). Esta
organizacion implica que las interneuronas que median la PAD de las fibras

aferentes son diferentes y altamente especificas.
Mediante estudios realizados en el gato, se ha estimado que la latencia

minima para producir PAD es de 0.6 a 0.8 ms (Jankowska et al., 1981), un dato
compatible con un retardo monosinaptico, mientras que la latencia de la PAD
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producida por la estimulacion de fibras aferentes del grupo | varia entre 1.7 y 2.0
ms (Rudomin et al., 1983). Tales observaciones llevaron a concluir que la via mas
corta para producir PAD requiere al menos dos interneuronas interpuestas, es

decir, una latencia trisinaptica (Figura 9).
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Figura 9. Organizacion funcional de la inhibicion presindptica relacionada con la PAD. A),
B) y C) Diagramas que muestran los posibles sitios de accion de diferentes vias aferentes y
supraespinales sobre las vias neuronales que median la PAD de las fibras aferentes con patrones
de PAD tipo A, B y C, respectivamente. Las interneuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y
glicinérgicas se muestran en rojo, verde y gris, respectivamente. Los signos de interrogacion en B
y C muestran conexiones que si estan presentes no pueden ser documentadas ni excluidas con
las técnicas empleadas (modificado de Rudomin et al., 1986).

En la actualidad, con el desarrollo de nuevas herramientas genéticas, ha
sido posible estudiar a las interneuronas GABAérgicas espinales responsables de
la inhibicion presinaptica, caracterizadas por ser las unicas neuronas GABAérgicas
que expresan la enzima descarboxilasa del acido glutamico tipo 2 (GAD2, también
conocida como GADG65) (Hughes et al., 2005; Soghomonian y Martin, 1998), y
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algunos factores de transcripcion especificos, como el factor tumoral pancreético
la (Ptfla), con el proposito de evaluar su papel en la conducta motriz. Se ha
mostrado que la ablacién genética selectiva de las interneuronas que expresan la
enzima GAD2, en ratones transgénicos GAD2“°, modifica severamente los
movimientos dirigidos a alcanzar objetos (Fink et al., 2014). En estos animales se
produce una oscilacién estereotipada de las extremidades durante el movimiento
de alcance (Figura 10). Estos resultados revelaron el papel central que ejerce la
inhibicion presinaptica en el control sensoriomotor, produciendo una estabilizacion

y un amortiguamiento de los movimientos dirigidos.
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Figura 10. Efecto de la ablacion genética selectiva de las interneuronas responsables de la
inhibicion presinéptica que expresan la enzima GAD2. Panel izquierdo. Protocolo de analisis
de la cinematica enfocada a evaluar el movimiento de alcance. Un raton GAD2°® es videograbado
por dos camaras monocromaticas de alta velocidad y resolucién, mientras realiza un movimiento
de alcance en una pata delantera, dirigido a obtener alimento. Panel intermedio. Grafica que ilustra
el efecto previo (circulos azules) y posterior (circulos rojos) a la ablacién selectiva de las
interneuronas GAD2 mediante la aplicacion de toxina diftérica (DT), en el movimiento de alcance.
Panel derecho. Gréfica con las trayectorias videograbadas de la pata delantera del raton, mientras
ejecuta el movimiento orientado a obtener el alimento. El trazo azul corresponde a la condicién
control cuando las interneuronas GAD2 auln estan presentes. El trazo rojo corresponde al
movimiento después de la ablacion de las interneuronas GAD2, tras la aplicacion de la DT (Fink et
al., 2014).
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2. Monoaminas: Su papel modulador en la inhibicion presinaptica asociada a PAD

2.1 Efectos de las monoaminas en la médula espinal

En general, los sistemas monoaminérgicos producen un efecto bimodal
sobre la informacion sensorial (Figura 11). Por ejemplo, la 5-HT puede inhibir o
facilitar la transmisidn sensorial nociceptiva y térmica (Tabla 2) (Hochman y
Garraway, et al.,, 2001), pero poco se sabe acerca de sus efectos sobre las
aferentes que codifican la informacion sensorial no nociceptiva y propioceptiva
(Garcia-Ramirez et al., 2014). A este respecto, se ha observado que las
monoaminas 5-HT, DA y NA deprimen considerablemente los DRPs producidos
por la estimulacion de aferentes mielinizadas cutaneas y propioceptivas (Figura
11), asi como aquellos producidos por la estimulacion de fibras aferentes
viscerales; es decir, reducen, en principio, la inhibicion presinptica producida por
la estimulacion de aferentes propioceptivas, cutaneas, musculares y viscerales
(Bras et al., 1989; Curtis et al., 1983; Garcia-Ramirez et al., 2014; Jankowska y
Hammar, 2000; Rudomin y Schmidt, 1999; Zimmerman et al., 2012). No obstante,
no ha sido posible precisar si los efectos de las monoaminas sobre las vias
neuronales que median la PAD ocurren a nivel presinaptico o postsinaptico
(Schmidt y Sherrington, 1971; Garcia-Ramirez et al., 2014). Por otra parte, se ha
demostrado que la activacion del receptor serotonérgico 5-HTs, produce una
despolarizacién directa de las fibras aferentes nociceptivas conduciendo a una
reduccion en la liberaciéon del neurotransmisor y a un efecto antinociceptivo
(Alhaider, Lei, et al., 1991; Bardin, Lavarenne, et al., 2000; Millan, 2002). Se ha
observado, ademas, que la 5-HT, DA y NA deprimen los potenciales
postsinapticos excitadores (EPSPs) producidos por la estimulacion de la raiz
dorsal (Figura 11 y Tabla 1) (Garraway y Hochman, 2001). Sin embargo, en dicho
estudio se utilizaron intensidades de estimulacién adecuadas para activar fibras de
muy alto umbral (nociceptivas), y no se determiné si la depresion de los EPSPs

ocurria a través de mecanismos presinapticos o postsinapticos.
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Figura 11. Efecto modulador de las monoaminas y de la acetilcolina sobre los EPSPs
registrados en interneuronas del asta dorsal en rebanadas de médula espinal de rata
neonata. Las gréficas muestran el curso temporal de la depresion de los EPSPs producida por la
aplicacién (barra horizontal) de serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y dopamina (DA). Puede
observarse que la acetilcolina (ACh) produce una facilitacion. Los EPSPs fueron producidos por la
estimulaciéon de la raiz dorsal con intensidades para activar las fibras no mielinizadas tipo C
(Garraway y Hochman, 2001).

Tabla 1. Incidencia de neuronas que presentaron depresién y/o facilitacién en la amplitud de
los EPSPs por la aplicacién de 5-HT, NA, DA y ACh.

Agonist | EPSP Amplitude, T | EPSP Amplitude, | | No Change
5-HT (28) 14 79 7

NA (26) 15 62 23

DA (20) 15 55 30
ACh (20) 70 15 15

Los valores representan el porcentaje del tamafio de la muestra mostrada en paréntesis (Garraway
y Hochman, 2001).
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2.2 El papel neuromodulador de la DA en la médula espinal

Dentro del grupo de monoaminas, se ha considerado a la DA como un
neuromodulador muy importante en el sistema nervioso central de los mamiferos.
En particular, en estudios pioneros se ha demostrado que la DA deprime el reflejo
monosinaptico en la médula espinal del gato (Carp y Anderson, 1982), lo que
resalta la importancia de los receptores dopaminérgicos en la actividad motriz.
Asimismo, se ha observado que la DA deprime los DRPs producidos por la
estimulacion de nervios cutaneos y musculares, sin afectar el componente
monosinaptico de los potenciales extracelulares de campo (EFPs) (Figura 12)
(Garcia-Ramirez et al., 2014). Similarmente, la DA también deprime los DRPs y
los potenciales de raiz ventral (VRPs) producidos por la estimulacién del nervio
esplacnico (Zimmerman et al., 2012); es decir, ejerce acciones inhibidoras sobre el

sistema nervioso autbnomo (Figura 13).

SHT Y control DA Y control NA Y control
Y SHT Y DA Y NA
Y wash Y wash Y wash

100
DRP (L5) - DRP (L5) v
uVv

DRP (L5)

100
ny

Figura 12. Acciones moduladoras de las monoaminas sobre los DRPs producidos por la
estimulacion de aferentes de bajo umbral en el nervio tibial. DRPs registrados en la raiz dorsal
L5 antes, durante y después de la aplicacion de 10 uM de 5-HT, DA y NA, respectivamente. El
nervio tibial se estimul6é a una intensidad 4 xU (veces el valor umbral de las fiboras mas excitables).
Se puede apreciar que las tres monoaminas producen una depresion de los DRPs, siendo la 5-HT
mas efectiva. Puede observarse que la amplitud de la salva aferente, estimada a partir del registro
de los DRPs a un mayor barrido (insertos) no fue afectada por las monoaminas (Garcia-Ramirez et
al., 2014).
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En el asta dorsal de la médula espinal se ha observado que la DA inhibe a
las interneuronas de primer orden activadas por fibras aferentes del grupo II,
provenientes de husos musculares, a través de la activacion de receptores de la
familia D,-like. Sin embargo, las interneuronas de la zona intermedia son inhibidas
por la DA, posiblemente a través de la activacion de receptores adrenérgicos, 0
mediante la liberacion de NA desde las terminales de fibras adrenérgicas (Figura
14) (Skoog y Noga, 1995).

EFP TP S misrmperet CONMTON “w;:w.mw'*h'*‘“
DA W,
2 10 ms
5ms
T12VR

Peak amplitude (% confrol)

EFP DRP VRP

Figura 13. Modulacion dopaminérgica de las respuestas reflejas producidas por la
estimulacion del nervio esplacnico. A) De arriba abajo, EFP, DRP (T12DR) y VRP (T12VR)
producidos por la estimulacion de aferentes viscerales en el nervio esplacnico y registrados a nivel
T12. El control se muestra en negro, y los efectos de la aplicacion de DA (10 uM) se muestran en
rojo. B) Gréfica de la depresion de los EFPs, DRPs y VRPs producida por la aplicacién de DA. Los
valores promedio de amplitud y la D.E.M. se muestran normalizados con respecto a la amplitud
control. El inserto muestra un acercamiento de los EFPs y de la salva aferente registrada en la raiz
T12DR (Zimmerman et al., 2012).
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Es importante sefialar que los niveles extracelulares que alcanza la DA son
un factor clave en la activacion de diferentes tipos de receptores dopaminérgicos.
Por ejemplo, a partir de estudios realizados en la corteza prefrontal de la rata, se
sabe que la DA, a bajas concentraciones (10 nM), activa a los receptores D;-like,
mientras que a concentraciones altas (>20 uM) activa a los receptores D,-like
(Kawamoto, Otsuguro et al., 2012). En la médula espinal de la rata neonata la DA,
a concentraciones <1 uM, deprime los potenciales de raiz ventral lentos (sVRP),
atribuidos a las respuestas polisinapticas provocadas por la estimulacién de las
fiboras C que transmiten la informacion nociceptiva (Kawamoto, Otsuguro, et al.,
2012). No obstante, a concentraciones >1 uM, ademas de la depresion de los
potenciales de raiz ventral lentos (sVRP), la DA produce una despolarizacion de
las motoneuronas y deprime el reflejo monosinaptico (Clemens y Hochman, 2004;
Kawamoto et al., 2012; Kitazawa, Saito, et al., 1985). La depresion del reflejo
monosinaptico en la médula espinal del raton por la DA, a una concentracion 1
UM, se produce via la activacion de receptores D,-like (Clemens y Hochman,
2004).

En la médula espinal de rata neonata se ha reportado que la DA deprime
los componentes de latencia corta y prolongada de los EPSPs producidos por la
estimulacién de la raiz dorsal (Garraway y Hochman, 2001). Asimismo, en
neuronas espinales de la sustancia gelatinosa de la rata neonata, la DA, a
concentraciones >10 pM, activa canales de K*, produciendo una hiperpolarizacion

via la activacion de receptores D,-like (Figura 15) (Tamae et al., 2005).
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Figura 14. Efecto de la aplicacién iontoforética de dopamina (DA) y sus agonistas sobre los
potenciales extracelulares (EFPs) de campo registrados en la zona intermedia de la médula
espinal del gato. A) Curso temporal del efecto de la DA sobre la amplitud de los EFPs,
producidos por la estimulacion de aferentes musculares del grupo Il en la zona intermedia en la
médula espinal del gato. Los efectos se muestran como el porcentaje de la amplitud en el registro
control. B) y C) Graficas iguales a las de A, mostrando los efectos de agonistas a los receptores
de la familia D;-like y D,-like. Las barras superiores indican el periodo de la iontoforesis. Se puede
inferir que los efectos de la DA ocurren posiblemente a través de la activacion de receptores a NA
(Skoog y Noga, 1995).

Resulta de importancia destacar que la DA ejerce un efecto modulador
sobre los circuitos neuronales que generan el patréon motriz en los mamiferos. En
particular, en la médula espinal in vitro de roedores, la aplicacion de DA, o sus
agonistas, induce una actividad ritmica y alternante entre flexion y extension,

estabilizando el patron motriz (Barriére, Mellen, et al., 2004).
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Figura 15. Efecto de la DA sobre los potenciales de accién y EPSPs producidos por la
estimulacion de la raiz dorsal. A) Potenciales de accién generados por la estimulacion eléctrica
de la raiz dorsal, a una frecuencia de 0.2 Hz, mediante un electrodo de succién. El registro
corresponde una neurona de la sustancia gelatinosa (potencial en reposo -63 mV). La raiz dorsal
se estimulé con una intensidad apropiada para activar a las fibras aferentes de alto umbral (fibras
C). La barra horizontal indica el tiempo de perfusion de la DA (100 pM), la cual produjo una clara
hiperpolarizacién (8 mV) del potencial de membrana, y una inhibicion de los potenciales de
accion. B) Registro de los potenciales de accion y de los EPSPs en una escala de tiempo
expandida. Se puede apreciar que tras la aplicacion de DA, el potencial de accién desaparece sin
una modificacién aparente de los EPSPs (Tamae et al., 2005).

2.3 Clasificacion de los receptores dopaminérgicos

La DA, precursor metabdlico inmediato de la NA y adrenalina, modula
multiples funciones fisiolégicas interactuando con receptores localizados a nivel
central y periférico (Jose, et al., 2003; Missale, et al., 1998; Willems, et al, 1985).
Inicialmente se demostré que los receptores a DA se podian agrupar en dos
poblaciones distintas, de las cuales, sélo una se encontraba acoplada a la enzima
adenilil ciclasa, siendo capaz de modular su actividad (Spano, Govoni, et al.,
1978). Este hallazgo condujo a la separacion de los subtipos D; y D,, basandose
principalmente en su habilidad para modular la produccion de adenosin
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monofosfato ciclico (CAMP), y en sus diferencias farmacologicas (Kebabian y
Calne, 1979). La caracterizacion posterior de las familias de receptores a DA
empleando enfoques de clonacién genética, revelé que la DA podia activar
multiples subtipos de receptores (Bunzow et al., 1988; Dearry et al.,, 1990;
Monsma, Mahan, et al., 1990; Van Tol et al., 1991). Con base en sus propiedades
estructurales, farmacolégicas y bioquimicas, estos receptores fueron clasificados
en dos familias: la familia D;-like (que incluye a los subtipos D; y Ds acoplados a
proteinas Gagor), Y la familia D,-like (que incluye los subtipos D,, D3, D4 acoplados
a proteinas Gaj,) (Alexander, Mathie, et al., 2011; Andersen et al., 1990; Missale
et al., 1998; Neve, Seamans, et al., 2004; Sibley y Monsma, 1992). Ademas, se
demostr6 que los receptores de la familia D;i-like se encuentran casi
exclusivamente de forma postsinaptica, en neuronas como las espinosas
medianas GABAEérgicas del estriado. En tanto que, los receptores de la familia D,-
like se encuentran expresados en forma pre y postsinaptica, en neuronas

dopaminérgicas (Rondou, Haegeman, et al., 2010; Sokoloff et al., 2006).

La DA es capaz de activar a los cinco subtipos de receptores, con distintos
grados de afinidad, que va desde el orden de nanomolar hasta el micromolar. En
general, se ha observado que los diferentes subtipos de receptores a DA varian
significativamente en su sensibilidad a los agonistas y antagonistas a DA (Missale
et al.,, 1998; Rondou et al., 2010; Sokoloff et al., 2006). En lo que respecta a
ligandos selectivos, los receptores de las familias Di-like y D,-like pueden ser
identificados mediante el uso de agonistas y antagonistas especificos, como se

muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Constantes de afinidad (pKi) de algunos agonistas y antagonistas de los receptores

dopaminérgicos.

Ligando Di-like D,-like

Agonista D, Ds D> D3 D4
Dopamina 9 9 8.2 8.4 7.5
SKF38393 9 ~9.3 | ~-6.8 | ~5.3 ~6.0
Quinpirol 5.7 ND 8.3 7.6 7.5

Antagonista D1 Ds D> D3 Dy4

SCH 23390 ~9.7 95 | ~6.0 | ~6.1 | ~55
Racloprida 4.7 ND 8.7 8.4 5.6
L-741,626 ND ND 7.9 6.9 6.1
SB-277011-A ND ND 55 8 ND
L-745,870 ND ND 5.7 5.2 8.8

Datos tomados de (Altamirano-Espinoza et al., 2013; Manrique-Maldonado et al., 2011).

El efecto méas estudiado de la activacion de los receptores de la familia D;-
like que se expresan de forma postsinaptica, es la activacién que ejercen sobre los
circuitos neuronales que generan la actividad locomotriz (Gomeza et al., 1999;
Jung & Shim, 2011; Medvedev et al., 2013; Tran et al., 2005). En tanto que los
receptores de la familia D,-like involucran mecanismos de accion mas complejos,
ya que se les encuentra de forma pre y postsinaptica. Se ha observado que los
autoreceptores localizados presinapticamente, proveen un mecanismo importante
de retroalimentacion que regula la sintesis y liberacion de neuromoduladores en
respuesta a cambios en la concentracién extracelular de DA (Missale et al., 1998;
Sibley, 1999; Wolf y Roth, 1990).

2.4 Proyecciones dopaminérgicas hacia la médula espinal y localizacion de los

receptores a DA
Previamente se habia considerado que la DA se encontraba Unicamente en
las terminales de las fibras noradrenérgicas como un simple precursor de la

sintesis de NA (Andén, Fuxe, 1971; Andén, Jukes, et al., 1966). Sin embargo, en
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la actualidad sabemos que existen terminales dopaminérgicas en la médula
espinal, y que la DA juega un papel relevante como neuromodulador en diversas
funciones sensoriales y motrices (Commissiong y Neff, 1979; Ridet et al., 1992;
Weil-Fugazz y Godefroy, 1993).

Mediante técnicas de inmunohistoquimica, basadas en el empleo de
anticuerpos anti-DA, y el uso de microscopia de campo claro y microscopia
electronica (Ridet et al., 1992), asi como técnicas de marcaje retrogrado y analisis
de la presencia de metabolitos de la DA (Commissiong y Neff, 1979; Weil-Fugazza
y Godefroy, 1993), ha sido posible determinar la existencia de proyecciones
dopaminérgicas con origen en el grupo neuronal diencefédlico All. Es decir,
neuronas localizadas en las areas posterior y dorsal del hipotalamo y en la
sustancia gris periventricular del talamo caudal (Figura 16), las cuales proyectan
hacia distintos niveles en la médula espinal de la rata, de manera importante en
las laminas de Rexed superficiales (I-11) y profundas (l11-V) del asta dorsal, asi
como en la ldmina X del asta ventral (Bjorklund y Skagerberg, 1979; Skagerberg y
Bjorklund, 1982; Skagerberg et al., 1988; Weil-Fugazza y Godefroy, 1993).
Aungue en menor proporcion, se ha visto que las neuronas dopaminérgicas
presentes en la sustancia negra mesencefalica también envian proyecciones hacia

la médula espinal (Commissiong, Gentleman, et al., 1979).

Por otra parte, a través de ensayos de inmunohistoquimica en rebanadas
de la médula espinal del raton, se ha determinado que las neuronas que
conforman el grupo neuronal All, expresan la enzima tirosina hidroxilasa
necesaria para la sintesis de DA. No obstante, estas neuronas carecen del
transportador de DA (DAT) (Koblinger et al., 2014), lo cual sugiere la posible
participacion del transportador de NA (NET) en el proceso de recaptura de la DA
(Figura 17), tal como sucede en la corteza frontal y en el hipocampo (Borgkvist,
Malmlof, et al., 2012; Moron, Brockington, et al., 2002).
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Figura 16. Distribucion de los grupos celulares dopaminérgicos en el cerebro de roedor
adulto. Las neuronas dopaminérgicas en el cerebro de los mamiferos se encuentran localizadas
en nueve grupos celulares bien definidos, distribuidos desde el mesencéfalo hasta el bulbo
olfatorio, tal como se muestra en el corte sagital del esquema. Las principales proyecciones de
estos grupos celulares dopaminérgicos se ilustran con flechas. Nétese que Unicamente el grupo
Al1 presenta una proyeccion hacia la médula espinal (Anders Bjorklund, et al., 2007).

La estimulacién del grupo neuronal A11, asi como la aplicacion exdgena de
DA, pueden producir antinocicepcién (Fleetwood-Walker, 1988; Gallagher,
Inokuchi, et al., 1980), a través de la activacion de receptores D,-like en las
neuronas de la sustancia gelatinosa de la rata, tal como se muestra en los
registros de la Figura 17 (Tamae et al., 2005). No obstante, el papel de la DA en la
modulacién de la antinocicepcion permanece incierto y se ha propuesto que puede
ejercer un papel diferente al de la NA y 5-HT en la modulacién de la transmisién
sinaptica de las fibras aferentes primarias (Garraway y Hochman, 2001, Taniguchi,
et al 2011).
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Figura 17. Neuronas del grupo A1l positivas a tirosina hidroxilasa (TH") que proyectan a la
médula espinal en el raton. Panel superior, de izquierda a derecha. Neuronas dopaminérgicas,
TH" marcadas (verde), neuronas que expresan la enzima descarboxilasa de L-aminoéacidos
aromaticos (AADC, en magenta) y la superposicion de ambas imagenes. Las flechas sefalan a las
neuronas TH+ que también expresan la enzima AADC. Panel intermedio. Neuronas TH+ vy
neuronas que expresan el transportar vesicular de monoaminas 2 (VMATZ2, en magenta). Nétese
en la superposicién aquellas neuronas TH+ que coexpresan el VMAT2 (indicadas con flechas).
Panel inferior. Al igual que en los anteriores, se muestran neuronas TH', no obstante, puede
apreciarse que éstas no coexpresan el transportador de dopamina (DAT, en magenta) (Koblinger
et al., 2014).

Estudios de hibridacion in situ con cRNA digoxigenina-etiquetado y PCR en
tiempo real han revelado la expresion de los cinco subtipos de receptores a DA
(D15) en la médula espinal del raton, con expresion predominante del subtipo D,

(Figura 18). Ademas, los cinco subtipos de receptores muestran una distribucion
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difusa en todas las laminas de la sustancia gris de la médula espinal, incluyendo
las motoneuronas (Zhu, Clemens, et al., 2008; ver también Allen Data Base

www.brain-map.org).
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Figura 18. Efecto antinociceptivo de la DA en neuronas de la sustancia gelatinosa de la
médula espinal de la rata. Panel superior. EPSPs registrados en la modalidad de control de
voltaje (V= -70 mV), tras estimular con un pinchazo la cola de la rata (estimulo nociceptivo). A la
izquierda se muestra el control, en el centro se el efecto de la DA (100 uM) y a la derecha la
recuperacion tras el lavado. Se observa claramente la depresion de los EPSPs producidos por el
estimulo nociceptivo, tras la aplicacion de DA. Panel inferior. EPSPs registrados en las mismas
condiciones que en el caso anterior, producidos por un disparo de aire (estimulo no nociceptivo).
Se puede observar el efecto depresor de la DA (100 uM) sobre los EPSPs (Taniguchi, et al 2011).

Por otra parte, los estudios autorradiograficos con agonistas
dopaminérgicos radioactivos sugieren que los receptores D; se encuentran
ampliamente localizados en las regiones cervical y lumbosacra de la médula
espinal de la rata; mientras que los receptores D, se encuentran mas localizados
en la sustancia gelatinosa del asta dorsal, lo cual les atribuye un papel regulador
en el procesamiento de informacion sensorial nociceptiva (Dubois, Savasta, et al.,
1986; Levant y McCarson, 2001; Scatton, Dubois, et al., 1984).
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Figura 19. Distribucién de los receptores a dopamina (D;-Ds) en la médula espinal del ratén.
Los histogramas muestran la incidencia y distribucion de células marcadas con sondas antisentido
para los receptores a dopamina D;-Ds, cuantificadas mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(Zhu, Clemens, et al., 2008).



I11. Planteamiento del problemay objetivos

La médula espinal no sdlo constituye un relevo de la informacion sensorial y
supraespinal, sino que conforma un sitio de integracion de funciones sensoriales y
motrices, tanto somaticas como viscerales. A nivel espinal, la informacion
sensorial proveniente de fibras aferentes cutaneas y musculares esta sujeta a
diversos mecanismos de modulacién, en su mayoria poco definidos, los cuales
estan implicados en la regulacién y el refinamiento de funciones tan variadas como
la actividad locomotriz, el funcionamiento del sistema nervioso autbnomo, y el

control de la informacién sensorial nociceptiva y no nociceptiva.

Los sistemas monoaminérgicos supraespinales se han destacado como
neuromoduladores clave de diversas funciones espinales, en particular, la
transmision sinaptica de las fibras aferentes primarias. De los sistemas
monoaminérgicos, uno de los que ha recibido poca atencion al respecto es el
sistema dopaminérgico. Ciertamente, ya se han realizado trabajos que han
permitido conocer la distribucién y localizacion de las fibras dopaminérgicas y de
los receptores a DA en la médula espinal, asi como los efectos de la DA sobre la
transmision sinaptica de las fibras aferentes de alto umbral (fiboras A y C) y su
papel antinociceptivo. No obstante, todavia existe poca informacion acerca del
papel neuromodulador de la DA sobre las fibras aferentes mielinizadas de bajo

umbral (cutaneas AP y musculares del grupo | y Il, principalmente).

Por consiguiente, en la presente tesis de maestria nos hemos planteado
determinar el papel funcional de la DA en la modulacion de la transmision
sinaptica de las fibras aferentes sensoriales de bajo umbral mediante un abordaje
in vitro de la médula espinal y nervios periféricos del ratobn neonato, investigando
los efectos de la DA sobre la transmision sinaptica de las fibras aferentes de bajo
umbral y sobre las vias neuronales que median la inhibicion presinaptica asociada
a la despolarizacion de aferentes primarias (PAD). Ademas, mediante una

disecciéon farmacoldgica nos hemos propuesto dilucidar los tipos de receptores a
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DA implicados en la modulacion de la transmision sinaptica y de las vias
neuronales que median la PAD.

Relevancia del proyecto

Se sabe que tras sufrir una seccion espinal, se suprime el control inhibitorio
supraespinal, lo que conlleva a la aparicion de hiperreflexia y espasticidad, a
través de diversos mecanismos (Adams and Hicks, 2005). Aunado a ello, en
pacientes con lesiones de médula espinal, se ha observado una disminucion de la
inhibicion presinaptica, teniendo como resultado un aumento de la hiperreflexia y
la espasticidad (Faist et al., 1994). De modo que, un incremento en la inhibicion
presinaptica podria llevar a la reduccion de la hiperreflexia y la espasticidad. Por
esta razon, resulta de interés investigar los efectos que ejerce la DA sobre las vias
neuronales que median la inhibicién presinaptica asociada a la despolarizacién de
aferentes primarias, lo cual permitiria un mayor entendimiento del papel que juega
la DA en la modulacion de la informacion sensorial y su posible papel en el control
de la hiperreflexia y la espasticidad. Ademas, la identificacion de los subtipos de
receptores a DA implicados en dicha modulacién, representaria un avance para el

desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas al control de tales patologias.

Hipotesis

En la médula espinal aislada del raton, la DA podria inhibir las vias
neuronales que median la despolarizacion de aferentes primarias (PAD),
producida por la estimulacion de fibras aferentes mielinizadas, a través de la
activacion de receptores D,—like presentes en las vias interneuronales que median
la PAD. A diferencia de la transmision sinaptica nociceptiva, es probable que la DA
no afecte directamente la transmision sinaptica de las fibras aferentes de bajo

umbral (cutaneas y propioceptivas).
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Objetivo General

Investigar el papel funcional de la DA y los tipos de receptores involucrados
en la modulacion de las vias neuronales que median la despolarizacion de
aferentes primarias (PAD) y en la transmisién sinptica de las fibras aferentes

mielinizadas en la médula espinal del ratén.

Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto de la DA sobre los potenciales de raiz dorsal (DRPS)
producidos por la estimulacién de nervios periféricos con intensidades
adecuadas para la activacion de fibras aferentes de bajo umbral
(mielinizadas).

2. Examinar el efecto de la DA sobre el componente monosinaptico de los
potenciales extracelulares de campo (EFPSs) registrados en el asta dorsal,
producidos por la estimulacion de fibras aferentes mielinizadas.

3. Investigar el efecto de la DA sobre la excitabilidad de las fibras aferentes
mielinizadas mediante la técnica de Wall (Wall, 1985) y sobre el potencial
DC registrado en las raices dorsales.

4. Examinar el efecto de la DA sobre la depresién homosinaptica e inhibicion
presinaptica producidas por la estimulacion condicionante de fibras
aferentes homénimas.

5. Determinar la relacion concentracion-respuesta del efecto de la DA, en
ausencia y en presencia de bloqueadores: i) del transportador a DA (DAT),
i) del transportador a NA (NET) y iii) de la monoaminooxidasa B (MAOg).

6. Investigar el efecto de los agonistas selectivos de los receptores

dopaminérgicos de la familia D1-like y D,-like sobre los DRPs y EFPs.
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IV. Métodos

1. Preparacion

Los experimentos se realizan en ratones (BALB/c) de 6 dias postnatales y
sexo indistinto, los cuales se anestesian con la inmersion (excepto la cabeza) en
agua helada durante algunos minutos. Posteriormente se decapitan y evisceran
rapidamente manteniendo el tronco vertebral con parte de las costillas y de los
musculos paravertebrales. La preparacion se transfiere a una camara de 150 ml
conteniendo liquido cefalorraquideo (LCR) artificial para diseccibn a 5°C,
conteniendo (en mM): sacarosa 230, KCI 3, NaH,PO,4.H,O 1.2, CaCl,.2H,0 0.5,
MgSO, 10, NaHCO3; 25, D-Glucosa 11. El LCR artificial se burbujea a nivel de
saturacion con una mezcla de carbégeno (95% O, + 5% CO,) a fin de ajustar el
pH a 7.4. Mediante una vertebrectomia se expone la médula espinal de la regién
lumbosacra manteniendo la integridad de las raices dorsales en continuidad con el
nervio ciatico y sus ramificaciones (Figura 20). Se cortan las raices ventrales y
posteriormente se realiza una hemiseccion sagital de la misma. Se disecan las
ramas de nervio ciatico (Sci): tibial (Tib), Sural (Su), Peroneo superficial (SP) y
Peroneo profundo (DP), las cuales se seccionan lo mas distalmente posible.
Posteriormente, la preparacidon se transfiere a una camara de registro de 130 ml,
la cual se perfunde a flujo constante (15-20 ml/min) con LCR atrtificial para registro
a 23 °C, que contiene (en mM): NaCl 125, KCI 2.5, NaH,PO4.H,O 1.25,
CaCl,.2H,0 2, MgSO4 1, NaHCO3; 26, D-Glucosa 25. La solucion de registro se
burbujea con una mezcla de carbégeno (95% O, + 5% CO,) a fin de ajustar el pH
a 7.4. Por ultimo, la médula espinal se estabiliza con agujas entomolégicas

manteniendo la superficie de la hemiseccion con un angulo de 45°.
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2. Estimulacion y registro

Los DRPs se registran mediante el empleo de un electrodo de succion (120
um de didmetro), colocado sobre la raiz lumbar Ls-L4 l0 més cercano posible a la
médula espinal. El registro de los EFPs se lleva a cabo entre los segmentos
espinales Ls-L4 mediante micropipetas (2-4 MQ) llenas con una mezcla de NacCl
2M y azul de pontamina, las cuales se insertan con un angulo de 90° en la
superficie hemiseccionada (Figura 20), tomando como referencia el borde de las
columnas dorsales y el canal central. Los EFPs reflejan las corrientes de
membrana postsinapticas en la poblacién de neuronas cercanas a la punta de la

micropipeta.

Los nervios periféricos se estimulan monopolarmente mediante electrodos
de succidn, con el electrodo de referencia (plata cubierta con teflon, excepto en la
punta) enrollado alrededor del mismo. Se emplean pulsos cuadrados de 200 us de
duracion, a una frecuencia de 0.1 Hz y con intensidades de estimulacién < 2 veces
el valor umbral (2 xU) de las fibras mas excitables, con lo cual se reclutan fibras

aferentes mielinizadas (musculares del grupo 1 y Il y cutaneas Ap).

Los EFPs se registran con un amplificador Axoclamp-2B acoplado a un
condicionador de sefiales Cyber-Amp 320 (Molecular Devices, U.S.A.), mientras
gue los DRPs se registran con amplificadores acoplados a DC (A-M systems,
U.S.A; filtro pasa bandas DC — 3 KHz). Las sefales se capturan por medio del
programa pClamp (v 10.2, Molecular Devices, U.S.A.) y se almacenan en una
computadora PC para su analisis posterior fuera de linea.

47



EFPs
_ Nervio
<2XT

e T
Seh

Figura 20. Diagrama y fotografia del arreglo experimental de la médula espinal aislada del
ratébn neonato. Se puede observar el electrodo de estimulacién colocado sobre el nervio tibial
(Tib), el electrodo de registro de los DRPs colocado en la porcion proximal de una raiz dorsal y el
electrodo de registro de los EFPs colocado a través de la superficie de la médula espinal
hemiseccionada en el asta dorsal profundo.

3. Protocolo para estimar la depresion homosinéptica

Para evaluar la depresion homosinaptica y los efectos de la DA sobre la
misma, se empleé el protocolo de pulsos pareados, utilizando el arreglo
experimental mostrado en la Figura 21 (panel izquierdo). De manera alternada y
secuencial: A) se aplica el estimulo condicionante al nervio tibial, B) se aplica el
estimulo de prueba al mismo nervio, C) se aplican simultaneamente los estimulos
condicionante y de prueba con intervalos de tiempo variables entre ambos
estimulos (25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 y 10000 ms respectivamente)
y 4) se substrae la condicion A de la condicion C para obtener el efecto de la
estimulacion condicionante sobre el estimulo de prueba, sin la interferencia de

algun posible efecto del estimulo condicionante solo.
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Con los resultados obtenidos se construye una grafica que muestra el curso
temporal de la depresion homosinaptica de los EFPs y DRPs para cada intervalo

de tiempo entre el estimulo condicionante y de prueba.

Nervio Tibial
<2xU

41_\\ 7[ e |
/

\ .
*P\/VEL 41—\\ ~.:\ A ! pru|_<|3ba
¥ —
*/\F C corr|1 pruﬁba

Figura 21. Protocolo de pulsos pareados para evaluar la depresion homosinaptica. Panel
Izquierdo. Se muestra el arreglo experimental empleado. Panel derecho. A) Estimulo
condicionante. B) Estimulo de prueba. C) Aplicacién de un pulso condicionante precediendo al
pulso de prueba con un intervalo variable (25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 y 10000 ms).
C-A) Sustraccién del registro control A) del registro en la condicion C) para obtener el estimulo de
prueba afectado por la estimulacién condicionante, sin la interferencia de éste ultimo.

4. Control de corriente y voltaje en la configuracion de célula entera (“whole cell

clamp’).

Para la elaboracion de las micropipetas de registro se emplean capilares de
borosilicato de pared delgada, con un diametro externo de 1.5 mm (World
Precision Instruments), estirados mediante un proceso de dos pasos (Narishige
PC-10). Las micropipetas se llenan con una solucion para registro intracelular,
gue contiene (en mM): Gluconato de potasio 120, KCI 10, NaCl 10, EGTA 0.20,
HEPES 10, ATP 4, GTP 1, QX-314 5 (adicionado en algunos casos para inhibir las

conductancias rapidas de Na"), ajustando el pH a 7.3 con NaOH.
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La técnica de registro de control de voltaje y corriente, “a ciegas” (“blind
patch”), en la modalidad de célula entera (“whole cell clamp”) (Blanton et al. 1989),
se lleva a cabo a temperatura ambiente (23 °C), empleando un amplificador
Axoclamp 700B (Molecular Devices, U.S.A.). Para la aplicacion de protocolos de
estimulacion y captura de datos se emplea una tarjeta analdgico-digital Digidata
1440A y el software pClamp 10 (Axon Instruments, Molecular Devices, U.S.A). La
resistencia de las micropipetas varia entre 5-7 MQ y se mide empleando el
‘membrane test” del programa Clampex en la modalidad de control de voltaje. La
micropipeta se inserta sobre la superficie hemiseccionada de la médula espinal en
direcciéon al asta dorsal profundo (laminas 1V-VI de Rexed) a nivel Ls-L4, con un
angulo de 90° respecto a la superficie de la hemiseccion, y aplicando una presion
positiva minima. Las interneuronas se localizan entre 50-150 um de profundidad,
en el area correspondiente al registro de los EFPs de maxima amplitud. Una vez
establecido un sello de alta impedancia (gigasello; > 1 GQ), se permite un tiempo
de estabilizacion (1-3 min.) con un voltaje de mantenimiento de -80 mV. Se
procede a la ruptura del parche de membrana mediante la aplicacién de presion
negativa. Inmediatamente se determina el potencial de membrana en reposo en la
configuracion de control de corriente. A partir del potencial de membrana
registrado se aplican diversos protocolos de pulsos para estimar la resistencia y la
constante de tiempo de la membrana, la corriente reobase, la amplitud y duracion
del potencial de accién, el patron de disparo de los potenciales de accion, la
presencia de rebote postinhibitorio y la presencia de una caida en la deflexion del
voltaje con pulsos hiperpolarizantes, caracteristica de la corriente de catiénica Iy,
activada por hiperpolarizacién. Posteriormente, se registran las respuestas
provocadas (EPSPs y EPSCs) por la estimulacion de nervios periféricos
(principalmente el nervio tibial). Los resultados se analizan con el programa

Clampfit 10 y la estadistica se lleva a cabo con el programa GraphPad Prism.
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5. Farmacos

Los farmacos se preparan en alicuotas a concentraciones altas (1-10 mM) y
se almacenan a -20°C hasta que son requeridos. Para su uso, se disuelven en el
LCR artificial de registro para alcanzar las concentraciones deseadas. La
determinacion de los efectos de los farmacos se realiza mediante un calculo
porcentual del registro obtenido tras la accion del farmaco (8-12 min después de
su aplicacion) con respecto al registro control, asegurando la recuperacion
después de su lavado (10-20 min), cuando ello sea posible. Los siguientes
farmacos fueron utilizados: dopamina (clorhidrato de 3-hidroxitiramina), SKF38393
(clorhidrato de SKF-38393), quinpirol (clorhidrato de quinpirol), GBR12909,

desipramina (desmetilimipramina), pargilina (clorhidrato de pargilina)
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V. Resultados

1. Registro de los EFPs producidos por la estimulacién de aferentes de bajo

umbral a distintas profundidades en el asta dorsal.

Primeramente, para asegurar una estimulacion selectiva de fibras aferentes
mielinizadas, registramos la salva aferente en el extremo caudal de una raiz
dorsal, producida por la estimulacion del extremo proximal (Figura 22). Pudimos
observar que con intensidades < 2 xU, se registra solamente el componente de
mayor velocidad de conduccién, el cual corresponde a la activacién de fibras
aferentes AB y del grupo | y Il. Observamos también que con intensidades de
estimulacién >4 xU, se reclutan componentes de mayor latencia, atribuidos a la
activacion de las fiboras Ad y C. Estos componentes de la salva aferente se
registran de manera similar en el nervio ciatico al estimular el nervio tibial (no

ilustrado).

Posteriormente, con la finalidad de poder establecer la localizacion de las
proyecciones de las fibras aferentes de bajo umbral en el asta dorsal de la médula
espinal, se llevaron a cabo registros de los EFPs a distintas profundidades. En la
Figura 23 se muestra el DRP registrado en la raiz dorsal L, y los EFPs, registrados
simultaneamente en el mismo nivel y a distintas profundidades, ambos producidos
por la estimulacién del nervio tibial con una intensidad 2 xU. Como se muestra en
la Figura 22, dicha intensidad asegura la activacion selectiva de fibras aferentes
mielinizadas de bajo umbral (Vejsada, Palecek, et al., 1985; Garcia-Ramirez et al.,
2014).
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Figura 22. Con una intensidad de estimulacidon 2 xU se reclutan solamente fibras aferentes
mielinizadas. Se puede observar que al estimular la porcion proximal de la raiz dorsal L5 con
intensidades menores a 2 xU, en la porcién distal de la misma raiz se registra Unicamente el
componente de mayor velocidad de conduccién, asociado a la activacion de fibras aferentes AR
(cutédneas) y de los grupos | y Il (musculares). Mientras que con intensidades mayores se reclutan
componentes de menor velocidad de conduccion atribuidos a la activacion de fibras de los grupos
M/ Ad y IV/ C.

Los DRPs registrados tienen una duraciéon de ~250 ms y un tiempo al pico
de ~42 ms. Los EFPs exhiben distintos componentes, de los cuales el de menor
latencia (3 ms a partir de la salva aferente registrada en el DRP) es considerado
como monosinaptico, producto de la activaciéon de fibras aferentes de bajo umbral
y con mayor velocidad de conduccién. Los EFPs de mayor amplitud se registraron
entre los 100-140 um de profundidad. Los componentes de mayor latencia se
deben a la activacion de fibras de menor velocidad de conduccion y

probablemente también a la activacion de vias oligosinapticas.
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Figura 23. Potenciales de raiz dorsal (DRPs) y potenciales extracelulares de campo (EFPs)
registrados a distintas profundidades en el asta dorsal de la médula espinal del ratén,
producidos por la estimulacion del nervio tibial (Tib). Panel superior. DRPs evocados por la
estimulacién del nervio tibial con una intensidad de estimulacién 2 xU. Panel inferior. EFPs
registrados a las profundidades indicadas. Cada trazo representan el promedio de 12 muestras.

2. Registro de los EFPs y DRPs producidos por la estimulacion del nervio tibial con

intensidades de estimulacion graduadas

En la Figura 24 se puede observar que la estimulacion del nervio tibial con
intensidades graduadas produce EFPs (registrados a una profundidad de 100 pm)
con caracteristicas diferentes. Con intensidades de estimulacién bajas (1.2 xU) los
EFPs exhiben un componente de latencia corta, que corresponde a la activacion

monosinaptica de las interneuronas del asta dorsal. A medida que se incrementa
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la intensidad de estimulacion aparecen componentes de mayor latencia. Ambos
componentes exhiben una mayor amplitud al incrementar la intensidad de
estimulaciéon. De manera similar, la amplitud de los DRPs se incrementa con
intensidades de estimulacion mas alta, alcanzando un valor maximo con una
intensidad 5 xU. Se pude observar que los DRPs son susceptibles a una
facilitacion espacial al incrementar la intensidad de estimulacion, debido al gran
namero de terminales aferentes que proyectan hacia distintos niveles de la médula

espinal.

Tibial
«U EFP L4 DRP L4

200
uv
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200
nv

20 ms 50 ms
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Figura 24. Potenciales extracelulares de campo (EFPs) y de raiz dorsal (DRPs) producidos
por la estimulacién del nervio tibial (Tib) con distintas intensidades. Panel izquierdo. EFPs
registrados a nivel L, y a una profundidad de 100 um. A medida que se incrementa la intensidad
de estimulacién, se observa un incremento en la amplitud del componente monosinaptico
(indicado con una flecha). Panel derecho. DRPs registrados a nivel L, a la misma profundidad que
los EFPs. Puede apreciarse un incremento en la amplitud del DRP, siendo maxima para una
intensidad 5 xU.
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3. Efecto de la DA sobre los EFPs y DRPs producidos por la estimulacion de

aferentes de bajo umbral

La Figura 25 muestra el efecto de la DA sobre los EFPs y DRPs evocados
por la estimulacion de fibras aferentes de bajo umbral (2 xU). Se puede notar que
a los 8 min de la aplicacion de DA 10 uM, el componente mas rapido de los EFPs
(trazo superior) no se ve afectado, mientras que los DRPs (trazo inferior) se
deprimieron a un 63% de la amplitud control. En 13 experimentos, la depresion
promedio de los DRPs fue de 55.93% + 4.36 (E.E.M.) con respecto al valor control
(Figura 26). El efecto de la DA fue parcialmente reversible, a un 87.05% + 3.31

(E.E.M.) del valor control, después de 20 minutos de lavado.

Tib 2 xU

200
Y

Control

10 ms 8' después de DA 10 pM
20' después del lavado
DRP L,

200
ad 100 ms

Figura 25. La DA deprime los potenciales de raiz dorsal (DRPs) pero no los potenciales
extracelulares de campo (EFPs) evocados por la estimulacion de fibras de bajo umbral del
nervio tibial (Tib). Panel superior. Efecto de la DA sobre los EFPs producidos por la estimulacion
del nervio Tib con una intensidad de 2 xU, en condiciones control (negro), a los 8 minutos de la
aplicacion de DA (rojo) y después de 20 minutos del lavado (azul). Inserto. Componente
monosinaptico de los EFPs con una mayor velocidad de barrido. Panel inferior. Efecto de la DA
sobre los DRPs registrados simultaneamente. Nétese la ausencia de efecto de la DA sobre los
EFPs y la marcada depresién sobre los DRPs.
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La ausencia de efecto de la DA sobre el componente monosinaptico de los
EFPs indica que la transmision sinaptica de las fibras aferentes no fue afectada.
La depresion de los DRPs puede deberse a un efecto inhibitorio sobre la via

neuronal que media la PAD (ver discusion).
Efecto de la DA sobre los EFPs
100 7~ -

50
n=13

Amplitud (%)

Efecto de la DA sobre los DRPs

n=13

Area bajo la curva (%)

Figura 26. Resumen de los efectos de la DA sobre los potenciales de raiz dorsal (DRPs) y
los potenciales extracelulares de campo (EFPs) evocados por la estimulacién de fibras de
bajo umbral del nervio tibial (Tib). Las barras muestran el promedio y el E.E.M. (**) P<0.01,
ANOVA de 1 via y prueba de Dunnett. n = 13 experimentos.

4. Curso temporal de los efectos de la DA sobre los EFPs y DRPs producidos por

la estimulacion de aferentes de bajo umbral
La Figura 27 ilustra el curso temporal del efecto de la DA (10 uM) sobre los

EFPs y los DRPs. Los DRPs (triangulos rojos) se deprimieron aproximadamente a

los 2 minutos de la aplicacion de la DA, alcanzando un maximo (60% con respecto
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al control) a los 5 minutos. Los EFPs (circulos azules) no fueron afectados

significativamente después de 10 minutos de la aplicacion de DA.
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Figura 27. Curso temporal de los efectos de la DA sobre los potenciales extracelulares de
campo (EFPs) y los potenciales de raiz dorsal (DRPs) producidos por la estimulaciéon del
nervio tibial (Tib). Los DRPs (triangulos rojos) se deprimieron ~ a los 2 minutos de la aplicacion
de DA 10 uM, alcanzando un méaximo (60% con respecto al control) a los 5 minutos. Los EFPs
(circulos azules) no fueron afectados después de 10 minutos de la aplicacion de la DA. El nervio
tibial (Tib) se estimul6 con una intensidad 2 xU. Las flechas indican el momento de la aplicacion de
la DA vy el inicio del lavado. Los valores representan el promedio + E.E.M. (n=12 muestras, 1
experimento).

La recuperacién incompleta de los DRPs podria sugerir una posible
desensibilizacion de los receptores dopaminérgicos, o un lavado incompleto de la
DA. No obstante, en experimentos separados se registraron los EFPs y DRPs
durante ciclos consecutivos control-DA-lavado y se observo el mismo efecto
depresor de la DA en comparacion con el efecto producido por la primera
aplicacién. La recuperacion incompleta del DRPs después de la aplicacion de la
DA se debe probablemente a una deriva producida por la pérdida progresiva de la
succion en el electrodo de registro, y posiblemente en el electrodo de estimulacion
del nervio tibial, ya que los EFPs también se deprimieron, aunque no
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significativamente. Por consiguiente, es probable que en el experimento de la

Figura 25 la recuperacion incompleta también se deba al mismo fenémeno.

5. Eficacia de la DA en la depresion de los DRPs

El siguiente objetivo fue determinar la eficacia del efecto biologico de la DA,
mediante el calculo de la ECsp (Figura 28). Para ello, se aplicaron concentraciones
crecientes y acumulables (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM) de DA. La magnitud
del efecto se estimé como el porcentaje del area bajo la curva de los DRPs con

respecto al control.

En 4 experimentos realizados (Figura 28A), se puede apreciar que las
curvas concentracion-respuesta exhiben una forma atipica y no alcanzan una
saturacion. Ademas, el andlisis con el programa Prisma arrojé valores de ECsg
ambiguos o demasiado altos, aunque el 50% de la inhibicion ocurri6 con una
concentracion 1 uM. Este comportamiento también se refleja en la curva

concentracion-respuesta promedio (Figura 28B) (ver discusion).
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Figura 28. La DA deprime los DRPs en una manera dependiente de la concentracién. A)
Curvas concentracion-respuesta del efecto de la DA sobre el &rea bajo la curva de los DRPs
producidos por la estimulacién del nervio tibial con una intensidad 2 xU. La DA se aplicé en
concentraciones acumulables de 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM, registrando durante 6 minutos
para cada concentracion. Cada punto representa el promedio de los Ultimos 2 minutos previo a una
nueva aplicacién. Cada punto de la gréafica representa el porcentaje de inhibicién de los DRPs
respecto al control. La n representa el nUmero de muestras (12). B) Curva concentracién-respuesta

gue muestra el promedio de los cuatro experimentos. Los valores corresponden al promedio +
E.E.M.

Debido a este comportamiento atipico, se procedid a realizar una nueva
determinacion de la curva concentracion-respuesta para DA en presencia de
metabisulfito de sodio al 0.1 % (MBS 0.1 %), con la finalidad de evaluar si un
proceso oxidativo de la DA pudiera haber afectado la disponibilidad y por tanto, no

se haya alcanzado un nivel de saturacion en las curvas a concentraciones altas, ni
valores de ECso congruentes.
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Figura 29. Efecto del metabisulfito (MBS) de sodio al 0.1 % sobre la eficacia de la DA en la
depresion de los DRPs. A) Curvas concentracion-respuesta del efecto de la DA, en presencia
del antioxidante MBS 0.1 %. En presencia del MBS la DA se aplicO en concentraciones
acumulables (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 pyM), registrando durante 6 minutos para cada
concentracién. Cada punto representa el promedio de los Ultimos 2 minutos previo a una hueva
aplicacién. Cada punto de la grafica representa el porcentaje de inhibicion de los DRPs respecto
al control. La n representa el nimero de muestras (12). B) Curvas concentracién-respuesta que
muestra el efecto de la DA en presencia de GBR12909 (10 uM), un agente bloqueador del
transportador a DA (DAT), desipramina (10 uM), un inhibidor del transportador de noradrenalina
(NET), y pargilina (100 yM), un inhibidor de la monoaminooxidasa B (MAOg). Todos los valores
corresponden al promedio + E.E.M.

Pudimos observar que la aplicacion de DA adicionada con MBS 0.1 %
generd una serie de curvas concentracidn-respuesta con un comportamiento
“tipico”, permitiendo la determinacion de los valores de ECs, para los efectos de la
DA en la depresion de los DRPs, producidos por la estimulacion del nervio Tib con

una intensidad de 2 xU, en el rango de nanomolar (nM) y micromolar (uM) (Figura
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29A). Por lo que concluimos que la causa del comportamiento atipico de las

curvas concentracion-respuesta iniciales fue la oxidaciéon de la DA.

Adicionalmente, se determinaron las curvas concentracion-respuesta para
la DA en presencia de GBR12909 (10 pM), un agente bloqueador del
transportador a DA (DAT), desipramina (10 uM), un inhibidor del transportador de
noradrenalina (NET), y pargilina (100 uyM), un inhibidor de la monoaminooxidasa B
(MAQOg), a fin de determinar si alguno de estos elementos se asocia con la
alteracion en la eficacia de la DA para deprimir los DRPs a distintas
concentraciones. No se not6 un cambio en la curva concentracién-respuesta
obtenida (Figura 29B), aunque se requiere un mayor numero de muestras para

establecer si éste es significativo.

6. Efecto de algunos agonistas de los receptores a DA sobre los EFPs y DRPs

Con el propésito de determinar los subtipos de receptores implicados en la
depresion de los DRPs, se examiné el efecto de algunos agonistas
dopaminérgicos. Inicialmente se empled una concentracion 1 uM para todos ellos;
no obstante, los efectos fueron marginales. Por esta razén, se procedio a aplicar
una concentracion 10 uM para cada uno de los agonistas, considerando que se
trata de un efecto biolégico en una preparacion relativamente grande, en donde

usualmente se requiere de concentraciones mayores a las pKi.

Posteriormente, tal como se muestra en la Figura 30 se investigo el efecto
del agonista de los receptores de la familia D,-like, quinpirole, el cual deprimié los
DRPs a un 68% con respecto al control. En 4 experimentos, la depresiéon promedio
de los DRPs fue de 67.8% + 2.07 (E.E.M.) (Figura 31).
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Control
10" después de Quinpirole
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DRP L,

Figura 30. El agonista de los receptores de la familia D,-like deprime los potenciales de raiz
dorsal (DRPs) sin efecto sobre los potenciales extracelulares de campo (EFPs). Efecto del
agonista de los receptores de la familia D,-like, quinpirole (10 pM), sobre los EFPs y DRPs
producidos por la estimulacion de fibras aferentes mielinizadas del nervio Tibial con una
intensidad 2 xU. Los DRPs se deprimieron a un 68 % del control, sin efecto sobre el componente
monosinaptico de los EFPs.
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Figura 31. Resumen de los efectos del agonista D,-like, quinpirol, sobre los potenciales de
raiz dorsal (DRPs) y los potenciales extracelulares de campo (EFPs) evocados por la
estimulacion de fibras de bajo umbral del nervio tibial (Tib). Las barras muestran el promedio
y el E.E.M. (**), P<0.001, prueba t de Student pareada. n = 4 experimentos.

En 5 experimentos se investigaron los efectos del agonista de los
receptores de la familia D;-like, SKF38393, sobre los EFPs y DRPs producidos por
la estimulacién de fibras aferentes de bajo umbral (no ilustrado). Los DRPs se
deprimieron un 17% * 6 (E.E.M.) y los EFPs se facilitaron un 1.4% + 2.2, de la
amplitud control, valores estadisticamente no significativos (prueba t de Student
pareada P<0.001).

7. Efecto de la DA sobre el potencial de DC y la excitabilidad de las fibras

aferentes de bajo umbral.

A fin de determinar si la DA modula la excitabilidad de las fibras aferentes
de bajo umbral, como se ha reportado para las fibras aferentes de alto umbral
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(OksamitnyT & Tamarova, 1987), se examin0 el efecto de la DA sobre el potencial
DC registrado en las raices dorsales. En la Figura 32A se puede observar que la
aplicacion de DA a una concentracion 10 uM no produjo cambios sobre el estado

de polarizacion de las fibras.

Adicionalmente, mediante la técnica de Wall (Figura 32B), se observo que
la DA no modifica significativamente el componente de mayor velocidad de
conduccion del potencial de accion compuesto (CAP) antidromico, producido por
la microestimulacién intraespinal (500 ps, 3 HA) con una intensidad subméaxima,

pero deprime el DRP producido por el mismo estimulo.

uv cmnrarnr PP A e
200 | i i
uv 200 ms
5 min

Control
12' después de DA 10 uM

lavado 23' después del lavado

Figura 32. La DA no modifica el potencial DC registrado en las raices dorsales ni la
amplitud del potencial compuesto antidrémico (CAP) producido por la microestimulacién
intraespinal. A) Registro continuo del potencial DC en una raiz dorsal en condicién control, en
presencia de DA y durante el lavado (las deflexiones rapidas corresponden a los DRPs
registrados simultaneamente). B) CAPs y DRPs producidos por la microestimulacién intraespinal
con pulsos de 500 ps y 3 PA, con una intensidad subméxima para la generacién de los CAPs.
Notese la ausencia de efecto de la DA sobre los CAPs y la depresion de los DRPs producidos por
la microestimulacion intraespinal.

8. Efecto de la DA sobre la depresion homosinaptica de los EFPs y DRPs,

producida por la estimulacién condicionante de fibras aferentes homoénimas

Para evaluar de manera indirecta si la DA afecta la eficacia sinaptica de las

fibras aferentes de bajo umbral, se investigaron sus efectos sobre la inhibicion
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prolongada producida por la estimulacion de fibras aferentes homonimas,
conocida como depresion homosinaptica, que se sabe tiene un origen presinaptico
(Lev-Tov y Pinco, 1992).

En la Figura 33 se muestran los registros obtenidos con el protocolo de
pulsos pareados, en la condiciébn control y para un intervalo de tiempo entre
estimulos (IEE) de 500 ms, sobre los EFPs y DRPs producidos por la estimulacion
del nervio Tib 2 xU. Se muestran los registros producidos por el estimulo
condicionante (Figura 33A), por el estimulo de prueba (Figura 33B) y el efecto de
la estimulacién condicionante sobre el estimulo de prueba con un IEE de 500 ms
(Figura 33C). Al sustraer la condicion C-A (ver métodos) se puede observar que la
estimulacién condicionante de fibras aferentes homdénimas produjo una depresion
de los EFPs y DRPs de 42.8% + 1.87 y 44.12% * 2.31 (E.E.M.) con respecto al

control, respectivamente.

Los valores de depresion de los EFPs y DRPs observados en la condicion
control, para todos los IEE, se muestran en la Tabla 3. Se puede observar que la
depresion homosinaptica de los EFPs y DRPs ocurre con un maximo a los 25 ms
de intervalo entre el estimulo condicionante y el de prueba, decae paulatinamente

y se prolonga hasta los 10 segundos.
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Figura 33. Depresion homosinaptica de los EFPs y DRPs producida por la estimulacion
condicionante de fibras aferentes homoénimas. A) EFPs y los DRPs producidos Unicamente por
el estimulo condicionante. B) EFPs y DRPs producidos Unicamente por el estimulo de prueba. C)
Efecto de la estimulacién condicionante sobre el estimulo de prueba a un IEE de 500 ms. En C-A)
se puede observar el efecto que ejerce el estimulo condicionante sobre la respuesta al estimulo de
prueba, tras realizar la sustraccion del registro A del registro en C. En el panel derecho de C-A se
muestran los registros con una mayor velocidad de barrido.



Tabla 3. Depresién homosinéptica promedio de los EFPs y DRPs, registrados en condicion
control y tras la aplicacion de DA (10 uM), en los distintos intervalos de tiempo entre

estimulos mostrados.

100 200 500
IEE 25ms | 50ms 1s 2s 5s 10s
ms ms ms
EFPs
16.0£0.8 | 21.5+1.9 | 28.8+1.8 | 43.4+1.4 | 57.2+1.8 | 65.1+1.1 | 72.5+1.1 | 86.9+1.3 | 96.60.7
Control
EFPs
o 29.9+2.7 | 32.240.8 | 44.8+3.2 | 52.4+1.9 | 65.9+3.1 | 73.6+2.1 | 82.8+1.9 | 91.2+0.9 | 84.2+4.2
DRPs
10.4+1.5 | 10.8+1.9 | 19.0+2.9 | 32.0+2.9 | 55.8+2.3 | 58.3+2.5 | 70.3+1.8 | 85.8+1.2 | 94.7+0.6
Control
DRPs
o 38.243.7 | 41.6+4.3 | 43.4+3.3 | 55.0+2.7 | 62.0+2.7 | 64.1+2.0 | 72.8+1.2 | 88+0.6 | 83.2+4.4

Los valores representan la depresiéon promedio + E.E.M. del area bajo la curva con respecto al

control, determinada para los EFPs y DRPs (n = 7) a los intervalos indicados.

Una vez establecido el protocolo para estimar la depresion homosinaptica
de los EFPs y DRPs en condiciones control, se procedio a investigar los efectos
de la DA (10 puM) sobre dicha depresion, mediante el mismo protocolo de pulsos
pareados, a distintos IEE (Figura 34). Es importante remarcar que en la figura 34
se muestran los EFPs y DRPs en presencia de DA 10 uM, es decir, los DRPs ya
fueron deprimidos por el efecto de la DA, sin que los EFPs hayan sido afectados
(ver Figura 25). En presencia de DA la depresion homosinaptica de los EFPs y
DRPs fue de 65.96 + 3.15, y de 62.05 = 2.72 (E.E.M.) con respecto al valor control,
respectivamente, con un IEE de 500 ms. En la Tabla 3 se muestran los valores de
la depresion homosinaptica sobre los EFPs y DRPs tras la aplicacion de DA, para
los diferentes IEE. Al igual que en la condicion control, se puede observar que la
depresion homosinaptica ocurri6 con un maximo a las 25 ms de intervalo,
decayendo paulatinamente y prolongadndose hasta los 10 segundos. Estos
resultados indican que la DA no modifica la eficacia sinaptica de las fibras
aferentes mediante la activacion de receptores localizados de forma presinaptica

(ver discusion).

68



cond

prueba . cond + prueba
DRP
1oo|
Y —-i + q
500 500
ms

C_A prueba (cond + prueba) - cond

50 ms

Figura 34. Efecto de la DA sobre la depresidon homosinaptica de los EFPs y DRPs producida
por la estimulacién condicionante de fibras aferentes homénimas. Mismo formato que la
figura anterior. Todos los registros fueron realizados en presencia de DA 10 uM. Se puede
observar que la DA no afecta la depresién homosinaptica, a pesar de la inhibicion de los DRPs,
previo al protocolo de estimulacion pareada.

En la Figura 35 se muestran las graficas con los datos de la Tabla 3. Se
puede observar claramente que el curso temporal y la duracion de la depresion
homosinaptica de los EFPs y DRPs en muy similar en condiciones control y en
presencia de la DA. No hubo una diferencia significativa en ambas condiciones
(ANOVA de 1 via y prueba de Dunnet, P<0.01).
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Figura 35. Curso temporal de la depresién homosinaptica de los EFPs y DRPs evocados por
la estimulacion de fibras aferentes homdénimas del nervio Tib 2 xU. Panel superior. Curso
temporal de la depresion homosinaptica de los EFPs a distintos IEE, en condicién control (circulos
azules) y en presencia de DA 10 uM (circulos amarillos). Panel inferior. idem panel superior, para
el caso de los DRPs. Cada punto representa el promedio + E.E.M. del area bajo de la curva (EFPs
y DRPs) en 7 experimentos.

9. Eficacia del agonista de los receptores D»-like (quinpirol), sobre la depresion de

los DRPs

Con el propésito de evaluar la eficacia del agonista de los receptores D,-like
(quinpirol), sobre la depresion de los DRPs producidos por la estimulacion del

nervio Tib 2 xU, se determinaron las curvas concentracién-respuesta y los valores
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de ECsp para una n = 4 experimentos (Figura 36). Los valores de ECs, obtenidos
fueron ambiguos o estuvieron en el rango picomolar (pM) o nanomolar (nM), lo
que se atribuye a la elevada afinidad que presenta este agonista por los
receptores de la familia D,-like.
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Figura 36. El quinpirol deprime los DRPs en una manera dependiente de la concentracién,
de manera similar a la DA. A) Curvas concentracion-respuesta del efecto del quinpirol sobre el
area bajo la curva de los DRPs producidos por la estimulacién del nervio tibial con una intensidad
2 xU. El quinpirol se aplicé en concentraciones acumulables (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM),
registrando durante 6 minutos para cada concentracion. Cada punto representa el promedio de los
Gltimos 2 minutos previo a una nueva aplicacion. Cada punto de la gréfica representa el
porcentaje de inhibicion de los DRPs con respecto al control. La n representa el nimero de
muestras (12). B) Curva concentracion-respuesta que muestra el promedio de los cuatro
experimentos. En este caso se considerd una concentracion minima de quinpirol igual a cero. Los
valores corresponden al promedio = E.E.M.
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10. Efecto de la DA sobre las propiedades de membrana de las interneuronas del

cuerno dorsal registradas en la configuracion de célula entera

Las interneuronas del asta dorsal profunda registradas en la modalidad de
célula entera, se sometieron a un protocolo de pulsos de corriente hiperpolarizante
y despolarizante de 1 segundo de duracién, para determinar la reobase, la
resistencia de entrada (Ry), la capacitancia (C,) y la constante de tiempo (1) de
membrana. La magnitud de los pulsos de corriente se ajustd para cada neurona
registrada. Posteriormente se evaluo el efecto de la DA sobre estas propiedades.
La Figura 37 muestra registros representativos de una interneurona con una
deflexién del potencial de membrana a pulsos hiperpolarizantes, caracteristico de
la corriente Ip. Con pulsos despolarizantes la interneurona disparé una rafaga de
potenciales de accién, cuya frecuencia fue dependiente de la magnitud de la
corriente despolarizante. En la condicion control los valores de las propiedades de
membrana fueron: potencial de membrana = -51 mV, reobase = 50 pA, C,, = 508
pF, Ry = 328 MQ y tn = 190 ms. En presencia de DA 10 uM los valores fueron:
potencial de membrana = -50 mV, reobase = 75 pA, Cy, = 447 pF, Ry = 334 MQ y

Tm = 172 ms. La resistencia en serie no fue compensada.
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Figura 37. Protocolo de pulsos de corriente para evaluar las propiedades de membrana de
las interneuronas registradas en la modalidad de célula entera. Ai) Registro representativo de
una interneurona en respuesta a pulsos de corriente hiperpolarizante y despolarizante de 1 seg de
duracion. Aii) Curva I-V con ajuste de la parte mas lineal para calcular la Rm. A partir de estos
registros también se determinaron la Cp, la t, y la reobase (trazos en rojo). Bi) y Bii) Mismo
formato pero en presencia de DA 10 pM. Panel inferior. Protocolo de pulsos de corriente
hiperpolarizante y despolarizante aplicados de -100 pA a +200 pA en pasos de 50 pA.

En un total de 10 interneuronas la DA redujo la reobase a un 83.33% =
16.66 y la t, @ un 93.30% + 5.21 de los valores control, valores estadisticamente
no significativos. La Ry y la C,, tampoco se vieron afectadas (100.21% + 12.85y
107.19% £ 9.47, respectivamente) (Tabla 4, Figura 38). En general, con estos

resultados preliminares, observamos que la DA no produjo cambios significativos
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en las propiedades de membrana de las interneuronas registradas en el asta
dorsal de la médula espinal.

Tabla 4. Propiedades de membrana de las interneuronas registradas en el asta dorsal de la
meédula espinal del raton, tras la aplicacion de DA.

Resistencia de Capacitancia de | Constante de
entrada (MOhms) | membrana (pF) tiempo (ms)

83.33 + 16.66 100.21 £12.85 107.19 £ 9.47 93.30+5.21

Reobase (pA)

Los valores representan el promedio + E.E.M., respecto a la condicién control, para de una n = 10.
La reobase se determiné solamente en 3 interneuronas (t de Student pareada P <0.001).
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Figura 38. Grafica que resume los efectos de la DA sobre las propiedades de membrana de
interneuronas registradas en el asta dorsal. Las barras muestran promedios + E.E.M. La DA

no produjo cambios significativos en los pardmetros (Cm, Ry y 1) medidos. La reobase no se
calcul6 después del lavado. ANOVA de 1 via y prueba de Dunnett, P<0.01.
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11. Efecto de la DA sobre los EPSPs y EPSCs evocados por la estimulacion de

fibras aferentes de bajo umbral

Para evaluar los efectos de la DA sobre los EPSPs y EPSCs solo se
tomaron en consideracion los casos cuando se utilizd QX-314, o en aquellos que
no presentaron potenciales o corrientes de accion. Los EPSPs fueron registrados
al potencial de membrana de las neuronas, y las EPSCs con un voltaje de
mantenimiento de -80 mV. Los EPSPs fueron medidos en su amplitud al pico y las
EPSCs en su area (0-100 ms).

En la Figura 39 se ilustra el efecto de la DA sobre los EPSPs y EPSCs en
una interneurona activada monosinapticamente (~ 3 ms a partir de la salva
aferente), por la estimulacién del nervio tibial con una intensidad 2 xU. En
presencia de DA 10 uM, el componente monosinaptico de los EPSPs no fue
afectado (98% del control). Sin embargo, se puede observar que los EPSPs
polisinapticos fueron deprimidos por la DA (Figura 39A). Por su parte, el area bajo
la curva (0-100 ms) de las EPSCs fueron deprimidas por la DA a un 60% del
control (Figura 39B). De un total de 4 interneuronas registradas, 3 mostraron una
depresion en la amplitud al pico del componente monosinaptico de los EPSPs a un
93.87% * 14.15 de la amplitud control (E.E.M.) y 1 de ellas presentd un
incremento promedio del 16% con respecto al control. En relacién a las EPSCs, en
4 interneuronas la DA produjo una depresion promedio en el area bajo la curva a
un 42.29% + 7.05 (E.E.M.) del valor control. Los valores promedio de los efectos
de la DA sobre los EPSPs y EPSCs, registrados en las interneuronas del asta

dorsal (n= 4 experimentos), se muestran en la Tabla 5.

En general, el efecto producido por la DA fue una depresion en las EPSCs
producidas por la estimulacién del nervio Tib con una intensidad 2 xU, sin que los
EPSPs se viesen afectados significativamente, en un total de 4 experimentos
realizados. No obstante, estos resultados son aun preliminares, siendo necesario

incrementar el nUmero de interneuronas registradas, a fin de obtener una muestra
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mAas representativa. M&s aun, investigar los efectos de la DA en interneuronas

identificadas funcionalmente.
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Figura 39. Efecto de la DA sobre los EPSPs y EPSCs producidos por la estimulacién de
aferentes mielinizadas del nervio Tib. A) Panel superior. EPSPs registrados en la condicién
control. Panel intermedio. EPSPs en presencia de DA 10 [1M. Panel inferior. Recuperacion tras 20
min. de lavado. B) Mismo formato que en A) para las corrientes sinapticas. Los trazos en gris
representan los registros individuales (12) y los trazos en color los promedios. Los EPSPs fueron
medidos en su amplitud al pico y las EPSCs en el area de 0-100 ms. La micropipeta de registro
contenia QX-314 para bloquear las corrientes rapidas de sodio y evitar los potenciales y las
corrientes de accion.

Tabla 5. Efecto de 1a DA sobre los EPSPs, EPSCs y DRPs registrados en las interneuronas del asta
dorsal de la médula espinal del ratén.

EPSPs EPSCs DRPs
99.41 £9.74 42.29 +7.05 40.21 +7.55

Los valores representan el promedio + E.E.M., respecto a la condiciéon control, para una n = 4
experimentos.
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V1. Discusién

Algunas consideraciones metodolégicas

En los experimentos realizados hasta el momento se ha estimulado el
nervio mixto tibial, debido a sus dimensiones y a la facilidad para su diseccion; no
obstante, se pretende llevar a cabo experimentos estimulando selectivamente,
ademas, nervios puramente cutaneos y musculares, con la finalidad de identificar
si la DA ejerce una modulacién diferencial de los EFPs, DRPs, EPSPs y EPSCs

dependiente del origen de las fibras aferentes.

El registro de un componente de latencia corta en el potencial de accién
compuesto poblacional en la raiz dorsal, al estimular con intensidades < 2 xU
(Figura 22), nos permite aseverar que en la médula espinal del raton de 6-7 dias
posnatales, se activan exclusivamente fibras aferentes de bajo umbral con una
velocidad de conduccion rapida (musculares de los grupos | y Il, y cutaneas AR).
Con intensidades >4 xU comienzan a ser notorios los componentes Ad y C,
correspondientes a fibras de mayor umbral de activacion y menor velocidad de

conduccion (Vejsada et al. 1985).

Para localizar los sitios de las proyecciones intraespinales de las fibras
aferentes y de sus conexiones monosinapticas se tomaron en consideracion los
registros de mayor amplitud de los componentes monosinapticos de los EFPs a
distintas profundidades (laminas de Rexed IV-VI). Estos sitios fueron también
tomados como referencia para la aplicacion de la microestimulacién intraespinal,
mediante la técnica de Wall, para activar antidromicamente el maximo namero de
fibras aferentes, asi como para registrar las interneuronas que reciben conexiones

monosinapticas de las fibras aferentes mielinizadas de bajo umbral.

El incremento en la amplitud de los DRPs con intensidades crecientes de

estimulacion (Figura 24) puede ser atribuido a la naturaleza polisinaptica de las
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vias que median la PAD; es decir, el incremento en la amplitud de los DRPs con
intensidades de estimulacion mas altas se debe a la proyeccion profusa de las
fibras aferentes y a la activacion de las vias neuronales que median la PAD, las
cuales, por su naturaleza polisinaptica son susceptibles a una facilitacion espacial

y temporal.

Con respecto a las fibras aferentes que reciben PAD, es decir, las fibras
gue son despolarizadas al estimular fibras aferentes de bajo umbral, por analogia
con lo que se ha descrito en felinos adultos, se ha considerado que los DRPs
producidos por la estimulacion de fibras aferentes de bajo umbral se deben a una
despolarizacién de las fibras aferentes cutaneas de bajo umbral, articulares y del
grupo Ib. Mientras que los DRPs producidos por la estimulacion de nervios
musculares se deben a la despolarizacion de fibras aferentes de los grupos 1y I,
y en cierto grado de las fibras aferentes cutaneas (Figura 8, Brink et al. 1984;
Figura 9, Rudomin et al., 1986).

Efecto de la DA sobre la PAD y la excitabilidad de las fibras aferentes mielinizadas

La depresion que ejerce la DA sobre los DRPs (Figura 25) sugiere una
reduccion de la excitabilidad de las interneuronas que median la PAD, o
posiblemente una reduccion en la liberacion del neuromodulador en las
interneuronas interpuestas en esta via. No obstante, la ausencia de efecto de la
DA sobre el componente monosinaptico de los EFPs (Figura 25) y sobre la
amplitud del potencial de accién compuesto, CAP, antidromico (Figura 32; técnica
de Wall) sugiere que la eficacia sinaptica (ver abajo) y la excitabilidad de las fibras
aferentes mielinizadas de conduccion rapida no se vieron afectadas. En apoyo a
esta hipotesis, tampoco observamos cambios en los potenciales de DC, lo cual
demuestra que no hubo efectos, directos o indirectos, de la DA sobre las
terminales de estas fibras (Figura 32).
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La DA no modifica la eficacia sinaptica de las fibras aferentes de bajo umbral

Se ha descrito que la depresion homosinaptica producida por la
estimulacién de fibras aferentes homonimas en la médula espinal de roedores
tiene un origen presinaptico ya que ésta se reduce al disminuir la concentracion
extracelular de calcio, o por la aplicacién del agonista a los receptores GABAg,
baclofen (Lev-Tov y Pinco, 1992; Li y Burke, 2001, 2002). Se han postulado
diversos mecanismos subyacentes a la depresion homosinaptica, tales como una
desensibilizacion postsinaptica de los receptores a neurotransmisores excitadores,
la deplecion presinaptica de las vesiculas de neurotransmisor, o bien, algun otro
mecanismo presinaptico involucrado en la disminucion de la probabilidad de
liberacion de neurotransmisor dependiente de la disponibilidad de calcio en las
terminales sindpticas (Dobrunz y Stevens 1977; Hsu et al 1996; Otis et al 1996;
Thies 1965; Westbrook y Jones, 1996).

Nuestros resultados muestran que el curso temporal de la depresion de los
EFPs y DRPs (Figuras 33 y 35) producida por la estimulacién de fibras aferentes
homénimas es muy similar a la depresion homosinaptica del reflejo monosinaptico
y de los EPSPs monosinapticos registrados en motoneuronas de roedores (Li y
Burke, 2001, 2002). Observamos que la DA no cambia significativamente el curso
temporal de la depresion homosinaptica comparada con la condicién control
(Figura 34 y 35), lo cual implica que no hubo una modificacion de la eficacia
sinaptica de las fibras aferentes, es decir, no existen receptores a DA localizados
en las terminales presinapticas que modifiqguen la probabilidad de liberacién de

neurotransmisor.

En conjunto, la ausencia de una depresion del componente monosinaptico
de los EFPs producidos por la estimulacién de fibras aferentes mielinizadas, sobre
la depresion homosinaptica de los EFPs y DRPs producida por la estimulacién de
las mismas fibras, sin cambios en la excitabilidad de las fibras aferentes por la DA,

sugiere que no existen receptores presinapticos DA en las terminales aferentes, ni
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ocurren cambios indirectos en la excitabilidad de las fibras aferentes de bajo

umbral.

La depresion de los DRPs es mediada por la activaciéon de los receptores a DA de

la familia D,-like

Para explicar el comportamiento atipico de las curvas concentracion-
respuesta a la DA (Figura 28), se plantearon diversas explicaciones al respecto: i)
el proceso oxidativo de la DA, ii) la activacion de receptores a NA con una afinidad
mas baja cuando las concentraciones de DA son elevadas, iii) una recaptura
excesiva de DA a través de su transportador (DAT), iv) una inactivacion acelerada
de la DA por la monoaminooxidasa (MAOg) y V) la posible activacion de diferentes
subtipos de receptores D,-like (D2.4) con diferentes afinidades. Por esta razon, se
llevaron a cabo experimentos empleando un agente antioxidante, el metabisulfito
de Na' (0.1 %), previniendo asi la oxidacion de la DA y la posible reduccion en su
disponibilidad. En estas condiciones, los valores ECsy obtenidos (Figura 29A)
resultaron mas congruentes con la afinidad de la DA por sus receptores. Esto
apunta al proceso oxidativo de la DA como responsable del comportamiento
atipico en las curvas concentracion-respuesta, debido muy probablemente a una
reduccion en la disponibilidad de la DA, modificando la concentracion efectiva para

producir el efecto biolégico esperado.

Adicionalmente, los experimentos en los cuales se aplicé DA adicionada
con MBS de Na* (0.1%), GBR12909 (10 uM) para bloquear el transportador a DA
(DAT), desipramina (10 uM) para inhibir el transportador de noradrenalina (NET), y
pargilina (100 uM) para inhibir la accién de la monoaminooxidasa B (MAOg)
(Figura 29B), no mostraron un efecto significativamente diferente al observado en
la presencia Unica de MBS de Na* (0.1 %). Si bien no podemos descartar algin
posible papel de los blogueadores del DAT, NET y MAOg en la obtencion de los

valores ECs, los resultados obtenidos nos hacen pensar en el proceso oxidativo
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de la DA como la causa principal del comportamiento atipico de las curvas para
calcular los valores ECs para DA.

Para el caso del agonista dopaminérgico D,-like, quinpirol, la depresion de
los DRPs es muy similar a aquella producida por la DA (Figura 30) lo cual sugiere
que la depresion de los DRPs esta mediada principalmente por la familia de
receptores D,-like. Esta sugerencia se refuerza con nuestros hallazgos que
demuestran que el agonista dopaminérgico D;-like, SKF-38393, carecio de efectos
sobre estos parametros. No obstante, debemos admitir que el papel especifico de
los subtipos Dy, D3 y D4 requerira de experimentos adicionales que no fueron
contemplados en los objetivos planteados en la presente tesis. Las curvas
concentracion-respuesta para el quinpirol mostraron valores ECso (Figura 36)
acordes con la afinidad de este ligando para los receptores de la familia D,-like.
Aunque el quinpirol no se oxida, ni es recapturado, ni metabolizado por
mecanismos que afectan a la DA, la forma de las curvas concentracién-respuesta
presentaron una amplia variacion, lo cual se podria explicar porque el registro de
los DRPs se realiza en un filamento pequefio de una raiz dorsal, que podria
contener diferentes tipos de fibras aferentes de un experimento a otro. Se hace
necesario realizar mas experimentos cerciorandose de una estimacion mas
precisa del umbral de las fibras aferentes, para asegurar que una activacion del
mismo tipo de fibras que producen PAD, e idealmente registrar la PAD en fibras
aferentes individuales identificadas.

La DA deprime las EPSCs provocadas por la estimulacion de fibras aferentes sin
cambios en las propiedades de membrana

Con la informacion obtenida a partir de los registros intracelulares de las
interneuronas del asta dorsal en la modalidad de célula entera, podemos concluir
hasta el momento que la DA no modifica algunas de propiedades de membrana
evaluadas, como la Ry, y Cy,, aunque hubo una tendencia no significativa a una

disminucién en la reobase y la tn (Figura 37 y Tabla 4). No obstante, resta por
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evaluar el efecto de la DA sobre otras propiedades, como son: la frecuencia de
disparo, la relacion corriente-respuesta, la amplitud y anchura media de la espiga,
amplitud de la posthiperpolarizaciéon (AHP), entre otras, ya que se ha observado
que, para el caso de las motoneuronas, la DA incrementa la excitabilidad
intrinseca, a través de un aumento en la frecuencia de las espigas y de una
reduccion en la amplitud de la hiperpolarizacién postpotencial de duracion media,
aunque estos efectos son mediados posiblemente a través de la activacion de

receptores D;-like (Han et al, 2007).

Con respecto a las respuestas provocadas por la estimulacion de fibras
aferentes de bajo umbral (EPSPs y EPSCs) en las interneuronas del asta dorsal,
observamos que la amplitud al pico del componente monosinaptico de los EPSPs
no se afectd por la DA. Sin embargo, los componentes polisinapticos fueron
deprimidos (Figura 39A, Tabla 5). Se ha descrito que la fase de ascenso de los
EPSPs se debe fundamentalmente a la corriente capacitiva de la membrana y que
la amplitud de los EPSPs se ve poco afectada por cambios en la conductancia de
membrana postsinaptica (Finkel y Redman, 1983). Ademés, se ha observado que
la inhibicion postsingptica no modifica la amplitud de los EPSPs registrados en las
motoneuronas del gato, pero si acelera su fase de caida, lo cual sugiere cambios
a nivel postsinaptico (Hultborn et al., 1987). Por su parte, la inhibicion presinaptica
deprime la amplitud de los EPSPs sin cambios en su curso temporal (Eccles, et
al., 1961a). Entonces, con base en los efectos de la DA sobre los EPSPs podemos
descartar efectos presindpticos en las terminales de las fibras aferentes
estimuladas, como lo sugiere la ausencia de cambios en la depresion
homosinaptica (Figuras 34 y 35). Por otra parte, el componente monosinaptico de
las EPSCs evocadas en las mismas interneuronas, se deprimio significativamente
en presencia de la DA (Figura 39B, Tabla 5). Es decir, la activacion de los
receptores a DA de la familia D,-like produce una inhibicion de las conductancias
excitadoras que median las EPSCs rapidas, producidas por la activacion de
receptores AMPA/kainato. Como se ha mencionado con anterioridad, queda por

investigarse el efecto del quinpirol con antagonistas selectivos para los subtipos de
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receptores D,, D3 y D4. La inhibicion de conductancias excitadoras en las

interneuronas implicaria una disminucion en la excitabilidad de las mismas.

Hasta ahora, nuestros resultados sugieren que la depresion de los DRPs
producidos por la DA se debe a la presencia de receptores D,-like en las
interneuronas que median la PAD (Figura 40), pero no en las terminales aferentes
de bajo umbral. Es de suma importancia investigar en animales transgénicos el
efecto de la DA, sus agonistas y antagonistas selectivos para los receptores Do-
like en las interneuronas que median la PAD, en particular en las neuronas que

expresan la enzima GAD2 y el factor de transcripcion Ptfla.

Figura 40. Posible distribucion de los receptores de la familia D,-like en las interneuronas que
median la PAD de las fibras aferentes mielinizadas. Los resultados obtenidos hasta el momento
sugieren que los receptores de la familia D,-like se encuentran en las neuronas que median la via
PAD (circulos azules), pero no en las terminales presinapticas de las fibras aferentes que producen
la PAD.
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VII. Conclusién

La DA es un neuromodulador importante en la médula espinal y esta
implicado en diversas funciones sensoriales y motrices, y durante el desarrollo, por
lo que es relevante conocer los mecanismos a través de los cuales ejerce su
funcién. En el presente estudio se ha demostrado que la DA ejerce un efecto
inhibitorio a nivel postinaptico sobre las vias neuronales que median la
despolarizacion de aferentes primarias (PAD), producida por estimulacion de las
fibras aferentes mielinizadas, a través de la activacion de la familia de receptores
D,-like. Este efecto ocurre muy probablemente por una reduccion de la
excitabilidad de las interneuronas que median la PAD, sin modificar la eficacia

sinaptica de las fibras aferentes estimuladas.

Perspectivas a largo plazo

e Incrementar el nUmero de interneuronas registradas para evaluar con
mayor precision si la DA produce cambios en la excitabilidad
(propiedades pasivas, incremento en la reobase, desplazamiento de la
curva f-l a la izquierda)

e Determinar los subtipos de receptores de la familia D,-like (D2, D3 y Dy)
implicados en la depresion de los DRPs y en la modulacion de la
excitabilidad de las interneuronas del asta dorsal

e Investigar el efecto de la DA sobre la inhibiciébn heterosinaptica
producida por la estimulacion de fibras aferentes de bajo umbral, ya que
con el protocolo de depresion homosinaptica no fue posible evaluar si
hubo una reversion de la inhibicion presinaptica

e Investigar el efecto de la DA sobre interneuronas que expresan la
enzima GAD2 y el factor tumoral pancreatico la (PTFla), fenotipo
exclusivo de las interneuronas GABAérgicas que median la

despolarizacion de aferentes primarias (PAD).
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e Estudiar el efecto de la DA sobre las vias que median la inhibicién

presinaptica en ratones espinalizados.
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