R. IS¢g80
.O\

ANALISIS DE LAS PROPIEDADES INTEGRATIVAS
DE LAS NEURONAS DE LA REGION VENTRAL
DE LA SUSTANCIA GRIS PERIACUEDUCTAL

CTNIVERSTDAD DE SEVILLA,
. OPTO, +te tO&S’lQ
%’ agu.Q+ac>Q OQQ. uﬂfhdu[; 5
Ao oerin Wniversidad ide el dia Z-:\ "q’gﬁ
haorn 3l dia ZO q‘ gci
Baoviiia 'Zq' da 3—‘2&%%’7@. an ’;,3 YC{

L oDInRoTon DY

T

Ul\z I“VFT%’S 1



AVDA. SANCHEZ PIZJUAN, 4

TELEFONO 37 1§ 46

EPARTAMENTO DE FISIOLOGIA
"TACULTAD DE MEDICINA

SEYILLA - 9

Juan Ribag Sermna, Proresor Titular del Departamento de
Fizinlogia Médica vy EBiofisica de la Facultad de Medicina de ia

trabaio de investigcacidn "Analizis de las nropiecades

integrativaz de lasg neurcnas de la regién ventral de la
3 g

zuztancia gris periacueductal" que presenta para coptar al grado

oy
[N
s}
(&
=
43}
o]
=}
-
o
j&]
0
tr
¥
"
]
1w



INDICE



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

METODOLOGIA
1. Estudio electrofisiolégico mediante registro
intracelular de las neuronas de la regién
ventral de la 5GC.
1.1. Preparacién de rodajas de mesencéfalo
mantenidas in vitro.

1.2, Técnicas de registro y estimulacién.

1.3, Almacenamiento y andlisis de los datos.

1.4, Estudio electrotdnico.
1.5. Estudio estadistico.
2. Estudio morfolégico de la regién ventral de
la 5GC.
2.1. Método de Nissl.
2.2. Método de Golgi.
2.3. Marcaje intracelular con colorantes
fluorescentes.
2.4, Examen cualitativo y cuantitativo de

las neuronas de la SGC.

RESULTADOS
1. Estudio electrofisiolégico de las neuronas
de la regién veniral de la SGC.
1.1. Pardmetros pasivos y andlisis de la
estructura electroténica.

1.2. Estudio electrofisiolégico y bases

iénicas de los potenciales de accién de

las neuronas de la SGC.

1.2.1. Actividad esponténea.

1.2.2. Caracteristicas electrofisiolégicas

del potencial de accién.
1.2.3. Bases ib6nicas del potencial

de accidn.

1.2.4. Caracteristicas eléctricas y bases

iénicas de los procesos de repolarizacién

11

13
13
14
15
17
19
20
20
20
21
22
23
24
24
30
30

32

35



de los potenciales de accién.
1.2.5. Estudio de una conductancia
transitoria al K+,
1.2.6. Estudio de una posible conductancis
al Ca=2* de bajo umbral.

1.3. Estudio del disparo repetitivo de las
neuronas de la SGC.

1.3.1. Respuesta ante pulsos rectangulares
de corriente.

1.3.2. Respuesta ante pulsos de corriente
en forma de rampa.

1.4. Bases i6nicas del disparo repetido.

1.5. Poshiperpolarizacién de larga duracién.
Bases idnicas.

1.6. Participacidén de la conductancia transitoria
al K* en el patrén de disparo.de las neuronas de
la SGC.

2. Estudio morfolégico de la regiéﬁ ventral de la SGC.

2.1. Marcaje de neuronas mediante la inyeccidn
intracelular de colorantes flucorescentes.

2.2. Tincién de Nissl.

2.3. Método de Golgi.

DISCUSICON
1. Metodologia.
2. Andlisis morfolégico.
3. Propiedades electroténicas.
4. Generacidn de los potenciales de accidn.
Propiedades oscilatorias.
5. Patrones de disparo repetitivo.
6. Propiedades integrativas de las neuronas de la SGC.

7. Implicaciones funcionales.
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

42

47

52

56

56

67
70

73

78
82

82
88
88

94
86
98

101

112

119

121

123

129



I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La =sustancia gris central periacueductal (SGC) se localiza entre el
romboencéfalo y el diencéfalo. Sus neurcnas, de un tamafio relativamente pequefio,
estdn densamente empaquetadas rodeando al acueducto mesencefdlico. En los
roedores, la SGC comienza caudalmente por delante del locus coeruleus donde el
acueducto de Silvio se abre al cuarto ventriculo. Rostralmente se extiende hasta
la comisura posterior donde se mezcla con la sustancia gris asociada al tercer
ventriculo. Dorsal y dorsolateralmente la SGC estd delimitada por los coliculos
superior e inferior; lateralmente, por el nucleo mesencefélico del trigémino y el
nucleo: cuneiforme, y ventralmente por el fasciculo longitudinal medial, el nucleo
troclear y el oculomotor. Gran cantidad de axones, en su mayor parte pobremente
mielinizados, atraviesan la SGC en distintas direcciones con sentido ascendente o
descendente, bien difusamente o bien formando haces de fibras concretos.

Una pregunta que permanece ain por aclarar es la existencia de
subdivisiones dentro de la SGC. La citoarquitectura, mieloarquitectura y las
conexiones de esta regién han sido muy estudiadas con diferentes técnicas y en
diferentes especies para intentar resolver esta cuestién. Ramén y Cajal (1811)
describié la S5GC caudal dél gato como compuesta de dos bandas concéntricas.
Castaldi (1923) dividié la SGC del cobaya en una regién dorsal y otra ventral.
Estudios filogenéticos y ontogenéticos, (Crosby y Woodburne, 1843; Altman vy
Bayer, 1981) describieron tres subdivisiones (dorsal, ventral y lateral). Hamilton
(1873) dividié a la SGC en dorsal, medial y lateral. Berman (1968) hallé un
patrén concéntrico en la SGC del gato aunque con subnicleos medial, lateral y
dorsal bien diferenciados. Beitz (1985), mediante el anAlisis estadistico de
regiones arbitrariamente elegidas dentro de 1la SGC, distinguié cuatro
subdivisiones (medial, dorsal, dorsolateral y ventrolateral) en la rata. Conti y
col. (1987) han identificado, con la tincién histoquimica del enzima citocromo
oxidass, estas mismas regiones a niveles caudales e intermedios de la 5GC de la
rata y dos bandas concéntricas a niveles rostrales. La ausencia de subdivisiones
en la SGC ha sido defendida por Mantyh (1982, 1983b) que propone en la rats, el
gato y el mono la existencia de pequefios grupos neuronales dispersos
funcionalmente relacionados que formarian un mosaico. Gioia y col. (1984),
estudiando la citoarquitectura de la SGC en gatos, y Marchand y Hagino (1983),
con estudios de transporte retrégrado, niegan también la existencia de

subdivisiones discernibles en esta estructura.



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Una gran gama de proyecciones aferentes, eferentes e intrinsecas han sido
demostradas en la SGC (Bandler y col.,, 1985s; Beitz, 1982; Eberhart y col., 1985;
Grofovd y col.,, 1978; Mahtyh, 1983a, 1983b; Marchand y Haé;ino, 1983; Watkins y
col. 1981) (Figura 1). No hay acuerdo entre distintos autores al asignar a estas
conexiones regiones de origen o destino preferentes en la SGC. Mientras Beitz
(1882) y Conti (1887) hallan diferencias cuantitativas y cualitativas entre las
cuatro divisiones que ellos proponen en la SGC, Mantyh (1982) niega la4

existencia de un juego de conexiones propias y sin solapo para cada regién.
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Figura 1. Esquema representativo de- las -principales -conexiones aferentes y eferentes de la
SGC. Las abreviaturas hen sido tomadas de Paxinos y Watson (1982). Acb: N. accumbens; Amb: N.
ambiguo; Arc: N. arcuato hipotaldmico; AHy: Area anterior hipotaldmica; Cb: Cerebelo; Ce: N. central
. de la amigdala; CGv: Sustancia gris central periventricular; CL: N. central lateral y demés
nicleos intralaminares taldmicos; Cnf: N. cuneiforme; CPu: Caudado y putamen; Cx: Corteza cerebral;
DBB: Banda diagonal de Broca; dr: Asta dorsal medular; GP: Globus pallidus; hbc: Habénula; IP: N.
interpeduncular; LC: Locus coeruleus; LGV: N. geniculado lateral ventral; LH: Hipotdlamo lateral;
LSD: Septum dorsolateral; MS: Septum medial; PH: Hipotdlamo posterior; PMA: Area premamilar
hipotaldmica; Rch: Area retroquiasmdtica; RF: Formacién reticular; RMg: N. rafe magnus; Rt: N.
' reticular taldmico; SC: Coliculo superior; SGC: Sustancia gris central periacueductal; SN:
. Sustancia negra; SPVd: Sistema periventricular dorsal; SPVv: Sistema periventricular ventral; spS:
. N. caudal del V par; SV: Sistema ventral; Tu: Tubérculo olfatorio; VMH: N. ventromedial
. hipotaldmico; VTA: Area tegmental ventral; ZI: Zona incerta.
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Algo semejante ocurre con la distribucién de receptores y de diferentes
neurotransmisores en la S5GC. Esta estructura es muy heterogénea desde el punto
de vista neuroquimico y se han detectado receptores para opidceos endégenos y
exégenos  (Goodman y col.,, 1980; Kuhar y col, 1973; Tempel y Zukin, 1987),
neurotensina (Kitabgi y col.,, 1977), glutamato y aspartato (Clements y col.,
1987), GABA (Palacios, 1981), sustancia P (Mantyh y col., 1984), estirégenos (Pfaff
y Keiner, 1973), LH~RH (Silverman y Krey, 1978), prolactina (Harlan y col., 1983)
y receptores colinérgicos muscarinicos (Beitz y col.,, 1982). También se han
demostrado, mediante inmunocitoquimica, cuerpos celulares y procesos axénicos y
dendriticos con encefalina (Moss y col.,, 1983), serotonina (Clements y col.,
1885), neurotensina (Kalivas y col.,, 1982), somatostatina (Beitz y col.,, 1983),
GABA (Belin y col.,, 1979), sustancia P y VIP (Moss y Basbaum, 1983), bombesina
(Pert y col., 1880), dopamina (Lindvall y Bjdrklund, 1974) y acetilcolina (Wamsley
y col, 1981). El1 andlisis de la distribucién de los receptores y de los
neurotransmisores y neuropeptidos en esta estructura ha 1llevado a diversos
autores a resultados contradictorios en cuanto a la presencia de diferencias
regionales.

Por tanto, con las anteriores observaciones sobre la citoarquitecturs, el
patrén de conexiones y la neuroquimica de la SGC, parece dificil establecer la
existencia de un determinado patrén regional. Sin embargo, la localizacién de
funciones especificas en subdivisiones especificas es un importante criterio
para compartimentalizar la SGC. Por ello es importante y necesario revisar los
aspectos funcionales de esta estructura.

La SGC parece poseer un papel coordinador sobre los nicleos motores del
tronco del encéfalo que acthan durante las vocalizaciones. Ella recibe
informacién del sistema limbico y constituye el eslabén entre éste y las
motoneuronas de los sistemas laringeos y respiratorio. Se ha demostrado que la
actividead de las neuronas de la regidén dorsal y dorsolateral de la SGC caudal
estd correlacionada con las vocalizaciones y con la activacién de los
_movimientos de los musculos laringeos (Larson y Kistler, 1986). La estimulacién
o lesién de la SGC produce la emisién‘ de vocalizaciones propias de la especie o
la abolicién de las vocalizaciones esponténeas y las producidas por estimulacién
de otras éreas cerebrales (Jirgens y Pratt, 1979). La posicién de la SGC en el
lazo estimulo-respuesta se sitia dentro o por encima del nivel de coordinacidn
motora. |

Un patrén conductual que puede denominarse respuesta de defensa ha sido
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observado en el gato ante estimulos que representan una amenaza para el animal.
Esta compleja conducta contiene respuestas somatomotoras y autonémicas que son
especificas para cada especie. Tal patrén ha sido evocado experimentalmente en
su totalidad mediante la inyeccién de aminodcidos excitadores como los é&cidos
L-glutdmico, L-aspartico y DL-homocisteico en una zona muy restringida de la SGC
situada entre los coliculos superior e inferior, dorsclateral y lateralmente al
acueducto (Bandler y col.,, 1985b; Carrive y col.,, 1987). Estos mismos
investigadores han descrito aferentes a esta zona de la SGC desde el cértex
motor y froﬁtal’ y desde &reas corticales somatosensoriales visuales y auditivas
que pudieran estar relacionadas con la puesta en marcha de esta reaccién
defensiva (Bandler y‘ col., 1985a). La estimulacién eléctrica de la regién dorsal
de la SGC provoca en la rata y en el ratén _éonductas aversivas tales como
respuestas de escape y respuestas conductuales denominadas de “switch-off" (el
animal intenta parar o interrumpir la estimulacién). Parece que la SGC y el
hipotdlamo medial y lateral estén relacionadas con la generacién y modulacién de
estos efectos aversivos (Sandner y col.,, 1985; Cazala y Schmitt, 1987). A nivel
neuroquimico, este comportamiento parece estar relacionado con mecanismos
sindpticos serotonérgicos (Schiitz y col., 1985), colinérgicos (Moriyama y col.,
1885) dopaminérgicos, gabaérgicos y opidceos (Schmitt y col., 1986).

La participacién de la SGC en el comportamiento sexual se centra en la
puesta en marcha del reflejo lordético, una dorsiflexién de la columna vertebral
de la hembra que ocurre ante estimulos somatosensoriales producidos por el
macho durante la cépula. Las neuronas de la SGC dorsal y dorsclateral responden
selectivamente a estimulos somatosensoriales semejantes (Rose, 1978); ademés, la
lesidén o estimulacidén de la SGC eliminan o evocan lordosis (Floody y O Donohue,
1880; McEwen y Pfaff, 1973). La LH-RH potencia la lordosis (Sakuma y Pfaff,
1980) y se han descubierto axones con LH-RH en la SGC posiblemente procedentes
del hipotdlamo (Shivers y col., 1983). La LH-RH también incrementa el disparo de
neuronas de la SGC dorsal y dorsolateral (Samson y col.,, 1980) sobre todo previa

administracién de estrégenos (Schiess y col., 1987). A este respecto la 5GC

concentra estrégenos procedentes del hipotdlamo (Krieger y col, 1979 yﬂr la

lordosis es dependiente de estrégenos <(Floody y col.,, 1986). Parece ser que
algunas neuronas de la SGC activan a otras de la via reticuloespinal que
convergen con axones vestibuloespinales sobre las motoneuronas de los misculos
de la espalda cuya contraccién se requiere para la lordosis (Cottingham y Pfaff,

1887). Reuniendo todos estos descubrimientos se ha hipotetizado que la SGC no

5
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integra directamente un arco reflejo simple para la produccidn del reflejo
lordético sino que méAs bien recibe la entrada somatosensorial y modula su
propia salida hacia niveles bulboespinales despues de integrar las entradas
neurales y hormonales que vienen desde hipotélamo, fundamentalmente del nicleo
ventromedial, y del érea predptica medial (Schiess y col., 1987). La SGC también
participa en ciertas pautas sonoras dependientes de estrégenos que forman un
componente proceptivo del comportamiento sexual en roedores y aves canoras
(Floodywy 0 Donohue, 1980). | s

La funcién de la SGC a la que mas trabajo de investigacién se ha dedicado
es, sin duda, su participacién en la nocicepcién y en los mecanismos endédgenos
de control del dolor. Desde que Reynolds (1969) describié un potente efecto
analgésico al estimular eléctricamente 1la SGC, una ingente cantidad de
investigaciones han sido y son llevadas a cabo para poner en claro cual es el
papel de esta estructura en la analgesia endégena.

La transmisién de informacién nociceptiva a través de fibras aferentes A3
y C en las raices dorsales de la médula espinal puede ser modulada tanto a
nivel segmentario como a nivel supraespinal. La activacién de fibras aferentes
de gran didmetro de las raices dorsales ’(Aa y B) inhibe a las neuronas espinales
que responden a la estimulacién de carédcter nociceptivo (Besson y Chaouch,
1987). La estimulacién eléctrica de variadas estructuras Jjerdrquicamente
superiores del sistema nervioso tales como el cértex cerebral (Yezierski y col.,
1983), éreas taladmicas (Dickenson, 1983), hipotaldmicas (Carstens, 13982) vy
septales (Carsten y col., 1982) asi como de amplias regiones del troncoencéfalo
(Taub, 1964; Oliveras y col.,, 1974), ejerce un control més o menos claro sobre la
transmisién nociceptiva en la médula espinal (Besson y Chaouch, 1987).

La SGC, concretamente la zona ventral caudal, el nucleo dorsal del rafe y
el nucleo magno del rafe son las estructuras troncoencefélicas que més se
relacionan con la analgesia producida por estimulacién eléctrica (Oliveras y
col.,, 1974). La inyeccién de opidceos exégenos y endégenos en esas estructuras
también provoca analgesia. Se han sugerido mecanismos paralelos para estas dos
formas de producir analgesia (Mayer y 777061.,771797'767).” La SGC parece tener un papel
fundamental en el circuito neural que controla a nivel supraespinal la
informacién nociceptiva que le 1llega al sistema nervioso central mediante el
sistema anterolateral y el funiculo dorsolateral (Basbaum y Fields, 1984).
Actualmente se tiende & vincular la SGC ventral con los mecanismos analgésicos

mientras que las =zona dorsal y dorsolateral se relacionan con fenémenos
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aversivos. El modelo més apoyado por los investigadores sobre el sistema
endégeno de analgesia propone (Basbaum y Fields, 1984) que la SGC. recibe 1la
informacién nociceptiva y ésta es transmitida a la regién ventromedial del
bulbo, nicleo magno del rafe y ciertos ntcleos de la formacidén reticular bulbar.
Las proyecciones espinales de estas estructuras discurren por el funiculo
dorsolateral y otras vias descendentes menos importantes y originan un asa de
realimentacién negativa que produce la inhibicién de la transmisién nociceptiva ‘
en la médula espinal. La SGC- ﬂrecibim’a la informacién nociceptiva de la médula
pero, ademés, otros centros superiores con los que mantiene estrechas conexiones
podrian modular la salida de la SGC. Este sistema parece tener un cierto grado
de actividad tdénica (Hayes y col., 1984). El sustrato neuroquimico de este modelo
implica a mecanismos opiaceos, serotonérgicos, noradrenérgicos,
neurotensinérgicos, etc. (Akil y Liebeskind, 1975; Basbaum y Fields, 1984).

No obstante, muchas son las controversias que surgen debido a los
distintos resultados obtenidos a la hora de demostrar las vias y las acciones de
las sustancias quimicas propuestas como neurotransmisores en este sistema. El
hallazgo de nuevos datos y el uso de diferentes procederes metodolégicos para
afrontar el problema traen consigo lé aparicién de nuevos puntos de vista
acerca de la organizacién del .sistema endégeno de analgesia. Basten tres
ejemplos para comprender la alteracién que pudiera sufrir en breve el modelo
anterior. Le Bars y col. (197%9a y b) describieron la inhibicién de la actividad
de neuronas no especificamente nociceptivas del asta dorsal espinal al aplicar
estimulos dolorosos en &dreas distantes al campo sensorial de dichas neuronas.
Este control de la informacién nociceptiva involucra al sistema anterolateral, el
funiculo dorsolateral, el nucleo magno del rafe y a mecanismos serotonérgicos.
Lo novedoso de este hallazgo reside en el papel que pueden jugar en la
transmisién de sefiales dolorosas las neuronas no especificamente nociceptivas.
En segundo lugar, Fieids y col. (1983a y b) identificaron dos tipos de neuronas
en la regién ventromedial del bulbo y en la SGC (Heinricher y Fields, 1988) a
las que llamaron células "on" y "off". La respuesta de estas neuronas a la
administracién de inbrfina, estimulacién dolorosa periférica y estimulacién de la
SGC parece contradictoria con el modelo aceptado del sistema analgésico y més
bien apunta a la separacién en mecanismos distintos de la analgesia producida
en esas tres situaciones. Por ultimo Hayes y col. (1978) estudiaron el sistema
encargado de la modulacién de los estimulos dolbr‘osos tratando de identificar

situaciones y estimulos ambientales que produjeran analgesia.: Desde esta
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perspectiva describieron la existencia de sistemas analgésicos no opléceos.
Watkins y Mayer (1982) revisaron todas las respuestas inhibidoras de los
estimulos dolorosos y propusieron cuatro tipos de analgesia: 1) analgesia
nediada por mecanismos nerviosos opidceos, 2) analgesia neural no opiéces,
3) analgesia hormonal relacionada con opidceos y 4) analgesia hormonal no
opidcea, las cuales se producen por distintos mecanismos.

La SGC, independientemente de considerer la subdivisién de ella en regiones
o bien la distribucién de sus neuronas en "parches", es indudable que forma
parte de varios circuitos neurales que son el sustrato de las distintas formas

de control de la transmisién nociceptiva que hoy se postulan.

Una vez tratado el estado actual de conocimiento de la organizacién y
funcién de 1la SGC, estimo necesario el rélacionar* conceptualmente esta
informacién con los paradigmas vigentes acerca de la organizacién de la funcidn
cerebral, para asi generar una hipétesis de trabajo inicial.

La teoria evolucionista influyé decisivamente en la creacién de un
principio jerdrquico tanto estructural como funcional en el cual se basaria la
elaboracién de conductas més complejas conforme al desarrollo filogenético del
sistema nervioso. A mediados del presente siglo surge el concepto de que el
cerebro es un complejo de sistemas amplia y reciprocamente interconectados y
que la verdadera esencia de la funcién cerebral reside en la interaccidn
dindmica dentro y entre tales sistemas. Esto obligé a revisar el principio de
las jerarquias en el sistema nervioso. Posteriormente un nuevo paradigma se
articulé a partir de todos los anteriores. Las principales estructuras cerebrales
(tdlamo, neocértex, formacién reticular, ganglios basales...) estdn compuestas de
circuitos locales que forman médulos. Dentro de cada una de estas éreas, dichos
médulos varian de una estructura a otra en el nimero de células, organizacién
estructural y forma del procesamiento neuronal. Los médulos estén agrupados en
entidades en virtud de sus conexiones extrinsecas comunes o dominantes, de la
necesidad de tener agrupadas funciones que se repiten con una organizacidn
topogréfica, o de la ventaja que supone la posibilidad de establecer ciertas
interacciones intermodulares. A su vez, estos médulos pueden estar divididos en
subgrupos de médulos que estdn conectados, conservando un orden topolégico, a
otros subgrupos de otras entidades para formar un sistema distribuido. Estos
sistemas dan lugar a funciones distribuidas. Un dnico médulo puede pertenecer a

varios sistemas distribuidos. La informacién fluye dindmicamente por el sistema

8
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y la localizacidén de la sefial de comando varia dependiendo de la urgencia con
que cierta parte del sistema necesite esa informacién. La funcidn no estéd, por
tanto, delimitada en una parte concreta del sistema sino que reside en todo él,
es una propiedad de la actividad dinémica dentro de é1 (Mountcastle, 1879).
Recientemente han aparecido modelos que completan este paradigma al
abordar el problema de la separacién y posterior integracién de sefiales en
términos de circuitos locales con funciones totalmente independientes, actuando

en paralelo y comunicados entre si (Zeki y Shipp, 1988):

Ahora bien, usando la terminologia de Mountcastle (1979) ¢ies la 5GC una
regién de confluencia de varios sistemas distribuidos, con sus respectivas y
diferentes funciones distribuidas?, o bien ;esta estructura en conjunto forma un
Gnico sistema con médulos organizados, con una segregacién en cuanto a las
caracteristicas o propiedades de las maltiples entradas sindpticas, que hacen
corresponder su funcién bédsica con variados patrones conductuales?. Se puede
observar una clara relacién en cuanto a las, en principio, diferentes funciones
anteriormente citadas. Ante una misma entrada somatosensorial el animal puede
poner en marcha una respuesta sexual, aversiva, fonatoria u organizar una
inhibicién de dicha entrada mediante el sistema endégenc de analgesia. Por todo
lo anterior, consideramos a la SGC como un UGnico sistexpa distribuido. Podemos
postular que esta estructura estd compuesta por grupos de neuronas
funcionalmente relacionadas, los cuales podrian disponerse con una cierta
organizacién espacial, y que su .funcién bésica consiste en que, existiendo
previamente un sustrato afectivo, emocional, hormonal, etc. la SGC actia como
discriminador de 1las entradas somatosensoriales y viscerales, selecciona la
salida eferente seglin ese sustrato y, bien de forma auténoma o bien en conexién
con otras estructuras nerviosas, coordine 1la respuesta que originard una

conducta organizada mAds o menos complicada.

Es evidente que 1la anterior proposicién no podrd ser validada en el
presente trabajo. Quizds nunca llegue’mos a conocer la verdadera organizacién y
funcién de la SGC, pero es legitimo el tratar de responder a esa pregunta
organizando la informacién existente y creando una hipétesis que, a pesar de no
poder contrastarse, dirija nuestra investigacién hacia una meta concreta.

Desde mediados del presente siglo se admite por parte de la comunidad de

neurocientificos la prioridad de estudiar el sistema nervioso en términos de
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neuronas individuales. Prioridad necesaria pero obviamente insuficiente para
comprender el complejo funcionamiento global del mismo.

En este contexto, para entender el procesamiento de la informacién a nivel
celular en una red o circuito neurcnal se necesita el conocimiento de las
conexiones que se establecen en la red, de los procesos de transmisidén sindptica
y de las propiedades electrofisioldgicas intrinsecas especificas de las neuronas
que forman el circuito.

Actualmente poseemos informaciéh, aunque incompleta, referente a las
conexiones y a la neurotransmisién en alguno de los circuitos en los que
participa la SGC. Asi mismo se han establecido, mediante técnicas de registro
electrofisiolégico extracelular, relaciones causa-efecto entre el disparo de
neuronas de determinadas regiones de la SGC y una serie de funciones descritas
anteriormente. Sin embargo nada se conocia acerca de las propiedades
electrofisiolégicas bésicas de la membrana de las neuronas de la SGC. Dirigimos,
pues, nuestra atencién al estudio analitico de dichas propiedades eléctricas
confiando en 'que su conocimiento facilitard la explicacién de cémo estas
neuronas interactiian entre si y con otras neuronas del sistema nervioso para
dar lugar a un comportamiento determinado.

Para dicho estudio elegimos la técnica del registro intracelular, con
micropipetas de vidrio, del potencial de membrana de 1las neuronas en una
preparacién de rodajas de mesencéfalo de mamifero mantenidas  in vitro. Esta
.eleccién permitié registrar de forma fiable y estable el potencial de membrana
de reposo de la célula y sus alteraciones transitorias, potenciales de accién y
potenciales sindpticos, las cuales constituyen las sefiales bésicas en el flujo de
informacién en el sistema nervioso. Ademas pudimos estimular 1la célula
registrada por medio de 1la inyeccién de corriente continua a través de 1la
micropipeta de registro y, dada la ventaja de la preparacién de rodajas de poder
modificar fécilmente el medio extracelular, pudimos estudiar las bases iénicas
de la respuesta eléctrica de las neuronas de la SGC. Dentro de esta estructura
nos centramos en el estudio de la regién ventral de la misma dado que dichas
neuronas parecen estar implicadas pfeferentemente en el sistema endégeno de

analgesia y es esta la funcién mejor conocida de la SGC.
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Los objetivos concretos de este trabajo fueron:

- Estudio de las propiedades electroténicas de la membrana de las neuronas
de la regién ventral de la SGC.

- Estudio de las caracteristicas electrofisiolégicas de los potenciales de
accién generados por estas neuronas y de las conductancias idnicas activas que
participan en ellos.

- Estudio de la relacién entrada-salida de dichas neuronas mediante el
andlisis del disparo repetitivo generado ante la estimulacién con corriente
inyectada intracelularmente, y de las bases iénicas de dicho disparo.

- Estudio morfolégico de las neuronas registradas.

11
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METODOLOGIA

1. Estudio electrofisiolégico mediante registro intracelular de las
neuronas de la regidn ventral de la SGC.

1.1. Preparacién de rodajas de mesencéfalo mantenidas in vitro.

Los animales de experimentacién utilizados en este trabajo fueron cobayas
(Cavia cobaya) de ambos sexos y de 200-400 g de peso. Al animal se le anestesid
con tiopental sédico (Abbott) mediante inyeccién intraperitoneal a dosis de
25 mg/kg de peso. Tras su decapitacién y craniectomia se extrajo cuidadosamente
el mesencéfalo, el cual se sumergié en el medio de incubacién esténdar (Tabla I)
oxigenado y enfriado a 69C. Se retiraron cuidadosamente los vasos que
permanecian adheridos a la superficie del mesencéfalo y la pieza de tejido se
pegé con cianoacrilato en una cubeta rodeada de bloques de agar, todo ello para
evitar posibles deformaciones durante el corte. La cubeta se llené después con
el ‘medio de incubacién estdndar oxigenado vy frio. Con un vibratomo (Lancer
mod. 1000) se cortaron cinco rodajas coronales de 400 pm de espesor. Todo este
proceso duré aproximadamente quince minutos. Las rodajas se depositaron en unos
recipientes de vidrio 1llenos del medio de incubacién esténdar oxigenado y a
temperatura ambiente, estando en esta situacién durante noventa minutos. Este
periodo, llemado de preincubacidén, es necesario para la recuperacién del dafio
producido en el tejido durante el corte. Tras la preincubacién, las rodajas se
sumergieron en la cémara de registro donde el medio de incubacidén esténdar
fluia laminarmente a 2 ml/min y con una temperatura de 352C mantenida por un
calentador dotado de un termostato. En este periodo, denominado de incubacién,
se 1llevé a cabo el registro. La rodaja se mantuvo sumergida en el medio de
incubacién con unos hilos de plata y las estructuras objeto de estudio pudieron
localizarse  mediante  transiluminacién y  visualizacién con una lupa
estereoscédpica. El medio de incubacién esténdar es similar al liquido
cefalorraquideo y se burbujeé con una mezcla de O, (95%) y CO» (5%) para
oxigenarla y favorecer la formacién del tampén CO~bicarbonato que mantiene el
pH a un valor de 7.4. Otras soluciones se utilizaron  para modificar la
composicién  iénica del medio extracelular. La composicién de todas las

soluciones empleadas viene dada en la tabla I.
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Tabla I. Composicién de las soluciones empleadas en los experimentos.

0 Ca=*
Esténdar Control 0 Na+ Co=2* Cd=~ Ba2+
(mM) (mM) (mM) (mM> (mM> (mM)
NaCl 124 130 0 130 130 130
KCl 5 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2
CaCl, 2.4 2.4 2.4 0 0 0
CoCla 0 0 0 2.4 0 0
CdCl, 0 0 0 0 2.4 0
BaCl. 0 0 0 0 0 2.4
MgCl, 0 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3
CO5HNa 26 0 0 0 0 0
PO HoNa 1.2 0 0 0 0 0
SO.Mg 1.3 0 0 0 0 0
Tris %) 0 25 155 25 25 25
Glucosa 10 10 10 10 10 10

(*) Hidroximetilaminoetano. pH = 7.4.

1.2. Técnicas de registro y estimulacién.

Los electrodos para el registro intracelular se fabricaron con capilares de
vidrio de borosilicato (AM Systems N2 catdlogo 6030) estirados por calor
(estirador Narishige mod. PE2). Estas micropipetas se llenaron con una solucién
de acetato potdsico 3 M (Sigma). La resistencia de estos electrodos al paso de
corriente continua fue de 50-70 MQ. Un micromanipulador mecénico (Huxley-
‘Goodfellow mod. HG-3000) se usé para la colocacién de la micropipeta en el &rea
de registro y para la penetracidn de las células. La diferencia de potencial
entre la punta de la micropipeta y el electrodo de referencia situado en la
cémara de perfusién se registra mediante un amplificador (NEURO DATA Mod. IR
183). Este, ademds de contar con las etapas de genancia y acoplamiento de
impedancias propias de un amplificador para registro intracelular, permite

inyectar corriente continua de hasta 10 nA y compensar resistencias,
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capacitancias y diferencias de potencial debidas al electrodo y a cualquier otra
causa que pudieran enmascarar las caracteristicas eléctricas intrinsecas de las
neuronas registradas. El amplificador tiene también un sistema para facilitar la
penetracién celular. La estimulacién de las células estudiadas se reaslizé a
través de la micropipeta de registro bien mediante corriente continua
estable generada por el propio amplificador, o bien con pulsos de corriente:
a) rectangulares, producidos por un generador de pulsos construido en nuestro
laboratorio, b) triangulares producidos por un generador de funciones G 502
Tektronix) y ¢) en forma de rampa por un generador de rampas (R 501 Tektronix).
La sefial de voltaje recogida por el amplificador y la corriente inyectada a la
célula se monitorizaron en un osciloscopio de rayos catédicos con memoria
digital (Tektronix Mod. 2230). El osciloscopio, asi como el video grabador y el
registrador de seflales usado en la etapa de almacenamiento y andlisis, son
disparados por un pulso TTL procedente del generador de pulsos. La sefial de
voltaje es asimismo amplificada y reproducida como sefial audible por un altavoz.
La preparacién se aislé del ruido eléctrico producido por 1los aparatos
alimentados por corriente alterna mediante una jaula de tela metélica conectada

a tierrs.
1.3. Almacenamiento y andlisis de los datos.

Las seflales de voltaje, de corriente, de disparo para sincronizacién y los
comentarios acerca de los regisiros realizados se almacenaron mediante un video
grabador (BETA SL-HFS50E/ES, SONY) en cintas de video (L-750 BETA DYNAMICRON,
SONY) previa conversidén digital de las seflales analégicas de voltaje y corriente
por un procesador digital con PCM (modulacién por codificacién de pulsos) (PCM-
F1, SONY) modificado segin la idea driginal de Bezanilla (1985). Este sistema
permite la conversién anslégico-digital con un ancho de banda de 0 a 20 kHz y
con una frecuencia de muestreo de 44 kHz. La reproduccién se lleva a cabo con
la conversion digital-analégica de las sefiales almacenadas en las cintas de
video. ‘

El andlisis de los registros se realizdé mediante su observacién directa en
el osciloscopio. En el modo de almacenamiento digital, el osciloscopio usado
tiene una frecuencia méxima de muestreo de 20 MHz y posibilita una adquisicién
de las sefiales de voltaje y corriente contando con 500 6 2000 puntos por

pantalla. La definicién de la sefial depende, por tanto, de la base de tiempo
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usada. También pueden hacerse medidas de las seflales grabadas usando, en el
modo de almacenamiento digital, dos cursores. La obtencién de copias en papel de
los registros, bien para andlisis més detallado o bien para el disefio de
figuras demostrativas, se realizé con un registrador de seflales y trazador
digital (HP-7090A, Hewlett Packard). Este aparato se utilizé como instrumento
auténomo, sin conexién con un ordenador, dada la posibilidad de almacenamiento
en funcién del tiempo de tres seffales distintas en tres memorias, cada una de
ellas con una capacidad de 1000 muestras por canal, previa conversién analégico-
digital a una frecuencia méxima de muestreo de 33.3 kHz. También fue posible
anotar medidas directamente en el papel con la ayuda de cursores.

Cuendo, durante el andlisis, fue necesario obtener el registro de 1la
derivada de la seflal de voltaje, éste se realizé mediante un amplificador
operacional con la configux*acién‘ de diferenciador (Tektronix Mod. AM 501).

Todos los parémetros electr;ofisiolégicos obtenidos se archivaron con un
ordenador IBM PC (XT) en una base de datos (dBASE III).

En la figura 2 se presenta un disefio del dispositivo experimental.

95% 0,
5% COp

CONVERTIDOR

ANALOGICO-
DIGITAL

.......................................

AMPLIFICADOR OSCILOSCOPIO

VIDEO
GRABADOR

:‘ """ [ SEGUIDOR
) e VOLTAJE
N GENERADOR

REGISTRADOR - DE PULSOS
X-Y .

(e [

SISTEMA DE ~ 1
CALENTAMIENTO)|

AN /
BOMBA
DE
VACIO

Figura 2. Disefio del dispositivo experimental. Linea continua: seflal de voltaje. Linea de
puntos: sefial de corriente. Linea discontinua: sefial de sincronizacién.
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1.4. Estudio electroténico.

Se determinaron las curvas voltaje-corriente (V-I y se analizé el estado
transitorio del cambio de'vvoltaje producido en la neurona ante la estimulacién
con pulsos rectangulares de corriente hiperpolarizante de pequefia amplitud
(¢ 0.25 nA). Aquellas células que mostraron aétividad espontdnea fueron
previamente hiperpolarizadas por medio de la inyeccién de corriente continua
estable para evitar la presencia de conductancias activas. Se tuvo especial
cuidado en que las compensaciones de la resistencia y la capacidad del electrodo
fueran éptimas. Paré ser considerados vAlidos para el andlisis, los transitorios
capacitativos debfan tener, tras la compensacién, no més de 500 ps. Las
determinaciones de los parédmetros electroténicos se realizaron siempre en la
zona lineal de la curva V-1 Este estudio se basa en la teoria de cable lineal
(Rall, 1977) y el modelo neuronal utilizado fue el de un soma isopotencial unido
a un cilindro uniforme y finito que equivaldria a las dendritas. Este modelo se
define ~completamente por cuatro  pardmetros que pueden estimarse
electrofisiolégicamente: 1) la resistencia de entrada (Ry) medida en el soms, 2)
la constante de tiempo de la membrana (15), 3) la longitud electroténica del
cilindro dendritico equivalente (L), definida como el coclente entre la longitud
_real del cilindro equivalente y la constante de espacio de la membrana, y 4) la
razén de la conductancia del cilindro equivalente respecto a la del soma (p).

Segn Rall (1877) un potencial electroténico puede ser representado como

una combinacién lineal de términos exponenciales:

V'—Vt = Z Ci exp (_t/Ti) (D]
donde V, es el valor final de voltaje producido por el pulso y V. es el voltaje
en el tiempo t. Para observar mejor la contribucién de constantes de tiempo més
rdpidas se deriva la expresién anterior:

dv/dt = I (Cs/1,) exp (-t/1y) 2

Debido & la dificultad de obtener més de dos T en el estado transitorio del

cambio de voltaje, se toman los dos primeros términos de la serie:

dV/dt = 8o exp (-t/15) + 8, exp (~t/1y)
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siendo a, = Co/1o y ay = Cy/1,. Un valor aproximado de dV/dt se obtuvo tomando
en el registro de voltaje AV/At para intervalos de tiempo ¢ 5 ms. Se
representaron los valores de dV/dt en una gréfica semilogaritmica respecto al
tiempo y los ultimos valores de dV/dt se ajustaron a una exponencial mediante
el criterio de los minimos cuadrados. La diferencia entre los primeros valores
de dV/dt y la exponencial ajustada anteriormente fue de nuevo ajustada a otra
exponencial. Al representarse semilogaritmicamente, ambas exponenciales dieron
lugar a sendas rectas y de sus respectivas pendientes se estimaron 1o y T,.

Cuando t = O:
IdV/dtl = (apta,)

Asi, se pueden extraer a, y &, de la interseccién. de cada una de las dos
exponenciales con la ordenada (ver figura 5). Con estos parédmetros y con la Ry
exiraida de la zona lineal de la curva V-I se determinaron L y p.

Para la determinacién de p y L se utilizaron dos métodos. E1l primero de
ellos fue establecido por Johnston (1979, 1981) a partir del mismo modelo y

base tedrica que nuestro estudio. L se calcula en este método mediante

sustitucién por ensayo-error de una estimacién inicial de L L = m/on; .
oy = {(15/14) — 1 ) en la siguiente ecuacidn:
[a,/(2ag-a,)] = cot (x,L) [cot (L) ~ 1/(etyL] (&)

Una vez hallada L, p se obtiene de la ecuacién fundamental dada por Rall (1977X:
p = - o, cotda,L) tanh(L) 4)
Este método nos da valores fiables de L si [a,/(2a,-8,)] es de pequefio valor.
Hemos seguido la sugerencia de Brown (1981) de no usar este método si dicho
valor es > 5.
El segundo método Brown y cols.,, 1981) calcula primero p segin la

ecuacién:

p = (To/Vx) (Botay) — 1 )
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donde Vo es el valor en el estado estacionario del potencial electroténico
estudiado. Una vez conocida p, se obtiene una estimacién inicial de L
L = 1 (p/{p+l) /ay)) y, por ensayo-error, se calcula L de (4). Este método
subestima p en un 35% y L en un 8% (Brown y cols., 1981) y sélo lo hemos
utilizado en el caso en que no se cumpliera la condicién antes establecida para
el método Johnston.

Del valor de L puede obtenerse el factor de atenuacién del voltaje (H) que

viene dado por
H= Vg/V_ = cosh L

donde V, es el voltaje en el lugar de inyeccidén de corriente y V. el voltaje al
final del cilindro uniforme tedrico cuya longitud electroténica es L (Jack y
cols., 1975). La resistividad especifica (R,,) se calculé segin

Rm = 16/Chn

donde C, es la capacidad de la membrana y tiene wun valor (1 pF/cm®)

bastante constante en todas las células eucariéticas en las que se ha estimado.

Para obtener todos los anteriores parédmetros electroténicos se disefié un
programa en BASIC para un ordenador IBM PC «(XT), al cual se le introducian
manualmente los valores del cambio de voltaje producido ante el pulso
hiperpolarizante y el tiempo en el que dichos valores de voltaje se tomaban
respecto al comienzo del pulso. Estos valores de voltaje y tiempo se obtuvieron
mediante cursores en una copia en papel del estado transitorio del cambio de

voltaje realizada por el registrador de seflales y trazador digital.
1.5. Estudio estadistico.

Para realizar el estudio estadistico de todas las variables
electrofisiolégicas vy morfoiégicas se utilizé el programa MICROSTA y un
ordenador IBM PC (XT). Los parémetros cuantitativos se traspasaron directamente
de la base de datos a dicho paquete estadistico y se calcularon los estadigrafos
fundamentales de la muestra a considerar: media, desviacién tipica y varianza.

Para comprobar la normalidad de la muestra para cualquier pardmetro considerado
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se utilizé la prueba de bondad de ajuste de la y* de Pearson con un nivel de
~significacién del 5 %. Para comprobar la homogeneidad de la varianza se usé la
prueba de Cochran. Para contrastar la hipétesis de igualdad de medias se utilizé
el andlisis de la varianza con un solo factor de variacién. Para evaluar posibles
diferencias entre medias cuando el anéalisis de la varianza no dié resultados
estadisticamente significativos se realizé la prueba de comparaciones mdltiples
de Scheffé. Para hallar relaciones entre los pardmetros se calculé el coeficiente

de correlacién de Pearson.

2. Estudio morfoldgico de la regidn ventral de la SGC.
2.1. Método de Nissl.

Para el anélisis mediante esta técnica histolégica se utilizaron 2 cobayas
(Cavia cobsya) de 200 a 400 g de peso. Los animales se anestesiaron
intraperitonealmente con tiopental sédico (Abbott) (30 mg/kg). A continuacién se
les perfundié por via intracardiaca con paraformaldehido al 4 % en tampén
fosfato 0.12 M a pH = 7.4 como solucién fijadora. Tras un breve periecdo de
fijacién in situ a 42C, el mesencéfalo se extrajo cuidadosamente y se fijé
durante una noche a 42C. Tras el tallado del mesencéfalo, las piezas fueron
deshidratadas en una serie creciente de etanol, finalmente sumergidas en butanol
e incluidas en parafina. Se realizaron secciones coronales seriadas de 10 pm de
grosor con un microtomo (Minot). Tras su desparafinacién las secciones fueron
rehidratadas y tefildas con cresil violeta y tionina al 0.5 % en tampdn acetato,
nuevamente deshidratadas en etanol, aclaradas en xilol y montadas con Eukitt®.
Para la observacifén, medidas y fotografias se utilizé un microscopio (Dialux 20

Leitz).
2.2. Método de Golgi.---

Para este método se utilizaron 8 cobayas de las mismas caracteristicas
citadas anteriormente. La perfusién en este caso se reslizé con una solucién
salina (NaCl 0.9 % en H.O destilada) heparinizada seguida de una solucién de
formaldehido al 4 % en H,O destilada, ambas a 372C. En cada animal el tronce del

encéfalo fue cuidadosamente extraido y se hizo un bloque mesencefdlico de 1 cm
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de grosor de orientacién coronal. Dicho bloque fue tallado mediante cortes
parasagitales por fuera de los limites de la SGC con el fin de que la induracién
fuera més efectiva en las zonas internas de esta estructura.

Se emplearon dos variantes del método de Golgi. En la primera de ellas
(Golgi-del Rio Hortega) la induracién consistié en la inmersidén del bloque en
una solucién de 1.5 g de K.Crz0,, 5 g de hidrato de cloral, 5 ml de formaldehido
al 40 % y 50 ml de H,0 destilada donde permanecidé 4 dias (2 pasos de 2 dias) a
42C. Posteriormente, para la impregnacién, se mantuvo el bloque durante 3 dias
en una solucidén de AgNO, al 1% en H,O destilada a temperatura ambiente (20-
252C) y en oscuridad. En el segundo procedimiento (Golgi-Kopsch) se utilizé para
la perfusién la solucién tamponada de Lillie (pH = 7.2). Tras la extraccién, el
mesencéfalo se corté en rodajas de 3 mm que se mantuvieron en dicha solucidn
tamponada durante 3 dias. La induracién se realizé en una solucién de 12 g de
KzCr20, vy 1 g de 0sO, en HoO destilada durante 5 dias a 42C. La impregnacién
es igual que en el primer método.

Los bloques se encastraron en agar y se fijaron con cianoacrilato a la
platina de un vibratomo (Lancer mod. 1000). Se realizaron cortes seriados de
100 pm de espesor (200 um en el segundo procedimiento) y dichos cortes se
deshidrataron en una serie graduada de alcoholes, se aclararon en xilol
(terpinol y xilol en el segundo método) y se montaron y cubrieron con DPX en
portas gelatinizados. Para la observacién de las neuronas tefiidas se utilizé un

microscopio (Dialux 20 Leitz) equipado con cémara fotografica.
2.3. Marcaje intracelular con colorantes fluorescentes.

Este marcaje se 1llevd a cabo en rodajas de mesencéfalo de cobaya
mantenidas in vitro obtenidas segin el procedimiento descrito anteriormente.
Para la inyeccién intracelular se usaron micropipetas de vidrio de borosilicato
(Frederick Haer N catdlogo 30-32-0) estiradas con calor (estirador Narishige
mod. PE2) que se llenaron con una solucién de la sal de litio del colorante
fluorescente amarillo Lucifer (Sigma) al 5% en H_O destilada. Estas micropipetas
presentaron una resistencia al paso de corriente de 80-100 MQ. Tras la
penetracién de la neurona, la inyeccién se realizé mediante iontoforesis con
pulsos de corriente hiperpolarizante de 0.5 nA de 500 ms con una frecuencia de
‘1—2 Hz superpuestos a una corriente continua hiperpolarizante de 0.5 nA. El

tiempo de inyeccién fue de 2-5 min. Tras la inyeccién se fijé la rodaja en una
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solucién de formaldehido comercial (40 %) al 10 % en volumen en tampén fosfato
0.1 M (pH 7.4) durante 15-30 min. Posteriormente se deshidraté con una serie
graduada de alcoholes, se aclardé en xilol y en metilsalicilato (Sigma) y en este
Gltimo se guardd en oscuridad. Asi permanecié la rodaja hasta su visualizacién,
siempre en las 5-6 h siguientes a la inyeccién, con un microscopio (Reichert-
Jung) con equipo de fluorescencia y de fotografia. El1 filtro usado permitié la
excitacién de la rodaja con radiacién ultravioleta de A = 460-480 nm. Las

neuronas se fotografiaron con una pelicula Ektachrome 400 (Kodak).
2.4. Examen cualitativo y cuantitativo de las neuronas de la SGC.

El andlisis cualitativo se centré en el estudio de la orientcidén del soma y
del &rbol dendritico respecto al acueducto, y el origen y trayectoria del axén
en aquellas células en que se diferencié claramente de los procesos dendriticos.
Para el anélisis cuantitativo se realizaron medidas de los siguientes
parametros: eje mayor de la neurocna, nuimero de dendritas primarias y méxima
extensién del &rbol dendritico. Las neuronas marcadas con amarillo Lucifer y las
impregnadas con el método de Golgi se clasificaron segin la forma de su soma.

La medicién y contaje de las neuronas tefiidas con el método de Nissl se
llevaron a cabo por el siguiente procedimiento: 1) en cada seccién sélo se
estudié la regién ventral izquierda o derecha de la SGC, en base a criterios
técnicos. 2) una seccién de cada cinco fue examinada sisteméticamente a lo largo
del eje caudo-rostral con un objetivo de 40 aumentos. 3) en cada seccién se
seleccioné un rectédngulo de 2500 pm® situado en-la zona en la que habitualmente
se realizaron los registros electrofisiolégicos (Figura 49 A-C). 4) Sélo se
midieron aquellas neuronas que exhibfan un nicleo, y al menos un nucleolo, bien
visibles, asi com un citoplasma de caracteristicas neuronales con el fin de
descartar en lo posible el conteo de elementos gliales. 5) Los datos obtenidos
se agruparon en el ordenador y se analizaron con el programa estadistico citado

en el apartado 1.5. Todos los conteos y medidas fueron realizados por la misma

" persona por lo que cualquier error en la sistemética empleada podria ser
asumido como constante. La metodologia de Abercrombie (1946) fue tomada como
referencia en todos los conteos. No obstante, debido al grosor de les secciones
no fue considerado necesario realizar la correccién que este autor propone en

funcién del grosor del nucleolo.
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1. Estudio electrofisioldégico de las neuronas de la regién ventral de

la 5GC.

Los resultados presentados en este trabajo corresponden a 1l4 células
registradas intracelularmente en las regiones ventromedial y ventrolateral de la
3GC (Beitz 1982). A niveles caudales de dichas regiones se sitia el nucleo
dorsal del rafe; por ello se escogieron las rodajas en las que tal estructura no
estuviera presente, tomando como referencia el niicleo oculomotor (Figura 3 B).

Se establecieron varios criterios para considerar que las neuronas
penetradas no habian sido dafiadas por la micropipeta y que, por tanto, se podia
proceder al estudio electrofisiolégico y al almacenamiento de los registros
obtenidos. Dichos criterios fueron: 1) presentar un potencial de membrana de
reposo (PMR) estable y superior a -40 mV (ver Discusidén), 2) una constante de
tiempo de la membrana de més de 5 ms, 3) generar potenciales de accién de una
amplitud minima de 50 mV ante la estimulacién con pulsos de corriente
despolarizante y 4) la estabilidad de los registros durante un tiempo minimo
de 10 minutos. Del total de neuronas registradas se escogieron aquellas que,
objetivamente, tenian unos registros de mayor calidad. Este grupo formé la
muestra poblacional para el andlisis estadistico de todos los parédmetros
electrofisiolégicos estudiados. El resto de las células registradas presentd

propiedades electrofisiolégicas semejantes a las de la muestra.
1.1. Parametros pasivos y andlisis de la estructura electrotdnica.

El PMR de las neuronas de-la muestra, medido en el osciloscopio al
retirar la micropipeta de la célula, estuvo entre -40 y -80 mV, con un valor
medio de -53.32 (desviacién tipica, o = 8.78, n = 42). Los valores de este
parémetro estuvieron 1égicaﬁente correlacionados con la aparicidn de disparo

espontédneo en las neuronas estudiadas.

La resistencia de entrada (R,) se obtuvo a partir de ioé valores de voltaje
medidos en el estado estacionario, en funcién de la corriente de una serie de
pulsos hiperpolarizantes inyectados a la neurona. En esta relacién V-I se
calculé la pendiente de la recta a la que se ajustaron por el método de los
minimos cuadrados los valores de la funcidn. Este calculo se realizd siempre en

la zona lineal de la gréfica V-I (Figura 4 C).
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Consideramos también 1la posibilidad de la aparicién de conductancias

activas en la zona transitoria de la caida de voltaje, las cuales harian que la

COLICULO SUPERIOR

A /::Zfi SUSTANCTA GRIS CENTRAL
ST “~ NUCLEO OCULOMOTOR

}(yUCLEo GENICULADO MEDIAL
\ V¢ \ NUCLEO ROJO
NG D T a—r

X /\\*/é7g;£;—SUSTANCIA NEGRA

ACUEDUCTO DE SILVIO
NUCLEO DORSAL NUCLEO OCULOMOTOR

DEL RAFE

ROSTRAL

CAUDAL -,

Figura 3. A Dibujo esquemdtico de un corte coronal del mesencéfalo, a 4.6 mm de distancia
del plano interaural (Luparello, 1967), en el que se resaltan las estructuras que se identifican
fdcllmente en las rodajas usadas en este trabajo. En B se muestra la morfologia de la SGC en el
plano sagital y su relacién con estructuras vecinas. Las 1lineas continuas perpendiculares
seflalan los limites del bloque del que se obtuvieron las rodajas. C Dibujo de tres cortes
coronales del mesencéfalo 2 distinto nivel en el eje longitudinal en los que se muestra la zona
(drea rayada) en la que se realizd el presente estudio.

relacién V-I no fuese lineal y que los valores de resistencia de entrada fuesen
erréneos. Para evaluar dicha posibilidad examinamos las relaciones V-I en 1la
zona transitoria del cambio de voltaje a diferentes tiempos del comienzo del

pulso (Figura 4 E) y comprobamos que los valores de voltaje en funcién de 1la
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Figura 4. Relaciones V-I en neuronas de la SGC. Estimacidn de la resistencia de entrada.

A Respuesta de una neurcna de la SGC (2 74), registrada intracelularmente, ante la estimulacién
. con pulsos cuadrados de corriente. B Control extracelular de la compensacién de la resistencia y
| capacidad del electrodo inmediatamente después de retirar la micropipeta de la célula.

i

| C Grafica V-I obtenida midiendo, en el estado estacicnario, el cambio de voltaje producido por

| incrementos en la amplitud de la corriente. D Relacién V-I en otra neurona de la SGC (n¢ 27). En

. este caso el cambio de potencial se generéd por un pulso triangular de corriente de 1 nA de

. amplitud pico & pico y con una pendiente de 2 nA/s. La linea discontinua indica la pendiente de

i la resistencia lineal. La despolarizacién llevéd a la neurona hasta el umbral de disparo de una

. espiga que aparece truncada en la figura. E Relacién V-I en el estado transitorio del voltaje en
i el experimento ilustrado en A. Las medidas del voltaje se hicieron a 8 ms del comienzo del
pulso (triidngulos), 16 ms (cuadrades), 24 ms (circulos vacios) y 32 ms (circulos llenos).
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corriente inyectada se ajustaron a una recta en cualquier punto ktemporal
considerado.

Otra forma de calcular las graficas V-I es la inyeccién de pulsos
triangulares a una frecuencia lo suficientemente baja como para evitar el efecto
atenuante del voltaje al cargarse el condensador de la membrana. El cambio de
voltaje registrado se lleva directamente a la grafica V-I (Figura 4 D). La célula
a la que correspondia esta gréfica, al igual que algunas otras de la muestra,
mostré rectificacién andmala instantédnea. Tan solo dos neuronas, que  se
apartaron del patrén electrofisioldgico general hallado en la SGC, desarrollaron
una rectificacién anémala dependiente de tiempo.

El valor medio de Ry fue de 195.47 MQ y su desviacién tipica de 104.97 MQ.
Ante esta gran dispersién“de las medidas de la muestra y a pesar de la
normalidad de la poblacién (P = 0.06, y2 = 10.57, 5 grados de libertad) nos
planteamos 1la posibilidad de que 1los valores de Ry no se distribuyeran
aleatoriamente a lo largo del eje caudo-rostral en la zona ventral de la SGC.
Para probar esta hipétesis dividimos arbitrariamente la SGC en tres regiones
segin la forma del acueducto de Silvio, criterio bastante objetivo segin podemos
ver en la figura 3 C. Contrastamos entonces la hipétesis de igualdad de medias
mediante el andlisis de la varianza con un solo factor de variacién. Las medias
de los tres grupos en sentido caudo-rostral fueron 146.8 (n = 15), 195.8
(n = 14) y 251.26 MQ (n = 13). La probabilidad de aceptar la hipbtesis de
igualdad de medias fue P = 0.027, F = 5.94 con 2 y 39 grados de libertad; esto
sugiere un incremento gradual de Ry en sentido rostral en las neuronas de la

SGC registradas en este trabajo.

En el 8095 % de las células de la muestra pudieron hallarse dos
constantes de tiempo y, por tanto, el resto de los pardmetros pasivos segin se
describié en la metodologia. El resto de las neuronas (19.05 %) se ajusté a un

modelo con una esfera isopotencial utnica. Las constantes de tiempo fueron

- calculadas por el andlisis del estado transitorio (ver Metodologia). Una

ilustracién del método se expone en la figura 5. La constante de tiempo de la
membrana, 1o, fue 12.62 t 4.5 ms (media *+ o, n = 42) y 14, en las células en las
que pudo estimarse, fue de 0.8 * 0.24 (media * o, n = 34).

Probamos también si la 1, tenia una distribucién regional tal como existia
para la Ry, El andlisis de 1la varyianza dié resultados estadisticamente no

significativos, pero al realizar la prueba de comparaciones multiples de Scheffé
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comprobamos que las neuronas registradas en la regidén mds rostral tenfan una 1o
comparativamente mayor a la de las células registradas en las dos regiones mas
caudales (P < 0.01). Los valores de R, variaron entre 5.7 y 21.99 KQ - cm®
(1263 * 45, n = 42). Las mismas consideraciones, respecto a diferencias
regionales, hechas para 1, son extensibles a R, ya‘ que ésta es directamente

proporcional a la primera.

A B 1 av/dt (v/s)

[ o

10 mV
—_ 0.2 nA
EH ¥ ¥ T T ol
10 20 30
10 ms t (ms)

Figura 5. Ilustracién del método para estimar las constantes de tiempo. Andlisis del estado
transitorio. En A se muestra la diferencia de potencial, producida al inyectar a una neurona de
la SGC (02 36) un pulso cuadrado hiperpolarizante, sobre la que se han representado las lineas
tangentes que determinan los valores de- dV/dt que se obtienen en el estado transitoric del
voltaje. En la parte superior derecha se representa el modelo neuronal y el paradigma
experimental. B Grafica semilogaritmica de dV/dt frente al tiempo a partir del comienzo del
pulso. Del ajuste exponencial de los @ltimos puntos (10 en este caso) obtenemos 1, La
sustraccién del resto de los valores de dV/dt a dicha exponencial y el nuevo ajuste de dicha
diferencia nos da rt,.

Los valores medios de la longitud electroténica (L) y de la razén de
conductancia. dendrosomatica - (p) fueron 0.6 (o = 0.14) y 16 (¢ = 0.79)
respectivamente (n = 34). La variabilidad relativa de p (coeficiente de
variacién, V = 0.49) es méds alta que la de L (V = 0.23) pero, debido a las
mayores dificultades para calcular p, esta variabilidad puede deberse al error
en la estimacién de p més que a la variabilidad biolégica de p comparada con L.
El factor de atenuacién (H) tuvo un valor medio de 1.19 (o = 0.1, n = 34); lo

cual supuso una atenuacién de sélo el 15.96 % de la corriente inyectada en las
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dendritas al llegar al soma.

Empleando el anédlisis de 1la varianza no se hallaron diferencias
significativas en la media de p, L y H en las tres regiones anteriormente
consideradas. En la tabla II se muestran los parémetros electroténicos de las

neurcnas de la muestra.

:Tabla I1. Pardmetros electroténicos de las neuronas de la SGC.

N2 Cel. Local. PMR Re 1o Ty L P H
(mV) (MQ)> (ns) (ms)

37 C -64 113 9.8 0.9 0.62 0.61 1.19
20 C -60 147 12.8 - - - -
66 C -60 - 128 6.6 0.9 0.87 1.43 1.41
- 79 c -46 202 15.4 - - - -
43 C -48 195 10.2 0.6 055 1.48 1.i5
76 Cc -51 218 14.2 0.7 0.59 3.43 1.18
28 C -64 46.5 7.5 1.1 0.94 1,59 1.47
82 Cc -52 199 16.3 - - - -
68 c -70 242 15.8 1 0.66 3.10 1.22
16 C -52 89.6 14.2 1.4 0.6 0.46 1.18
62 Cc -50 217 19.5 0.7 0.5 3.11 1.12
63 C -56 126 10.9 0.6 0.56 2.05 1.16
35 [0} -70 89.3 9.2 0.4 0.54 2.16 1.15
27 Cc -80 50.6 6.7 0.4 0.6t 2.19 1.19
64 C -52 139 6.1 0.7 0.88 1.82 1.42
30 M -57 102 8.8 0.6 051 0.87 1.13
80 M -43 190 12.4 0.5 0.44 1,07 1.10
17 M -40 77.7 10.9 1.2 0.89 2.93 1.43
55 M ~-55 115 8.9 0.8 0.57 0.44 117
20 M ~48 g99.4 10.7 1 0.69 1.2 1.25
23 M -48 111.7 5.7 0.5 0.59 057 1.18
65 M -52 169 10.5 0.8 0.65 1.32  1.22
48 M -43 375 14.7 0.7 0.48 1.28 1.12
45 M -48 341 12.1 - - - -
31 M -56 94 9.4 0.8 0.64 .17 1.2%1
84 M -43 218 12.5 - - - -
54 M -54 391 216 1.2 056 1.9 1.16
85 M -42 306 7.9 0.7 0.64 0.66 1.21
29 M -47 151 15.2 0.6 0.46 1.83 1.11
91 R -48 178 17.2 - - - -
99 R -48 113 13.1 - - - -
52 R -50 463 20.3 0.7 0.41 1.58 1.089
61 R -60 115 7.2 - - - -
53 R -55 276 11.2 0.6 0.52 1.68 1.14
36 R -60 302.5 20.5 1.1 0.47 0.7 1.11
89 R ~50 303 21.9 0.8 0.45 2.22 1.1
58 R -67 200 11.9 0.6 054 2.33 1.15
63 R -40 145 1489 1.3 0.76 2.44 1.3
49 R -54 306 14.7 0.7 0.45 1.08 1.1
47 R -56 246 21.4 0.9 0.41 0.86 1.08
74 R -63 167 9.1 0.7 0.64 1.5 1.21
71 R -48 452 8.7 0.9 0.73 1.2 1.28

Local.: localizacién en el eje caudo-rostral; C: caudal, M: medial, R: rostral.
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Para evaluar la independencia estadistica de los pardmetros PMR, Ry, 7o,
Rmy pp L y H se calculé la matriz de _correlaciones miltiples (Tabla III.
Se establecieron correlaciones positivas estadisticamente . significativas
(P < 0.05) dé o ¥ Rm con Ry También fueron significativas las correlaciones
negativas de 15, Ry ¥ R, con L y, por tanto, con H. La correlacién entre L y p

fue pequefia y no significativa desde el punto de vista estadistico.

Tabla ITI. Correlaciones entre pardmetros electroténicos.

PMR Ry 1o Ren p L
H 0 -0.40*%  -0.54%  -0.54* +0.17 +1
L +0.01  -0.42* -0.58*% -0.58*% +0.17
P +0.10  -0.01 +0.21  +0.21
R.. -0.17 = 40.57* +1
To -0.17  +0.57%
Ree -0.29
) P < 0.05.

Todo lo anterior indica una tendencia m&s o menos acusada a la agrupacién
espacial a lo largo del eje caudo-rostral de la SGC de las neuronas con una
mayor resistencia de entrada, resistividad y constante de tiempo de la membrana

y con una menor longitud electroténica y factor de atenuacién.

1.2. Estudio electrofisiolégico y bases idnicas de los potenciales de accidn

de las neuronas de la SGC.
1.2.1. Actividad esponténea.

El 50 % de las neuronas de la muestra poblacional (n = 42) fueron
espontdneamente activas, disparando potenciales de accién a una- frecuencia entre-
3 y 13 Hz (5.61 ¢ 2.95). Un ejemplo de este disparo esponténeo se muesira en la
figura 6 A. El trazado superior corresponde a un registro intracelular de una
neurdna de' la SGC y el inferior es un registro extracelular dé, ~la misma
momentos antes de penetrarla con la micropipeta. Podemos- observar que la

frecuencia de disparo es la misma antes y después de la penetracién. Un
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histograma de frecuencias, como el mostrado en la figura 6 D, revela que la

mayoria de las células oscilaron a una frecuencia entre 3 y 5 Hz.

VWY Ao, ="

20 mV
n

—_— 125

C 500 ms 10

D .

84

W\[\ 64

M/\/\/J\df\\w 4

ﬁ\.«r’.\.n-f\w__\ 2_
\;-f/\’\r/\\/\’\\———/\\*\ I5 mV _]

- 3 5 7 9 11 13
50 ms 7 f (Hz)

Figura 6. Actividad espontdnea en las neuronas de la SGC. En A se nmuestra el registro
intracelular (arriba) y extracelular (abajo) del disparo espontdneo de potenciales de accién que
poseia esta neurona de la SGC (2 102) a PMR = -51 mV. B Potenciales de accién esponténeos de
la misma célula y su registro derivado. La flecha sefiala la meseta presente en la fase de
repalarizacién. € Varios registros en una misma célula (n? 84) que muestran la actividad
sindptica espontdnea de esta neurona. La célula fue hiperpolarizada levemente para evitar el
disparo esponténeo. D Histograma de frecuencias de la frecuencia del disparo esponténeo en las
neuronas de la SGC de la muestra.

Los potenciéleé de _accién. o espigas que componen este disparo espontaneo
presentan una fase de ascenso rapido, con una velocidad méxima de 111.1 ¢
142 V/s ( = 10), y una fase de descenso o repolarizacién, més lenta, de 45.2
t 133 V/s (n = 10), en la que es posible observar una zona de envlent-éciimiento
que daba lugar a una meseta. Esta meseta se ve de forma més evidente én un
registro diferenciado de esas espigas (flecha en figura 6 B) y ocupa

fundamentalmente la zona media de la fase de repolarizacién de la espiga aunque
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en algunas células aparece al comienzo de la misma. Los potenciales de accién
eran precedidos por una despolarizacién gradual que incrementaba su pendiente
hasta que se alcanzaba el umbral para dicha espiga.

Otra forma de actividad esponténea que mostraban muchas neuronas de la
SGC consiste en potenciales postsindpticos excitatorios (Figura 6 C). Esta
actividad sindptica esponténea registrada intracelularmente en solucién esténdar
se incrementd al afiadir a esta solucidén 4-aminopiridina (Sigma) con una

concentracién final de 7 mM (no mostrado en figura).
1.2.2. Caracteristicas electrof isiolégicas del potencial de accidn.

Los potenciales de accién generados por las neuronas de lak 5GC tienen una
amplitud entre 50 y 74 mV (55.2 ¢ 4.8, n = 42) medidos desde el umbral y una
duracién entre 1.5 y 4.4 ms (2.8 ¢ 0.6, n = 42) medida en el umbral de disparb.

Dada su compleja morfologia, y presuponiendo 1la participacién de
conductancias activas en su generacién, estudiamos los cambios que se producian
en dichas espigas al variar artificialmente el potencial de membrana. En la
figura 7 A se muestra el paradigma experimental consistente en un pulso
cuadrado de corriente de 1 a 2 ms de duracién. Se inyecté corriente continua
estable para modificar el potencial de membrana. La corriente inyectada a la
célula durante el pulso fue la minima <(reobase) para alcanzar el umbral del
potencial de accién. Es muy importante en esta prueba la perfecta compensacién
de la resistencia y capacidad del electrodo. La variacién del potencial de
membrana en sentido hiperpolarizante produjo un incremento de la pendiente de
la fase de ascenso del potencial de accién asi como de la amplitud del mismo.
Asi mismo disminuyé la duracién de la espiga, incrementé la pendiente de la fase
de descenso y se hizo menos evidente la meseta que ocurre en esta fase (Figura
7 B). |

En la tabla IV se presentan los pardmetros eléctricos de estos potenciales

de accién.

En la generacién de una espiga, el potencial de membrana disminuye desde
su nivel de reposo hasta alcanzar el umbral. Para estudiar el proceso dinémico
de cambio de excitabilidad en las neuronas de la SGC, despolarizamos a" una
célula mediante un pulso de corriente en forma de rampa cuya amplitud era

suficiente para generar un potencial de accién. Dicha amplitud permanecié
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constante, mientras la duracién fue incrementdndose hasta los 200 ms. De esta
forma la pendiente de la despolarizacién fue enlenteciéndose conforme el pulso

aumentaba su duracién (Figura 8 A). En la figura 8 B se grafica el umbral de

-52.2
20 mV
-54.6 —
20 mV
-56 _/
0.5 nA
2 ms

Figura 7. A Paradigma experimental para el estudio de los potenciales de accién rdpidos de
! las neuronas de la SGC. B Efecto de las variaciones del potencial de membrana sobre la
| morfologia de las fases de ascenso y descenso de estas espigas (célula n2 47). En los registros
. de voltaje (arriba) se indica el potencial de membrana en el umbral de disparo. Abajo se muestra
' el registro diferencisdo de las espigas para ver mejor los cambios en su morfologia.

disparo y la corriente umbral respecto al tiempo de latencia en la aparicién del
potencial de accién. El umbral de disparo incrementé en 10 mV durante los
primeros 150 ms aproximadamente y se mantuvo en ese nivel aunque el pulso
incrementara su duracién. lLa corrienfe umbral (nivel de corriente en el que
sucede el disparo) también crece de 0.06 a 0.11 nA a los 100 ms y luego
permanece constante.

Todo esto es reflejo de un fenémeno denominado acomodacién segin el cual
se requiere mas corriente para alcanzar el umbral de un potencial de accién

cuando la pendiente de la rampa inyectada disminuye. No hemos obser
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| Tabla IV. Parémetros eléctricos de los potenciales de accién.

Espigas rédpidas Espigas lentas
N2 Cel. DE ampl. dur. dV,/dt dV,/dt smpl. dur. umbral
Hz) @V) ms) V/s) V/s) (mV) (ms) mv)
80 0 584 3.5 - - - - -
37 0 64 2.3 - - 25 5 20
66 0 544 2.6 - - - - -
79 7 52 2.8 - - - - -
43 0 50 2.2 - - - - -
76 4 5386 3 112 56 - - -
28 0 656 2 - - - - -
82 0 5238 3.5 - - - - -
68 0 584 3 - - - - -
16 8 60 2 - - 31 3.5 24
62 0 51.2 3 - - - - -
63 0 6576 3 - - - - -
35 0 50 2 - - - - -
27 0 64 2.2 - - - - -
64 0 48.8 2.7 - - - - -
30 0 50 2.4 - - - - -
80 0 568 2.6 - - - - -
17 9 55 3.4 - - 30 5 22
55 4 545 4 93.3 40 - - -
20 6 62 3.5 - - - - -
23 13 58 1.7 - - - - -
65 3 552 3.3 112 32 - - -
48 6 56 3.2 - - - - -
45 8 45 1.7 _ - - - -
31 3 52 3 144 40 - - -
84 12 50 1.5 - - - - -
54 3 65786 3 110 48 - - -
85 0 45 2.1 - - - - -
29 3 55 2.8 128 80 - - -
91 0 576 3.2 - - - - -
99 0 744 2.2 - - - - -
52 5 6504 3.6 102.8 32 30 6 34
61 0 552 4.4 - - 30 7.4 22
53 0 545 2.8 - - - - -
36 4 54 2.5 106.6 43.6 29.6 6.8 17
89 4 676 3.1 - - - - -
58 0 655.2 3.6 - - - - -
69 4 42.4 3 96 40 - = -
49 6 53.6 3.6 - - - - -
47 3 &9 3.1 106.6 40 30.4 6.4 36
74 0 544 2 - - - - -
71 3 49 2.9 - - - - -

: DE: disparo espontdneo a PMR. ampl: amplitud de la espiga medida desde el
; umbral de disparo. dur.: duracién medida en el nivel del umbral. dV,/dt: maxima
! pendiente de la fase de ascenso de la espiga. dV./dt: méxima pendiente de la
. fase de descenso de la espiga. umbral: medido desde el PMR.

imposibilidad de evocar un potencial de accién en rampas lentas de hasta 5 s,

como si ocurre en axones mielinizados (Frankenhaeuser y Vallbo, 1865).
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V (mV)
30r o ° I (nA)
b -0.12
epn O o
251 ° -0.1
o
o °© -0.08
10 mV 20 F e O
p a 50.06
L; T T T 1 1
1 nA 20 60 100 140
t (ms)

50 ms

; Figura 8. Cambios en la excitabilidad ante pulsos despolarizantes en rampa. A Respuesta de
! una neurona de la SGC (n? 58) al variar la pendiente de la rampa. Se observa un incremento en
el umbral de la espiga. B Gré&fica del umbral de disparo y de la corriente umbral (nivel de
i corriente de la rampa en el umbral) frente al tiempo.

1.2.3. Bases i6nicas del potencial de accién.

Al estudiar las bases iénicas del potencial de accién partimos de la
hipétesis de que la fase de ascenso de éste se debe al paso de iones Na* a
través de proteinas canales en la membrana que se abren dependiendo de la
diferencia de potencial a ambos lados de la misma, y que la fase de descenso es
fruto de la inactivacién de esta conductancia al Na* (gNa) y de la activacidn,
también dependiente de voltaje, de. otra conductancia con selectividad para los
iones K* (gKpr). Estos hechos fueron demostrados por vez primera en el axén
gigante del calamar <(Hodgkin y Huxley, 1952) y comprobados en todas las
neuronas de mamiferos y de la mayoria de los invertebrados estudiadas hasta
ahora (Llinds, 1984, 1988; Rudy, 1988).

En la figura 9 A se muestran dos potenciales de accién producidos por una
neurona de la SGC ante la estimulacién con un pulso réctangula;Ae corriente. Al
cambiar la solucién esténdar por una solucién en la que tode el sodio fue
reemplazado por hidroximetilaminoetano <(Tris, pH = 7.4; Sigma) las espigas
desaparecieron y no se pudieron evocar a pesar de elevar la amplitud del pulso
y llevar el potencial de membrana muy por encima del umbral de disparo (Figura

9 B). El mismo resultado se obtuvo al afiadir a 1la solucién esténdar
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tetrodotoxina (TTX, Sigms) con una concentracién final de 10 puM (Figura 9 C).
Esta droga ha demostrado ser un bloqueante potente y altamente especifico de
los canales para Na™~ dependientes de voltaje (Narahashi y col., 1964;
Blankenship, 1976).

CONTROL

A

0O mM Nat C TTX
20 mV

_J—— J o

30 ms

Figura 9. Bases iénicas de los potenciales de accién répidos de las neuronas de la SGC. En
A se presenta la respuesta de una neurcna de la SGC (n2 36) a la estimulacién supraumbral con
un pulso despolarizante. Las espigas desaparecieron en presencia de (B> una solucién sin Na™ y
(€) una solucién con TTX (10 pM).

En las dos ltimas décadas se han descrito potenciales de accién
autorregenerativhs en las dendritas de las neuronas de mamiferos (Llinas, 1975;
Llinds, 1988). Estas espigas parecen ser generadas por la apertura con la
despolarizacién de canales para Ca®* existentes en la membrana dendritica. En
registros intrasomdticos, como supuestamente lo son los nuestros, estos
potenciales de accién se ponen de manifiesto de forma variada, pero en muchas
estructuras se observa su coincidencia con los potenciales de accién generados

por el Na* en el soma (Llinds y Yarom, 1981a; Yarom y col.,, 1985; Lépez Barneo y
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Llinds, 1988).

Contrastamos entonces la hipétesis de que la meseta de la fase de bajada
del potencial de accidn estuviera generada por la activacién de una conductancia
al Ca®* en las dendritas de las neuronas de la SGC. Con la misma prueba de la
figura 7 A se muestra en la figura 10 A una espiga y su registro derivado en
el que es evidente la meseta. Durante cinco minutos se cambié la solucién
estdndar por otra en la que el Ca®* fue reemplazado por Cd=*, un bloqueante
especifico de los canales para Ca®** (Hagiwara, 1973), y que contenia é&cido
etilenglicol-bis-(B~amino etiléter)-N,N'-tetra acético <(EGTA, Sigma) con una
concentracién final de 0.5 mM para acelerar el proceso de desaparicién del Ca=+
libre del espacio extracelular. Con esta solucién ocurrié un cambio notable en la
forma del potencial de accién (Figura 10 B). La fase de ascenso mostré una leve
disminucién en su pendiente y la amplitud de 1a espiga se redujo un 23 %. La

pendiente de la fase de descenso aumenté levemente y tuvo lugar una dréstica

CONTROL 0 mM Cal* RECUPERACION

A B C

CONTROL
0 mM Ca?+
_RECUPERACION

20 mV

1 ms

Figura 10. Participacién del Ca®* en los potenciales de accién répidos de las neuronas de
- la 5GC. A Potencial de accidn control y su registro derivado en una neurona a PMR. B Al pasar
- durante 5 min una solucién sin Ca®*, desaparece la meseta y disminuye la amplitud y duracién de
. la espiga. En C se muestra la recuperacién de la morfologia de la espiga al volver a pasar
 solucién estédndar. D Superposicién de los potenciales de accién de A, B y C para ver mas
i claramente las diferencias. Célula n¢ 66. 37
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desaparicién de la meseta. La figura 10 C muestra la recuperacién tras cambiar
a solucién estéandar. La amplitud de la espiga y la meseta se recuperaron pero
la razén de ascenso y descenso del potencial de eccién no alcanzaron el valor
previo, tal vez por la deplecién del calcio intracelular, bien por la alteracién
en la conductancia global de la neurona producida al disminuir el Ca®*
extracelular (Armstrong y Lépez Barneo, 1987) ° bien al safladir Cd*®**, nocivo para
la céluls, a la solucién de perfusién.

Una vez demostrada 1a participacién del Ca®* en el potencial de accién
estudiamos la posible existencia de potenciales de accién de Ca2®* en las
neuronas de la SGC. Cuando a una neurona que genera espigas de forma repetida
ante la inyeccién de pulsos de corriente rectangulares (Figura 11 A), se le
bloquean con TTX los canales para el Na* dependientes de voltaje y se
incrementa progresivemente la amplitud del pulso de corriente, se genera una
respuesta despolarizante electroténica que crece gradualmente con la amplitud
del pulso hasta alcanzar el umbral para un potencial de accién todo o nada. Este
tiene menor amplitud (29.4 * 2 mV, n = 7) y mayor duracién (5.7 ¢t 1.3 ms,

n = 7) que los dependientes de Na*,

—
J == L

I | S| L e

20 ms 100 ms 20 ms

Figura 11. Espigas lentas de Ca®* en las neuronas de la SGC. A Registro control de espigas .

rdpidas ante la estimulacién con un pulso cuadrade de corriente. B Al afladir TTX (10 pM)
desaparecen las espigas répidas y al aumentar la amplitud del pulso se genera una espiga lenta
de mayor duracién, menor amplitud y mayor umbral (ndtese la distinta base de tiempo respecto
& A). La flecha indica el umbral de disparo de las espigas répidas. C La adicién de Co=-
(7 mM) hace desaparecer estos potenciales de accién lentos. Célula n2 17.

B TTX C TTX + Co2*

20 m\

|0.5n

Estas espigas no se disparan de forma repetida, a pesar de aumentar la
El

amplitud del pulso, y se siguen de una importante poshiperpolarizacién.
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umbral para estos potenciales de accién estd entre 17 y 36 mV (25 ¢ 7.1,
n = 7) por encima del de los generados por el Na* (Figura 11 B). Al afiadir
Co®*, otro bloqueante de los canales para Ca®" (Baker y col.,, 1871), a la
solucién de perfusién con una concentracién final de 7 mM se abolié toda
respuesta autorregenerativa (Figura 11 C).

En la tabla IV se muestran los parédmeiros eléctricos de estas espigas de
Ca=+,

Para probar el origen dendritico de estos potenciales de accidén se asume
que la generacién de estas espigas de calcio depende de que la corriente
despolarizante inyectada en el soma con el pulso llegue a las zonas dendriticas
en las que se encuentran los canales para Ca®*, y que alli se origine una
diferencia de potencial suficiente 'para que estos canales se abran. Por esta
razén se ha denominado a esta conductancia dé alto umbral (gCan+y). Por otra
parte se asume que, al igual que en el soma, existen en las dendritas canales
para K* que se abren con la despolarizacién (Llinds y Yarom, 1981b). La apertura
de dichos canales para K* cortocircuitaria en cierta medida la llegada de la
corriente a las regiones dendriticas (Yarom y Llinds, 1987) y, por lo tanto, la

apertura de los canales para Ca®*.

A TTX B TTX + TEA C ! TTX + Ba2*
!
20 mV..

| L L o1 m

I 20 ms

Figuras 12. Efecto del bloqueo de conductancias al K+ sobre las espigas lentas. A Registro
control de una espiga lenta en una neurona de la SGC (n2 37) en presencia de TTX (10 pM). B Al
afladir TEA (10 mM) se produce un aumento considerable en la amplitud y duracién de la espiga.
C Efecto del Ba®*. Con el mismo pulso se originan varias espigas de mayor duracién que en A.
Aumentando la amplitud del pulso se genera una respuesta todo o nada que dura todo el pulso.
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El tetraetilamonio (TEA, Sigma) bloquea de forma selectiva los canales para
K* que se abren con la despolarizacién (Armstrong y Binstock, 1965). Asi, si a
una neurona que genera una espiga de calcio (Figura 12 A) se le aflade TEA
(10 mM) en la solucidén esténdar, cabe esperar que el umbral para el potencial de
accién de calcio se alcance antes y que, dado que la proporcién de la corriente
inyectada que llega a las dendritas es mayor, se abran més canales para el Ca=*
y en dendritas més alejadas y la amplitud de la espiga sea mayor. Esto es lo
que se aprecia en la figura 12 B en la que la amplitud de la espiga es un 38.4
% mayor que la de ia espiga control. La espiga también incrementa su duracién
(1530 %) y la de su poshiperpolarizacién, hechos entre si contradictorios si lo
intentamos explicar con el bloqueo por TEA, pero que pueden argumentarse
teniendo en cuenta que la repolarizacién de estas espigas de calcio se lleva a
cabo por inactivacién lenta de los canales pﬁra el Ca*®** ademds de por la
activacién de una conductancia al K* dependiente de la concentracién de Ca®*
intracelular (gKea) @linds y Yarom, 1981b).

Un hecho. interesante de este disparo es la aparente imposibilidad de su
repetitividad, existente hasta con pulsos de varios segundos de duracién (no
mostrado en figura). Para probar que' ‘la apertura de los canales para K*
dependientes de Ca2* antes mencionados, son los responsables de la no
repetitividad del disparo dendritico afiadimos Ba®* [BaCl,, Sigma), con una
concentracién final de 7 mM, ya que se ha descrito que el Ba®*" permea
facilmente por los canales para el Ca®* (Hagiwara, 1973) pero no activa a la
gKca (Eckert y Lux, 1976) y que, ademds, bloquea a la gKpr (Armstrong y col.,
1982). El1 efecto del Ba®* se ve en la figura 12 C en la que el mismo pulso
control de la figura 12 A genera tres espigas de alto umbral con una mayor
duracién y en las cuales la poshiperpolerizacién es menor que en la espiga
control. Un pulso de mayor amplitud origina una respuesta todo o nada
prolongada que dura todo el pulso y que en algunas células sobrepasé a éste (no
mostrado). Estos Gltimos resultados constituyen un indicio de que una gKca debe
oponerse a un disparo repetido de alta frecuencia en el érbol dendritico de las
neuronas de la SGC.

Para comprobar esto de forma més precisa utilizamos la apamina, veneno
extraido de la abeja que es un bloqueante especifico de uno de los tipos de
canal de potasio activado por Ca2* (Kawai y Watanabe, 1986) que podria
repolarizar a las espigas dendriticas. En la figura 13 se muestra este

experimento. Una neurona que disparaba una espiga de alto umbral en presencia
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de TTX (Figura 13 A) pudo disparar dos potenciales de accién en presencia de
apamina (0.1 pM) (Figura 13 B). Si a la solucién en la que hay apamina se le
afiade TEA (15 mM) se incrementa el disparo repetido debido a un mejor
acoplamiento somatodendritico (Figura 13 C). Sin embargo, dade que la apamina
solo bloquea un tipo de gKc. de las dos que hay descritas (Pennefather y col.,
1985), probamos el efecto que tendria el Ba®** (7 mM) sobre el disparo de
potenciales de accién de alto umbral estando previamente en presencia de
apamina., Este catién divalente no activa, como antes dijimos, & los canales de
potasio dependientes de Ca®**" en general, y en estas condiciones el disparo

repetido duré todo el pulso igura 13 D).

A TTX B TTX + APAMINA
] o
_ ]
C TTX + APAMINA D TTX + APAMINA
+ TEA + Ba?*t
20 mV
pa— e
J ’ |0.2 nA
50 ms

Figura 13. Efecto del bloqueo de conductancias al K* dependientes de Ca®** scbre las
espigas lentas. A En una neurona de la SGC (n2 103) a PMR y en presencia de TTX (10 pM), un
pulso cuadrado da lugar & una espiga lents, siendo la célule incapaz de disparar
repetitivamente. B Al afiadir apamina (0.1 pM), el mismo pulso produce dos espigas lentas. C El
TEA (15 mM) genera, en presencia de apamina y TTX, un disparo repetido de espigas lentss. D
Al affadir Ba2* (7 mM) se produce un disparo repetitivo que dura todo el pulso.
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Todo lo anterior indica que en las neuronas de la SGC una conductancia
para el K* dependiente de Ca®** bloqueable por apamina, gKca(SK), puede ser
responsable de que no se organice un disparo repetido de todo el arbol

dendritico ante la despolarizacién desde el soma.

1.2.4. Caracteristicas eléctricas y bases ibnicas de los procesos de

repolarizacién de los potenciales de accién.

Ya hemos visto como la entrada de Ca®* en las dendritas genera una meseta
en la fase de repolarizacién de los potenciales de accién sométicos. Sin embargo
partiamos de la hipdtesis de que el proceso de repolarizacién se debe a la
inactivacion de la gNa y a la activacién de conductancias al K*.

En los potenciales de accién de las neuronas de la SGC con disparo
esponténeo, o bien en las espigas producidas con pulsos de corriente de reobase
en otras células que carecian de é1, probamos el efecto que tendria para la
espiga el cambio de la concentracién extracelular de K* ({K*]g) compensando con
corriente continua estable las variaciones del potencial de membrana para
mantener el cambio de gradiente electroquimico para el K*. En la figura 14 A
aumentamos la {K*]Jg de 5 a 12 mM disminuyendo la de Na* a 117 mM para
mantener la osmolaridad de la solucién. La pendiente de la fase de ascenso y la
amplitud de la espiga disminﬁye debido a la menor [Na*le. Tanto en el primero
como en el segundo tercio de la repolarizacidén, en el que normalmente aparece la
meseta, no se aprecian variaciones en su pendiente, pero en la zona final del
registro la pendiente disminuye. Todo esto parece indicar que la primera parte
de la repolarizacién se lleva a cabo fundamentalmente por inactivacién de los
canales para Na*; en la segunda fase predomina la entrada de Ca®* y es solo en
el dltimo tercio de la repolarizacién donde las conductancias al potasio parecen
actuar de forma fundamental.

Si afiadimos TEA (10 mM) a la solucién de perfusién (Figura 14 B) aumenta
la duracién de la espiga (45.8 %) pero esto parece ser debido a un incremento
en la entrada de Ca®* durante la meseta, la cual se ve shora de forma més
evidente dado el mayor acoplamiento somatodendritico producido por el TEA. En la
fase final de la repclarizacién la pendiente disminuye debido al bloqueo de la
gKor ¥y, quizés, de la conductancia al K* dependiente de Ca®* bloqueable por TEA,
gKca BK). La fase de ascenso muestra una menor pendiente debido tal vez a la

inactivacion de parte de 1la poblacién de canales para Na* que ocurre al
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aumentar la frecuencia de disparo en esta célula al afiadir el TEA.

En la figura 14 C probamos si una gKc, esté presente durante la fase de
repolarizacién del potencial de accién. Para ello la solucién de perfusién
contiene apamina (0.1 pM) y en estas condiciones se observa un incremento de

duracién (18 %) y de pendiente en los dos tercios finales de la repolarizacién.

A

CONTROL
APAMINA

——— CONTROL CONTROL
12 mM K* —— TEA

20 mV

1 ms

; Figura 14, Bases iénicas de la repolarizacién de las espigas répidas de las neuronas de la

| S6C. A Al aumentar la [K*l¢ se observa que sélo el tercio final de la repolarizacidén se ve

| afectado disminuyendo su pendiente (célula n? 90> B El TEA (10 mM) produce un incremento en la
duracién del potencial de accidn, haciéndose més evidente la meseta de Ca®* (célula n2 52). C La
apamina (0.1 pM) también provoca un ‘incremento en la duracién de la espiga afectando
principalmente a la fase de repolarizacién (célula n2 104). :

La repolarizacién del potencial de accién lleva el potencial de membrana 15
a 20 mV por debajo de su nivel de reposo. Esta poshiperpolarizacién (PHP) fue
estudiada con el mismo paradigma experimental que las bases 1idnicas del
potencial de accién (Figura 7 A).
--——-— -Como podemos ver en la figura 15, las neuronas de la SGC presentan en su
PHP una variada morfologia, aunque la ilustrada en A es la de més frecuente
aparicion. En la figura 16 A se superponen las PHP de varias espigas del disparo
esponténeo de una célula para probar la repetitividad de su morfologia.

El curso temporal de la PHP fue estudiado midiendp el voltaje, a partir del
pico méximo, a intervalos de tiempo no mayores de 5 ms y representando en una

grafica semilogaritimica estos valores y su derivada frente al tiempo (Figura
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16 B). Como puede apreciarse en la derivada del voltaje respecto al tiempo, se
observan de forma clara dos rectas con distinta pendiente que representan dos
fases exponenciales. La constante de tiempo de la fase rédpida (1,) tuvo un
valor medio de 10.48 ms (o = 1.16, n = 4) y la lenta (1) de 148.4 ms (o = 64.8,
n = 4). Ninguna de las t de las fases de la PHP es semejante a la 15 de la
membrana, siendo ésta casi 5 ms mayor que 1,. Esto indica que ni la fase rapida

ni la lenta de la PHP parecen deberse a la vuelta pasiva del potencial a la

linea base.

10 mV

50 ms 50 ms

Figura 15. Diferente morfologia de la poshiperpolarizacién en las neuronas de la SGC
dependiendo del PMR. A poshiperpolarizacién claramente bifésica en una neurona (2 20) a
PMR = -48 mV. B poshiperpolarizacién en la que no aparece el componente répido del registro
anterior. Neurona n2 47 a PMR = -56 mV. C En una neurona con un PMR = -60 mV (2 36), se
observa una meseta seguida de una lenta vuelta a la linea base. La linea discontinua indica en
.los tres casos el PMR.

En la figura 16 C se muestra la dependencia de la PHP del potencial de
membrana. Se aprecia claramente un cambio en la morfologia y en la duracién
total de la PHP al hiperpolarizar la célula. A PMR, la PHP presenta las dos fases
antes citadas. Al aumentar progresivamente el potencial de membrana se produce
una paulatina desaparicién de la fase répida y la fase lenta se hace més
duradera. Estas consideraciones fueron un hallazgo general en la ‘neuronas que
mostraron las dos fases en la PHP. En algunas células, si hiperpolé;ii;h;é
suficientemente su potencial de membrana, la PHP se enlentece a nivel de su pico
méximo. Esto puede verse en la figura 16 D en la que se utilizé un paradigma
experimental distinto consistente en un pulso de corriente en rampa inyectado a
la neurona previa hiperpolarizacién de ésta con corriente continua estable. Las

espigas se originan a distintos niveles de voltaje y sus PHP manifiestan el
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citado cambio en su morfologia. Dicho cambio puede observarse también en la PHP
que sigue a las espigas de Ca®* de alto umbral (no mostrado en figura). Es
importante notar que la morfologia de la PHP se corresponde con los valores de
PMR de las células de la figura 15 segun lo ésperado.

A partir de las caracteristicas de la PHP y su relacién con el PMR
planteamos aqui la hipétesis, que se tratard en la Discusién, de la existencia de
una conductancia despolarizante activa a PMR. Dicha conductancia podria

intervenir la fase répida de la PHP.

A m B

o V (mV)
54 o'dv/dt (V/s)
/ .
/4
14
S
- -1 .\0~0
LK 10 mV ® o
o\
‘°\“o\°’>‘0\o * o
0™"—o0~o0-
50 ms . T T T T T 1
i0 30

PMR_

10 mV 20 mV

100 ms :—/——,—/:_— |o.2 na

200 ms

Figura 16. Estudio del curso temporal de la poshiperpolarizacién y de sus variaciones con
el potencial de membrana. A Registros superpuestos de las poshiperpolarizacién del disparo
espontdneo de una neurona (n2 52) a PMR = -50 mV. B Grafica semilogaritmica de V y de dV/dt,
medidos a partir del pico méximo, a lo largo de la poshiperpolarizacién ilustrada en A, frente al
tiempo. La presencia de dos exponenciales apunta a la existencia de, al menos, dos conductancias
distintas en la poshiperpolarizacién. C Variacién en la morfologia de la poshiperpolarizacibn
dependiendo del potencial de membrana en la misma neurona. D La despolarizacién gradual
mediante un pulso en rampa pone de manifiesto las alteraciones en la poshiperpolarizacién
causadas por el cambio en el potencial de membrana. Las lineas discontinuas indican el PMR
(-50 mV en esta neurons, n2 62) y el nivel O de corriente. Las espigas que aparecen en esta
figura estén cortadas.
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La figura 17 muestra el estudio de las bases iénicas de la PHP. Para
contrastar la hipétesis de que el K* es el i6n fundamental en ella se modificé
la [K*le compenséndose la variacién del potencial de membrana con la inyeccién
de corriente continua estable. En la figura 17 A se elevé de 5 a 12 mM y se
observa una reduccién significativa en la PHP.

En la figura 17 B se muestra el efecto del TEA (10 mM) sobre la PHP. En
este caso las dos fases eran claramente visibles en el registro control vy,
curiosamente, el TEA hizo aumentar la amplitud de la fase rapida y la pendiente
de la lents, con lo que disminuy6é la duracién total de la PHP. Por tanto, la fase
rdpida de la PHP parece no estar relacionada con la activacién de la gKom,
bloqueable por TEA, y el incremento en su amplitud puede deberse a la mayor
activacién de las gKe. que se produce al incrementarse con el TEA la meseta de

Ca** del potencial de accién.

CONTROL
TEA

10 mV

Cd2+
\CoNTROL T~ CONTROL

e . ' 50 ms

Figura 17. Bases iénicas de la poshiperpolarizacién. A La elevacién de la [K™)g produce una
disminucién en la amplitud de la poshiperpolarizacién (neurona n2 S0). B El1 TEA (10 mM) produce
un incremento en la amplitud y una disminucién en la duracidén de la poshiperpolarizacién (célula
n2 52). En C y D se muestra el efecto similar que se produce al afladir Cd** (7 mM) y apamina
0.1 pM) a dos neuronas de la SGC (2 71 y 104, respectivamente). En ambos casos ocurre una
disminucién en la amplitud y duracién de la poshiperpolarizacién. La linea discontinua seflala el
{ PMR.
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Para probar el efecto de la entrada de Ca2®* sobre la PHP afiadimos a la
solucién estandar CdCl, (7 mM) para bloquear los canales de Ca®* dependientes
de voltaje. Se redujo entonces la amplitud de 1la PHP y la fase répida
desaparecié por completo (Figura 17 C). Si afiadimos apamina (0.1 uM) observamos
en la PHP un cambio semejante al producido por el bloqueo de los canales para
Ca=* (Figura 17 D).

Por lo tanto, se puede deducir que en la primera fase de la PHP interviene
una conductancia al K* dependiente del Ca®* que entra en la neurona con cada
potencial de accibén. También podriamos hipotetizar que la fase lenta depende de
conductancias pasivas que se ven al terminar la fase répida de la PHP, pero su
curso temporal y su variacién en pendiente y duracién dependiendo de 1la
hiperpolarizacién hacen pensar que una conductancia hiperpolarizante activa se
pone en marcha al regresar el potencial de membrana desde niveles
hiperpolarizados hasta el de reposo. ] |

Este tipo de activacién de una conductBncia hlper%i;rﬁante, y el cambi‘c;\w..’
de voltaje que ella produce al activarse, recuerda al fendmeno de vuelta lenta a
la linea base tras la estimulacién con un pulso de corriente hiperpolarizante
descubierto en otras neuronas de vertebrados e invertebrados (Connor y Stevens,

1971; Jahnsen y Llinds, 1984).
1.2.5. Estudio de una conductancia transitoria al K=*.

Para estudiar la existencia de este fenémeno hiperpolarizamos con un pulso
de corriente continua una célula que estaba a potencial de reposo. Al finalizar
el pulso el potencial de membrana volvié a su nivel de reposo con un curso
temporal distinto al que cabria esperar segin las propiedades pasivas de la
neurona (Figura 18 A).

Esta respuesta de enlentecimiento en la vuelta del potencial a la linea
base se observé a PMR en el 64.8 % de las células de la muestra (n = 42). No
obstante hubo células en las que, aunque en reposo no se podia poner de
manifiesto esta respuesta, si la mostraron al despolarizar su potencial de
membrana con corriente estable hasta 1llegar a -50 mV aproximedamente. Si
contamos estas neuronas, el porcentaje se eleva al 90.4 % de la muestra.

La respuesta de enlentecimiento es dependiente del voltaje al que llevamos
a la célula mediante el pulso hiperpolarizante (Figura 18 B) y del tiempo que

mantenemos esa hiperpolarizacién transitoria (Figura 18 C). La mAxima respuesta
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Figura 18. Estudio del fendémeno de vuelta lenta a la linea base tras la aplicacién de un
| pulso hiperpolarizante en las neuronas de la SGC. A Tras el pulso negativo, el voltaje difiere de
¢ la vuelta pasiva esperada (linea discontinua). B El incremento en la amplitud del pulsc negativo
¢ produce un aumento en el citado fenémeno. A la derecha se grafica el 4rea normalizada, existente

entre la teérica curve pasiva y la vuelta lenta del potencial tras el pulso, frente al voltaje en
estado estacionario producido por cada pulso hiperpolarizante. Los registros de A y B se
obtuvieron de la neurona n2 20, estando ésta a PMR. C Dependencia de la duracién del pulso
hiperpolarizante en el fendmeno de vuelta lenta a ls linea base . A la derecha se relaciona el
valor del 4rea normalizada, hallada igual que en B, frente a la duracién del pulso. Registro a
PMR, en presencia de TTX (10 pM), de la célula n2 52.
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se obtuvo al hiperpolarizar el potencial de membrana hasta -110 mV durante un
tiempo de 160 a 180 ms. Nétese que el curso temporal del fendmeno en estudio
coincide con la fase lenta de la PHP de las espigas que aparecen en estos
registros (Figura 18 B).

Para demostirar que durante este fenémeno existe un aumento de la
conductancia de la membrana medimos en él1 la resistencia de entrada de 1la
neurona. En 1aw figura 19 B vemos el resultado de este experimento, aprecidndose
una disminucién de la resistencia (incremento de la conductancia) siendo ésta
méxima cuando el pulso llevé el potencial de membrana a -110 mV. Se observa
que la méxima conductancia y la méxima respuesta se producen al volver el
potencial de membrana desde aproximadamente -100 mV hasta su valor de reposo.

Para saber el tiempo que esta conductancia estd activa medimos 1la
resistencia de entrada a lo largo de esta respuesta. Hacia los 150 ms del final
del pulso, la resistencia de entrada adquiere su valor de reposo (Figura 19 Q).

El fenémeno que estamos estudiando debe estar producido por la aparicién
de una corriente iénica hacia el exterior de la célula. Dos iones podrian estar
involucrados en esta corriente: el K+ y el C1=. Una primera aproximacién para
determinar el i6n responsable de esta respuesta fue el hallar el potencial de
equilibrio del i6n haciendo variar artificialmente el potencial de membrana
hasta que la respuesta se anula. En la figura 18 A se observa que a los -85 mV
desaparece el fenémeno. Este potencial es, aproximadamente, el de equilibrio para
el XK.

Sin embargo la prueba concluyente para comprobar esta hipdtesis es variar
la [K*lg y observar si la respuesta se afecta. En la figura 20 se muestra el
efecto de la elevacién de 1la [K"&]E de 5 a 12 mM (Figura 20 A y B). Al
superponer ambos registros (Figura 20 C) se ve de forma més clara que al elevar

la (K*]g la respuesta disminuye.

Una conductancia al K* semejante a la descrita anteriormente se ha hallado
en. numerosas.- estructuras del sistema nervioso de vertebrados e invertebrados
(gKa) (Adams y col., 1982; Gustaffson y col., 1982; Getting, 1983; Yarom y col,,
1985). La 4-AP ha demostrado ser un eficaz y selectivo bloqueante de estas
corrientes iénicas (Thompson, 1982; Segal y col., 1984). En la figura 21 B se
muestra que al aﬁadir 4-AP (3 mM) a la solucidén de perfusidén el fendmeno
hallado en las neuronas de la SGC no se afecta significativamente respecto al

registro control (Figura 21 A). Tampeco afecta a esta conductancia la apamina
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Figura 19. A Anulacién del fenédmeno de vuelta lenta & la lineea base al incrementar el
potencial de membrana mediante la inyeccidén:de corriente hiperpolarizante estable. Neurona ne 17
a PMR y en presencia de TTX (10 pM). En la gréfica de la derecha se representa la disminucién
del &rea, obtenida de la misma forma que en la figura anterior, al incrementar el potenciasl de
membrana de la neurona, indicedo en valor absoluto en abscisas. El punto de corte con el eje X
nos indica el posible potencial de equilibrio del 146n responsable de este fenémeno. B Medida de
la resistencia de la membrana celular durante esta respuesta, ante diferentes amplitudes de
pulso, en una neurona (2 52) a PMR y en presencia de TTX (10 uM). A la derecha se muestra la
gréfica de dichos valores de resistencia frente al potencial de membrana de la célula. C Cambios
en la resistencia a lo largo de la vuelta lenta a la linea base. A la derecha se relaciona esta
| resistencia con el tilempo a partir del final del pulso. Neurcna n? 74 a PMR. La espiga que
aparece tras el pulso ha sido cortada.
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0.1 pM) ni‘el TEA (10 mM) (no mostrado en figura). Por otra parte, en el 75 %
de las células en las que se prob6 (n = 8), esta respuesta se anula, total o
parcialmente, al quitar el Ca®* del medio y bloquear los canales para dicho i6n

con Co®* o Cd®+ (Figura 21 C).

CONTROL 12 mM K*

20 mV

CONTROL

0.2 nA

T

100 ms

; Figura 20. Bases 16nicas del fendémeno de vuelta lenta a la lfnea base. A Registro control
. de la respuesta ante un pulso hiperpolarizante en una neurcna (n2 90) a PMR. B Al aumentar la
z (K*]e se observa que se reduce este fenémeno. En C se muestran superpuestas las partes finales
¢ de los registros de voltaje para ver este efecto de forma més evidente.

Las neuronas de la SGC registradas en este trabajo parece que poseen una
conductancia al K* que se encuentra inactivada a potencial de reposo, se
deinactiva con la hiperpolarizacién, de una cierta amplitud y duracidn, y se
activa con la despolarizacién permaneciendo activa un corto espacio de tiempo.
Dicha conductancia, que podriamos considerar una gKa, no parece afectarse por la
4~AP pero si podria depender, de forma no clara, de la [Ca**];. Tal y como
hipotetizdbamos anteriormente esta conductencia podria intjervenir en la face
lenta de ‘la PHP si la emplitud de dicha 7PH7PifL;eée suf;ciente ‘parra ponerla en

marcha.
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A CONTROL B 4-AP

CONTROL
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Figura 21. Efecto de la 4-AP y del Co2* sobre el fenémeno de vuelta lenta a la linea base.
LA Registro control a PMR en una neurona de la SGC (n2 90) en presencia de TTX (10 pM). B Al
;aﬁadir 4-AP (3 mM) no parece afectarse el fenémeno citado. ¢ La vuelta a la linea base se
| aproxima mds a la vuelta pasiva en presencia de Co2* (7 mM). Se produce también un incremento
i en la resistencia de entrada. D Barridos superpuestos de las partes finales de los tres
| registros anteriores.

1.2.6. Estudio de una posible conductancia al Ca=* de bajo umbral.

Otro fenémeno se puso de manifiesto en las neurocnas de la SGC ‘eh la

vuelta al potencial de membrana tras la hiperpolarizacién generada por un 'pulsc>‘~‘5:'“*r'

negativo. Este fendmeno, patente en el 64.8 % de las neuronas de la: puestr
consiste en una despolarizacién de rebote. Aunque el porcentaje es el mismo que
el de la res;;u;st; ‘de enlentecimiento en la vuelta al potencial de membrana, no
hubo siempre coincidencia de ambas respuestas.

En la figura 22 A la aparicién del potencial de accién ocultd este rebote,
el cual solo pudo ser observado si evitabamos el disparo mediante una leve

hiperpolarizacién de la neurona. La aparicién de este rebote es dependiente de
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la hiperpolarizacién previa; pero si hiperpolarizamos excesivamente la célula,

esta respuesta desaparece (Figura 22 B).

E3 TTX

T

C CONTROL

100 ms

L T i

100 ms

Figura 22. Despolarizacién de rebote tras un pulso hiperpolarizante en las neuronas de la
SGC. A Esta neurona (2 47) a PMR presenta tras el pulso negativo el fenémeno de vuelta lenta a
la linea base seguido de una espiga répida. La hiperpolarizacién estable de la célula da lugar a
la aparicién de un rebote tras el pulso -donde antes se generaba la espiga. B En esta célula
(n2 61) no se produce este rebote a PMR (registro de voltaje superior), pero al hiperpolarizar
la neurcna unos 10 mV se presenta un rebote muy evidente. Si seguimos hiperpolarizando la
neurona este rebote desaparece (registro inferior de voltaje). La solucién de perfusién tiene
TTX (10 puM> € y D muestran la dependencia del Ca2* de este rebote en una neurona de la SGC
(n2 43) a PMR y en presencia de TTX (10 uM)

La despolarizacién de rebote parece estar originada por una conductancia
al Ca®*, como se demuestra al bafiar la rodaja con una solucién en la que el
Ca®* fue sustituido por Co®* (Figura 22 C y D). Asi mismo, la adicién de Ba®* a

la solucién de perfusién produjo un incremento ‘en 1la amplitud del rebote (no

mostrado en figura).

Parece claro que este rebote es producido por una conductancia al Ca®+* que
se encuentra inactivada al potencial de reposo y que requiere una deinactivacién

con la hiperpolarizacién para poder activarse al despolarizar la célula. Esta
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conductancia se inactiva en poco tiempo. Estas caracteristicas pueden
corresponderse con la conductancia al Ca®* de bajo umbral (gCa,y) descrita
inicislmente en la oliva inferior (Llinds y Yarom, 1981) y hallada en otras
estructuras nerviosas (Murase y Randié, 1983; Jahnsen y Llinds, 1984; Crunelli y
col., 1987; Alvarez de Toledo y Lépez Barneo, 1988).

No obstante la relevancia con la que este fendémeno se da en las neuronas

de la SGC registradas en este trabajo varia mucho dependiendo de la existencia

A

TTX

20 mV

C TTX

20 mv 20 mV

0.3 nA 0.5 nA

Figura 23. Variabilidad en la presentacién de la despolarizacién de rebote. A A la izquierda
se muestra el cambio de potencial producido por un pulso hiperpolarizante en una neurona de la
SGC (2 52) & PMR y en presencia de TTX (10 uM). La superposicién de los cambios de potencial
producidos al comienzo y al final del pulso, a la derecha, pone de manifiesto la coincidencia del
fenémeno de vuelta lenta y del rebote. La flecha muestra una despolarizacién presente antes de
ponerse en marcha el fendmeno de vuelta lenta. B La misma célula muestra un rebote con pulsos
de pequefia amplitud; pero si aumentamos dicha amplitud el fendémeno de vuelta lenta impide ver
el rebote. C En la neurona n2 61 se muestra un rebote cuya puesta en marcha es muy répida.
D En esta neurona (n2? 43) la despolarizacién de rebote es muy importante, pero al aumentar la
amplitud del pulso aparece el fenémeno de enlentecimiento en la fase de ascenso del rebote. La
espiga aparece truncada.

de la respuesta de enlentecimiento antes analizada. En la figura 23 se

muestran varias formas de coincidencia de ambos fendémenos. En algunos casos
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(Figura 23 A) la despolarizacién de rebote puede estar ya presente al activarse
la gK., obsérvese la sutil desviacién de la vuelta pasiva a la linea base
sefialada con una flecha en la figura, y puede perdurar originando un pequefio
rebote. En otras ocasiones el rebote solo pudo verse cuando la hiperpolarizacién
no era suficiente para deinactivar la gK, (Figura 23 B). En otras células en las
que la gCa,y era predominante, la amplitud del rebote no es muy grande tal vez
por la oposicién de la respuesta de enlentecimiento (Figura 23 C). En la figura
23 D se muestra el registro de una célula en la que el rebote es muy
importante, pero al aumentar la amplitud del pulse hiperpolarizante la
conductancia al K* se activa més y aparece el fenémeno de enlentecimiento en la

fase de ascenso del rebote.

A B

|

C CONTROL

Figura 24. Conductancia al Ca®* de bajo umbral en una neurona de la SGC. A Tras un pulso
hiperpolarizante se genera un rebote sobre el que aparece una espiga rdpida. Este rebote sélo

| se observa si se hiperpolariza de forma estable la célula, ya que a PMR el mismo pulso no lo
- produce. B En la misma neurona (n? 45) un pulso despolarizante a PMR produce a un disparo
ténico, mientras que si se hiperpolariza, el mismo pulso da lugar a un rebote claro sobre el que

. se origina una espiga. C El rebote puede dar lugar a un disparo fésico al comienzo del pulso.
| D El rebote se anula en presencia de una solucién sin Ca®*. La lfnea discontinua marca en todos
los casos el PMR y el nivel O de corriente. 55
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Anteriormente citdbamos a la conductancia de bajo umbral al Ca®*. Tan sélo
en dos neuronas de la muestra se observa una respuesta semejante a la
originada por esta conductancia en las neuronas de otras estructuras (Jahnsen y
Llinds, 1984; Alvarez de Toledo y Lépez Barneo, 1988).

“En la figura 24 A se muestra la respuesta de una de dichas neuronas de la
SGC a la estimulacién con un pulso de corriente hiperpolarizante. Obsérvese que
esta célula muestra rectificacién anémala dependiente de tiempo y que, al
hiperpolarizarla levemente con corriente estable, el mismo pulso origina una
giba sobre la cual se genera una espiga répida. La figura 24 B muestra la
respuesta originada por la gCa y al estimular la célula con un pulso positivo
previa hiperpolarizacién con corriente continua estable. Si aumentamoé la
amplitud del pulso despolarizante se produce un brote de dos espigas (Figura
24 C). La giba es dependiente de Ca®* como se demuestra en la figura 24 D al

sustituir el Ca®* por Co=".
1.3. Estudio del disparo repetitivo de las neuronas de la SGC.

El tratamiento de la informacién por parte de las neuronas se basa, de
forma general, en la transduccién de los cambios de potencial origifxados a nivel
sindptico en el disparo axédnico de potenciales de accién a una determinada
frecuencia. »

El andlisis de la relacién entrada-salida de las neuronas de la SGC se
llevé a cabo por medio de la estimulacién de dichas células con pulsos de
corriente despolarizante inyectados.a través de la micropipeta de registro. Por
tanto, se asume que, para este tipo de estudio semicuantitativo del disparo
repetido, la corriente inyectada es fisicamente equivalente a la corriente
sindptica.
| Hemos estudiado la frecuencia de disparo de las neuronas de la SGC en

funcién de la amplitud, razén de cambio y duracién de la corriente inyectada

utilizando pulsos rectangulares y pulsos en rampa.
1.3.1. Respuesta ante pulsos rectangulares de corriente.

Al estimular a una neurona de la SGC a potencial de membrana de reposo

con un pulso rectangular despolarizante, se produce un tren de potenciales de
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accién répidos. Todas las células registradas mostraron un disparo regular y
ritmico. La frecuencia de generacién de las espigas incrementa conforme aumenta
la amplitud del pulso (Figura 25 A-C). Cada una de las espigas se sigue de una
poshiperpolarizacién cuya duracién se incrementa a lo largo de pulso
alcanzéndose al final el estado estacionario. Esto da lugar a una adaptacién del
disparo a la inyeccién de corriente (Bradley y Somjen, 1961). Con pulsos de
corriente de hasta 1 nA de amplitud y de una duracién de hasta 2 s no fracasa

el disparo repetitivo (no mostrado en figura).
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Figura 25. Disparo repetitivo de una neurona de la SGC ante la estimulacién con pulsos
despolarizantes de amplitud creciente. A, B y C A PMR esta neurona (n2 53) genera un disparo
repetitivo cuya frecuencia incrementas con el aumento de la amplitud del pulso. Se observa una
adaptacién del disparo a lo largo del pulso. D, E y F La misma neurona estimulada desde un
potencial de membrana 30 mV mayor que el PMR. Al comienzo de la estimulacién con pulscs de baja
amplitud se observa un retraso en la aparicién de la primera espiga. Con pulsos mayores F) se
produce al comienzo una aceleracién del dispero disminuyendo luego la frecuencia del mismo.
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Cuando esa misma célula se hiperpolariza inyecténdole corriente continua
estable y, desde el nuevo potencial de membrana, se estimula con pulsos
despolarizantes Figura 25 D-F) se observa un nuevo patrén de disparo. Al
comienzo del pulso se observa, en la aparicién del disparo repetitivo, un retraso
mayor que el que corresponderia a la carga pasiva de la membrana. Con pulsos de
mayor amplitud la frecuencia de este disparo se incrementa y se llega a abolir
el retraso produciéndose una aceleracién del disparo al comienzo del pulso
(Figura 25 F). El1 fendmeno de adaptacién antes descrito también estd presente
durante la estimulacién desde potenciales de membrana hiperpolarizados. Los
potenciales de accién que aparecen al comienzo del pulso son de menor amplitud,
detalle particularmente evidente durante 1la aceleracién del disparo en

condiciones de hiperpolarizacién (Figura 25 F).

A B
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| L iJ —-—-] 0.5 nA
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Figura 26. Distintas formas de manifestaci6n del doble patrén de disparc repetitivo en las
{ neuronas de la SGC. En A y B se muestra el disparo repetitivo a PMR y a niveles
% hiperpolarizados de una neurona (@ 64) de la SGC. La estimulacién desde potenciales de membrana
| mayores que el de reposo produce un brote de dos espigas al comienzo del pulso. El registro,
i mostrado en C y D, de la neurona (n? 82) pone de manifiesto més claramente este cambio en el
! disparo. La lfnea discontinua indica el PMR y el nivel 0 de corriente en ambos casos.
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El doble patrén de disparo repetitivo estuvo presente en el 88 % de las
neuronas de la muestra poblacional con una intensidad que varié segin la célula
registrada. La figura 26 A y B muestra la descarga de una neurona de la SGC
ante pulsos despolarizantes a dos niveles de potencial de membrana. La amplitud
del pulso que parte del nivel hiperpolarizado (B) es tal que llega al mismo
nivel de corriente que el pulso dado a nivel de reposo <(A). En estas
circunstancias la célula se mostré més excitable generando un brote de dos
éspigas répidas al comienzo del pulso en B. En otra neurona (Figura 26 C y D) es
especialmente evidente el doble patrén de respuesta ya que con el mismo pulso
despolarizante inyectado a un potencial de membrana 19 mV més negativo que el
de reposo, se genera al comienzo del pulsc un brote bien definido de cuatro
potenciales de accién cuya morfologia es claramente diferente a las espigas que

se generaron a potencial de reposo.

Las dos propiedades del disparo repetitivo de las neuronas de la SGC antes
analizadas, es decir la adaptacién y el doble patrén de disparo, se basan en un
cambio en los potenciales de accién y sus poshiperpolarizaciones. Ya vimos que
los potenciales de accién de estas células poseen una meseta posiblemente
producida por la entrada de Ca®* en las dendritas a través de canales
dependientes de voltaje, y esto activa a una o varias conductancias al K*
dependientes de Ca®**. Por esta razén estudiamos la morfologia de las espigas
producidas pgr el pulso.

En la figura 27 A los potenciales de accién, generados desde el PMR,
incrementan su duracién, fundamentalmente en su fase de descenso, asi como su
amplitud a lo largo del pulso. La ultima de las espigas del pulso es 21.4 % més
ancha que la primera. La pendiente de la fase de ascenso disminuye suavemente.
Al incrementar la amplitud del pulso (Figura 27 B) los cambios en las espigas se
hacen més evidentes ya que los potenciales de accién del estado estacionario
son ahora més lentos en su fase de ascenso y el ultimo de ellos es un 375 %
mas duradero y un 11.4 % mayor en amplitud respecto al primero. En ambos
registros se ve que no hay, o son fnuy leves los cambios en la pendiente de
descenso.

Al hiperpolarizar la neurona las espigas que se producen tras el retraso
inicial son de menor amplitud y duracién que las del estado estacionario (Figura
28 A). Al aparecer el brote inicial, aumentando levemente la amplitud del pulso

(Figura 28 B), se observa que la primera espiga carece de meseta en la fase de
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descenso y la amplitud y duracién es ain menor que las que aparecian tras el
retraso; la ultima espiga es un 116.6 % mayor en duracién y un 28.7 % en
amplitud que la primera del brote. En ambos casos las espigas del estado
estacionario son muy semejantes entre si. La pendiente de la fase de ascenso
disminuye a lo largo del pulso pero las diferencias no son tan fuertes como en
la figura 27 B. Sin embargo, la pendiente de la fase de descenso sufre una
disminucién importante a 1lo largo del pulso (Figura 28 B). La diferencia
fundamental entre las poshiperpolarizaciones de las espigas del brote y las del
estado estacionario radica en su curso temporal, dada la ausencia en las
primeras de las dos fases anteriormente analizadas (Figura 28 B panel

izquierdo).

A

J// =y

/ 20 mV

-] 1~ | 0.5 naA
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Figura 27. Estudio de la morfologia de los potenciales de accién producidos por un pulso
despolarizante a PMR. A A la izquierds se muestra el disparo repetitivo en una neurona de la
SGC (n2 43) ante un pulso rectangular de corriente despolarizante, y el registro derivado del

| voltaje. A la derecha se exponen los potenciales de accidn superpuestos del registro anterior. Se
| observa una mayor duracién de las espigas debido fundamentalmente al incremento en la duracién
i de la fase de repolarizacién. B Estos cambios en las espigas se observan de forma mds clara al
. aumentar la amplitud del pulso. Es interesante notar que la pendiente de ascenso -de las espiges
! disminuye & lo largo del pulso mientras que la de descenso varia poco. 60

i



RESULTADOS

{
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Figura 28. Estudio de la morfologia de los potenciales de accién producidos por un pulso

. despolarizante a potencilales de membrana hiperpolarizados con respecto al de reposo. A La misma

. neurona que la de la figura 27 fue estimulada con un pulso despolarizante tras hiperpolarizarla

; con corriente continua hasta unos 30 mV por debajo del PMR. Con un pulsc de baja amplitud se

produce, tras la carga pasiva de la membrana, un retraso en la aparicién de la primera espiga.

. Las espigas que se generaron a continuacién mostraron grandes diferencias entre si, como vemos

. en el panel derecho. B Al aumentar la amplitud del pulso se produjo un brote de espigas al

comienzo del pulso. Las primeras espigas poseen una menor amplitud y duracién que las del final

. del pulso. El registro diferenciado muestra una importante caida en las pendientes de ascenso y
! descenso a lo largo del pulso. — — ——— -

Debido al comportamiento no lineal del disparo repetitivo de estas
neuronas, estudiamos la relacién existente entre la frecuencia de disparo y la
corriente inyectada mediante la estimulacién con pulsos de 1 s de duracién. Se
calculé la frecuencia instanténea para el primero, segundo y cuarto intervalos

interespiga asi como para el considerado como intervalo del estado estacionario
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que fue la media de los tres ultimos del pulso.

En la figura 29 se muestra uno de estos experimentos. En una neurona a
PMR (50 mV) la relacién frecuencia versus corriente (f-D presenta un
incremento més o menos lineal en los intervalos considerados salvo el primero,

que muestra una cierte saturacién de la frecuencia de disparo a partir de

0.15 nA de estimulo (Figura 29 B).
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A A B

70}

50}
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| 0.2 na .
o Tl——— 10 o
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50 40 1
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Figura 29. Andlisis de las relaciones f-I-t en el disparo de las neuronas de la SGC a PMR.
A Registro del disparo de la neurona n2 52 ante la inyeccién de pulsos de ! s de duracién a PMR

——1 50 mV), B Gréfica que relaciona la frecuencia instanténea en los siguientes intervalos

interespiga: primero (1 en figura), segundo (2), cuarto (4) y en el estado estacionario (e.e.)
(media de los tres ultimos intervalos interespiga), con la corriente inyectada. C Gréfica de la
frecuencia instanténea frente al tiempo en tres pulsos de diferentes amplitudes: 0.25 nA
(circulos rellenos), 0.15 nA (circulos vacios) y 0.05 nA (tridngulos). D Gréfica de las relaciones
entre frecuencia, corriente y tiempo. .

Para estudiar las caracteristicas de la adaptaciéri que sufre esta célula
ante la inyeccién de corriente se hallaron las relaciones frecuencia versus

tiempo (f-t) para tres pulsos de distinta amplitud (Figura 29 C). E1 fendmeno
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de la adaptacién tiene lugar incluso con los pulsos de menor amplitud. Pueden
observarse dos fases en el curso temporal de la adaptacién, un descenso répido
de la frecuencia al comienzo del pulso que se sigue de uno lento a partir de
los primeros 200 ms. Ambas fases se acompafian de un gradual incremento del
umbral de disparo a lo largo del pulso. La amplitud del pulso afecta al curso
temporal de la adaptacién ya que al aumentarla se incrementa la pendiente de 1la
fase lenta. Salvo con los pulsos de menor amplitud, la frecuencia no alcanza el

estado estacionario.

90 ;- f (Hz)
B y
70 | o
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C D 40
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104
10" 0\‘\‘_——-—: -*
i 1 1 1]
0.25 0.5 0.75 1 <.
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Figura 30. Anélisis de las relaciones f-I-t en el disparo de las neuronas de la SGC a
potenciales de membrana mas negativos que el de reposo. A Registro del disparc repetitivo de la
misma neurona que la de la figura 29 tras la hiperpolarizacién estable a -85 mV. B Gréfica que
relaciona la frecuencia instanténea, en los mismos intervalos que en la figura 29 B, con la
corriente inyectada. C Gréfica de la frecuencia instanténea frente al tiempo en tres pulsos de
diferentes amplitudes: 0.25 nA (circulos rellenos), 0.15 nA <(circulos vacfos) y 0.07 nA
. {tridngulos). La flecha indica el enlentecimiento en la caida de la frecuencia producido por la
. aceleracién inicial del disparo que aparece en estas condiciones. D Gréfica de las relaciones
- entre frecuencia, corriente y tiempo.
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Con la célula hiperpolarizada hasta un potencial de membrana de -85 mV
(Figura 30 A) se observa un cambio sustancial en las relaciones entre frecuencié
instanténea, tiempo y corriente. En la grafica f-I (Figura 30 B) se aprecia una
mayor pendiente en los dos primeros intervalos interespiga asi como una sutil
forma sigmoide. Existe, por tanto, una gran diferencia entre los primeros
intervalos interespiga y los del estado estacionario, debido a la aceleracién del
disparo al comienzo del pulso.

Al estudiar la adaptacién a este potencial de membrana (Figura 30 C) se
aprecia, al comienzo del pulso, una mayor sensibilidad por parte de la neurona
a la corriente inyectada. Tras los primeros 150 ms la frecuencia de disparo
alcanza el estado estacionario y 1a corriente inyectada no afecta al curso
temporal de 1la curva. Con los ©pulsos de mayor amplitud ocurre un
enlentecimiento en la caida de la frecuencia (flecha en figura 30 C) indicando
la presencia del brote inicial.

En el panel D de las figuras 29 y 30 se representan tridimensionalmente
las relaciones entre frecuencia, corriente y tiempo para apreciar mejor las

diferencias en el disparo repetitivo segin el potencial de membrana.

Dada 1la diferencia estadisticamente significativa en la resistencia de
entrada de las neuronas de la SGC a lo largo del eje caudo-rostral
mesencefdlico nos planteamos estudiar si existfan diferencias en el disparo
repetitivo de acuerdo con esta Ry. |

En la figura 31 se muestra el estudio de la relacién entrada-salida en una

neurona de la muestira con moderada R, (217 MQ). Se observa una clara difé;*_exf 15
“entre el disparo de esta neurcna y la de la célula de las figuras, ;;s
cual tenfa una elevada Ry, (463 MQ). A PMR la relacién f-I es lineal en todos los
intervalos interespiga en el rango de corrientes usado (Figura 31 B) y existe
una ausencia casi total de adaptacién (Figura 31 C). Al hiperpolarizar la
neurona se puso de manifiesto el brote, en este caso de dos espigas,
correspondiente al segundo ‘patrén de disparo hallado en estas células. Sin
embargo, salvo en el intervalo 71n7te;e;p:{éai correspondiente al brote, las
relaciones entre frecuencia, corriente y tiempo no varian de forma importante
(Figura 31 E y F).

Para corroborar estas diferencias en el disparo estudiamos la relacién

entre la corriente inyectada y el ntimero de espigas producidas por un pulso de

250 ms en un total de 6 neuronas, de las cuales 3 tenian alta Ry
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Figura 31. Disparo repetitivo sin adaptacién en neuronas de la SGC. A Registro del disparo
de la neurona n2 62 a PMR ante 1la inyeccién de pulsos despolearizantes de | s de duracién.
B Relacién f-I en esta neurona. Se aprecia la escasa diferencia de la frecuencia instantdnea en
los intervalos interespiga considerados (primero, segundo, cuarto y estado estacionario). C La
gréafica f-t muestra de forma mds clara la ausencia de adaptacidén a la inyeccidén de corriente de
varias amplitudes <(circulos llenos: 0.5 nA; circulos vacifos: 0.25 nA; tridngulos: 0.05 nA) a lo
largo del pulso. D, E y F muestran el disparo, la relacién f-I y la relacién F-t en la misma
neurona previa hiperpolarizacién con corriente continua estable. Tan séloc el primer intervalo
interespiga presenta un incremento notable de la frecuencia de disparo (flecha en F).
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(347.3 + 825 MQ, media * desviacién esténdar) y las tres restantes -tenian
bajos valores de este pardmetro (135.9 * 59.1 MQ). La figura 32 A representa
dicha relacién f-I De la observacién de la grafica se deduce que las neuronas
con alta Ry poseen curvas f-I con una mayor pendiente (29.09 * 8.12
impulsos/nA, media * desviacién estédndar, n = 3) y en las que no se puede
determinar claramente la existencia de més de un rango de disparo. Dichas
curvas se ajustan a una recta con coeficientes r ? 0.94, pero en todas ellas se
aprecia la tendencia a presentar una saturacién del disparc ante la inyeccidn de
corriente de amplitud creciente. Las curvas f-I de las neuronas con baja Ry
presentaron una menor pendiente (5.28 *+ 0.32 impulsos/nA) y una mayor linealidad
(r 2 0.96).

A imp./pulso
2
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5—
i T ) ) I T 1
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1 1 1
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Figura 32. Variacién en la relacién f-F en neuronas de la SGC con distinta Ry A Gréfica

f-I en la que se representa la frecuencia total en un pulso de 250 ms (impulsos/pulso) en tres
neuronas con baja R, (neuronas n2 17, 62 y 98; circulos vacios) y en otras tres neuronas de
elevada Ry (2 36, 52 y 53; circulos llenos). Estas- iltimas presentan una mayor ganancia
(pendiente de la recta de ajuste) y una cierta saturacién en el dispero con pulsos de gran

| amplitud. B Grafica f-I en la neurona n2 52, con elevada R,, estimulada con pulsos de 1 s de
| duracién a PMR (cfrculos vacfos) y bajo hiperpolarizacién hasta -85 mV <(circulos llenos) La
pendiente de la recta de regresién y el coeficiente de correlacién fueron 88.3 espigas.-s='-nA~!
y 0.99 para el primer caso (célula a PMR) y 59.4 espigas-s—'-n”~' y 0.97 para el segundo.
Cuando la estimulacién parte de niveles hiperpolarizados, los valores se calculan sumando
algebraicamente la corriente hiperpolarizante estable y el pulso despolarizente. C El mismo
experimento realizado en la neurona n@ 62, con baja R.. La pendiente de la recta de regresién y
el coeficiente de correlacién fueron 17.4 espigas.s—'.nA~' y 0.98 para los dos casos. 66
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En la figura 32 B y C se presentan las gréficas f-I de dos células, una
con alta Ry (B) y otra con baja Ry (C) ante la inyeccién de pulsos de 1 s de
duracién a potencial de membrana de reposo (circulos vacios) y a un potencial de
membrana mé&s hiperpolarizado, en el que se observé el segundo patrén de disparo
(circulos rellenos). La parte negativa del eje X muestra la amplitud real del
pulso cuando la neurona fue hiperpolarizada. Las relaciones f-I fueron més o
menos lineales en todos los casos en el rango de amplitudes de corriente usado.
La pendiente de la recta en B es mayor con la célula a PMR pero es interesante
notar que, sin ninguna corriente neta inyectada, la frecuencia de disparo fue
mayor para potenciales de membrana més negativos. En C se aprecia que tanto la
pendiente de la recta, mucho menor que en el caso anterior, como el corte con el
eje Y ho varian bajo condiciones de hiperpolarizacidn. |

Para completar el estudio de las diferencias en el disparo segin la Ry se
probé la existencia de cambios en la morfologia de los potenciales de accién en
relacién con la R, (Figura 33). La comparacién de la primera y ultima espigas
del tren de alta frecuencia de potenciales de accién generado ante la inyeccién
de un pulso rectangular de corriente de 1 s de duracién, pone de manifiesto que
la duracién de la espiga incrementa, y decrece la amplitud de la misma, de'forma
clara en la neurona con alto Ry, mientraé que en la que tiene bajo Ry no se
observan diferencias significativas en estos pardmetros @ y E). También se
observan cambios en la razén de ascenso de dichas espigas en el disparo
repetitivo (A y B). En C se grafica el porcentaje de cambio en el méximo de la
funcién derivada entre la primera y la ultima espiga del pulso en funcién de la
corriente inyectada. La neurona con mayor R, muestra una mayor disminucién en

dicho méximo que la de menor Ry,
1.3.2. Respuesta ante pulsos de corriente en forma de rampa.

La existencia de adaptacién en parte de las neuronas de la 5GC nos lleva a
pensar que el disparo repetitivo de dichas neuronas puede ser dependiente de la
dI/dt ademéds de la amplitud de la corriente.

Para estudiar esta dependencia utilizamos pulsos de corriente en forma de
rampa ya que la dI/dt es constante durante la rampa. En la figura 34 A y C se
nuestra un experimento en el cual a una célula, que mostraba adaptacién a la
estimulacién con pulsos rectangulares, se le inyecté un pulso en rampa de

amplitud constente al que se le fue variando su duracién, consiguiendo asi
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Figura 33. Variaciones en la morfologia de las espigas observadas en la respuesta durante
un pulso rectangular de corriente en neuronas de la SGC con distinta Rn. A y B Registros
de voltaje, corriente y dV/dt en la neurona n2 52, R, = 463 MQ, y en 1la n2 17, Ry = 77.7 MQ.
C Grafica que relaciona el porcentaje de cambio de la mAxima pendiente de ascenso de la espiga,
a lo largo de un pulso de ! s de duracién (valor de la méxima pendiente de la Gltima espiga del
pulso respecto al de la primera), con la corriente inyectada en las neuronas mostradas en A
(circulos 1llenos) y en B (circulos vacios). D Registros de voltaje y dV/dt superpuestos de la
primera (1) y Gltima espiga (= producida por un pulso de 0.3 nA de amplitud y 1 s de duracién
en la neurona mostrada en A. E Los mismos registros-en la neurona presentada en B.
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distintas pendientes de la rampa. Relacionando la frecuencia instanténea con el
tiempo observamos que la primera incrementa conforme aumenta la pendiente de la
rampa y que la frecuencia en el pico de la rampa es en todo momento mayor que
la frecuencia de disparo en el estado estacionario de un pulso rectangular de la
- misma amplitud que la rampa. El disparo repetitivo de esta célula es, por tanto,
dependiente de la dI/dt en la rampa asi como de la amplitud de ésta.

En la figura 34 B y D realizamos el mismo experimento en una célula cuyo
disparo repetitivo carecia de adaptacién. Esta neurona se muestra ‘sensible a la
variacién de amplitud de la corriente pero la dI/dt no parece influir de forma
decisiva en su disparo. Nétese la escasa variacién de la frecuencia ‘méxima en

cada rampa.
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Figura 34. Respuesta de las neuronas de la SGC a la inyeccién de corriente en forma de
rampa. A y B Registros filtrados del disparc repetitivo de las neuronas n2 58 y 62,
respectivamente. El disparo de la priemra de ellas posee adaptacién. La segunda (B) no presenta
adaptacién. C y D Relaciones entre la frecuencia de disparo instantdnea y el tiempo, en las dos
células citadas, ante la estimulacién con pulscs en rampa de diferentes pendientes (k, en nA/s).
Las lineas discontinuas representan la frecuencia de disparo en el estado estacionario de un
pulso rectangular de la misma amplitud que la rampa.
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1.4, Bases iénicas del disparo repetido.

Los potencisles de accién que forman el disparo esponténeo ritmico de las
neuronas de la SGC se generan, como ya vimos, por una conductancia al Na*
fundamentalmente axosomdtica (gNa) y otra al Ca®** posiblemente somatodendritica
(gCany). En su repolarizacién pueden participar varias conductancias al K* : un
rectificador retrasado clésico (gKpw), una o dos dependientes de Ca®* (gKca) y
otra transitoria con una cierta dependencia del Ca®* (gK,), las cuales dan lugar
a una importante PHP, bifésica en su vuelta a la linea base. También hemos visto
que en el disparo repetitivo ante pulsos rectangulares las espigas modifican su
morfologié a lo largo del pulso. ¢Cuales son entonces los cambios en las
conductancias iénicas que suceden con la citada. estimulacién y que originan los

patrones de disparo observables en estas células?.

Para estudiar el papel de la gKDR en el disparo repetitivd utilizamos el
TEA (5 mM) ya que bloquea a esta corriente iénica en la mayoria de las células
en que se ha estudiado (Rudy, 1988). En la figura 35 A se muestra el pulso
control. Esta neurona tenia una clara adaptacién fruto de una gran variacién en
la amplitud y en el curso temporal de las PHP de las espigas. Al afiadir el TEA
las PHP incrementan su amplitud y todas ellas muestran aproximadasmente el mismo
curso temporal, lo cual hace menos evidente el fenémeno de la adaptacion. Las
espigas también incrementan su amplitud y duracién, posiblemente por una mayor
entrada de Ca®** en las dendritas, como sapuntdbamos al estudiar las bases
iénicas de los potenciales de accién espontdneos. Estos resultados hacen pensar
que la gKDR podria determinar, al menos en parte, la duraci6én de los primeros
intervalos interespiga del pulso pero que la adaptacién es originada por la
p'auiatina activacién de una o més gK.. debido a la entrada de Ca®* con cada
potencial de accién. Igualmente estas gK., podrian determinar el disparo ritmico
del estado estacionario. |

Para contrastar esta hipétesis probamos el efecto que sobre el disparo
repetitivo tiene una solucién en la que el Ca®* es rr*eemgl;z;cic;W;r:;c;x:/acr);*r.w En la 7
figura 36 A se ve el registro control con un tren de espigas con adaptacién. El
disparo en ausencia de Ca®* fracasa sl ir disminuyendo gradualmente la amplitud
de las espigas y de las PHP (Figura 36 B). En la recuperacién, al volver a la

solucién esténdar, se produce el disparo repetitivo de potenciales de accién
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(Figura 36 C), pero estos presentan una morfologia diferente al disparo control

tal vez por las razones ya expuestas en 1.2.3.

CONTROL TEA

l20 mV

_ VVE

- —_— IO.Z nA

50 ms

Figura 35. Efecto del TEA en el disparo repetitivo de las neuronas de la SGC. A Registro
control del disparo repetitivo de la célula n¢ 52. B Respuesta de la misma neurona ante el
mismo pulso tras la adicién de TEA (10 mM). Las lineas discontinuas representan el nivel de PMR.
y de O de corriente.

Parece entonces que, en ausencia de Ca®* extracelular, no se activan las
gKca al no entrar Ca®** con las espigas, y la PHP se vuelve insuficiente para
recuperar de la inactivacién a los cenales para Na* que se inactivan con la
despolarizacién producida con cada espiga. De ser esto cierto, el fracaso del
disparo podria ser evitado al hiperpolarizar la célula de forma artificial con
corriente continua estable. La confirmacién de esta sospecha se ilustra en la

figura 37 A y B.

En algunos experimentos en los que se bafiaba a la rodaja con una solucién
sin Ca®*, como el de la figura 37 C y D, se observé la aparicién de pequefias
espigas de 5 a 10 mV de amplitud, con una fase de ascenso répido y un lento
descenso. Estas espiguitas incrementan su amplitud con la hiperpolarizacién,
disparan a potenciales de accién de Na* (flecha en figura 37 D) y son
bloqueadas por TTX (no mostrado en figura). Se han descrito espiguitas
semejantes a las halladas en las neuronas de la SGC en otras estructuras del

SNC de los mamiferos <(Jahnsen, 1986). La razén por la que estas respuestas
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subumbrales aparecen en ausencia de Ca2?* y su posible papel fisiolégico no han

sido abordados en este trabajo.

CONTROL 0 mM Cas+

JuWWWwk |

- ; | I

RECUPERACION

J 20 mV

_ L 10.2 nA

50 ms

Figura 36. Papel del Ca®* en el disparo repetitivo de las neuronas de la SGC. A Registro
control a PMR de la neurona n? 48. B Registro en ausencia de Ca=*, C Disparo repetitivo en la
{ misma neurona tras volver a pasar solucién estéandar.

Dada la supuesta existencia de gKca que condicio;lan el disparo repetitivo,
y una vez demostrado el bloqueo de parte de la PHP de las espigas por apamins,
probamos el efecto de esta sustancia sobre el disparo de las neuronas de la
SGC. En la figura 38 A se presenta el registro control y en B el registro en
presencia de apamina (0.1 pM). Se aprecia la menor amplitud en la PHP y la
progresiva disminucién en la emplitud de los potenciales de accién que lleva al
fracaso del disparo al final del pulso. La frecuencia de disparo aumenta durante

el pulso y desaparece el fendmeno de adaptacién. Con pulsos de mayor duracién
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se aprecia mejor el fracaso y la aparicién esporadica de dobletes de espiges

réapidas (no mostrado en figura).

A

20 mV

I j - — - | 0.5 na
50 ms

20 mV

— gy S | 0.3 nA

i Figura 37. A Anulacién del disparo repetitivo en una neurona de la SGC (n? 43) en ausencia
| de Ca®* en la solucién de perfusién. B Recuperacién del disparo repetitivo al estimular la misma
| neurona, también en susencia de Ca2?*, desde niveles hiperpolarizados del potencial de membrana.
C y D Presencia de pequefias espigas en registros de la neurona n2 48 en ausencia de Ca®*.
Nétense los diferentes umbrales de dichas espiguitas y el disparo por una de ellas de un
potencial de accién répido (flecha). La linea discontinua sefiala el PMR y el nivel 0 de
(corriente.

1.5, Poshiperpolarizacién de larga duracién. Bases iénicas.

La mayorfa de las neuronas de la SGC de la muestra (90.4 %) presenta una
poshiperpolarizacién de larga duracién (PHPL) tras finalizar el tren de
potenciales de accién generados por un pulso despolarizente. Esta PHPL tiene una
amplitud de 13.6 ¢+ 4.6 mV (n = 38) que es dependiente del numero de espigas del
pulso (Figura 33 A y B). En algunas células se pueden distinguir dos fases en el
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CONTROL APAMINA

20 mV

WA /q

) L f1na
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Figura 38. Efecto de la apamina en el disparo repetitivo de las neuronas de la SGC.
A Registro conirol a PMR en la célula n2 104. B Registro del disparo ante el mismo pulso de
estimulacién al affadir apamina (0.1 pM).

curso. temporal de la vuelta a la linea base (Figura 39 B). La duracién de esta
PHPL es de 0.15 a 2.7 s, segin la célula. La aparicién de la PHPL Eetr‘asa el
disparo espontdneo en aquellas neuronas que lo poseen Figura 39 C y D).
Durante la PHPL se observa un incremento en la conductancia de la célula que
depende del numero de espigas generadas por el pulso (Figura 40 A).

El curso temporal del cambio de conductancia que origina la PHPL se
estudié midiendo la resistencia de entrada de la neurona durante dicha PHPL. Al
llevar la proporcién del cambio de potencial a lo largo de la PHPL respecto al
de reposo a una grafica semilogaritmica frente al tiempo se observa que el
curso temporal de dicho voltaje posee dos exponenciales, lo que pone de
manifiesto la posible participacién de dos conductancias distintas (Figura 40 B).
el potencial al que se anula la PHPL (-93 mV en este caso) corresponde
aproximadamente al potencial de equilibrio para el K* y que la anulacién sucede
pera las dos fases, répida y lenta, de la PHP. De esto se deduce que dos

conductancias al K* podrian participar en la PHPL.
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A . B ,
J___ o ‘LV 20 mV

— 1 {0.3 nA
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; Figura 39. Poshiperpolarizacién de larga duracién tras el disparo producide por un pulso
rectangular de corriente despolarizante. A y B El aumento en la amplitud del pulso origina una
mayor poshiperpolarizacién tras é1. Neurona n2 36 a PMR. C y D Efecto de la poshiperpolarizacidn
de larga duracién sobre el disparo espontdneo de la célula n2 17.

En variadas estructuras del SNC de 1los mamiferos se ha hallado la
participacién fundamental de las gKe, en la PHPL (Hotson y Prince, 1980; Bourque
y col.,, 1985; Yarom y col., 1985; Minami y col.,, 1986). Por esta razén el estudio
de las bases ibnicas de la PHP se dirigié a la demostracién de la participacién
de estas gKca.

En la figura 41 A y B se muestra, respectivamente, el registro control de
‘la PHFL y el registro en ausencia de Ca®*. La PHPL desaparece casi por completo,
quedando una pequefia poshiperpolarizacién tras el pulso que puede ser debida a
una gKor activada por la despolarizacién. Al afiadir apamina (0.1 pM) a la
solucién de perfusién (Figura 41 C y D) se observa que desaparece toda la

primera fase de la PHPL quedando un componente lento de la misma.
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Figura 40. Estudio de la poshiperpolarizacién de larga duracién. A Medida de la resistencia
en el pico méximo de dicha poshiperpolarizacién generada en la neurona n2 74 a PMR. A la
derecha se relaciona la resistencia con el numero de espigas generadas por el pulso. B Curso
temporal del cambio en la resistencia durante la poshiperpolarizacién de larga duracién en la
misma célula. En la gréfica semilogaritmica de la derecha se representa la proporcién del cambio
de resistencia (Ro-R,) respecto a la de reposo (Ro) a lo largo de la poshiperpolarizacién, frente
al tiempo. C A la izquierda se presenta la paulatina anulacién de la poshiperpolarizacién al
incrementar el potencial de membrana inyectando a la célula corriente hiperpolarizante estable. A
la derecha se grafica la diferencia de potencial entre el pico méximo de la poshiperpolarizacién
y el potencial de membrana en cada caso. La anulacién total se produce a -93 mV. Célula n2 47.
En todos los casos la linea discontinua indica el PMR.
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Figura 41. Bases i6nicas de la poshiperpolarizacién de large duracién. En A, C y E se
muestran los registros control de las neuronas n2 48, 104 y 52, respectivamente. En B. se
muestra el registro en ausencia de Ca2®*. D Registro en presencia de apamina (0.1 pM). F Efecto
del TEA (10 mM) sobre la poshiperpolarizacién de larga duracién. En todos los registros las
esplgas generadas por el pulso despolarizante aparecen truncadas. Los registros A-D se
realizaron a PMR (lfnea discontinua), mientras que en E y F el PMR se indica con una flecha.

El efecto del TEA, que bloquea uno de los dos tipos de gKc. (Latorre y
col.,, 1982; Wong y Adler, 1986), se muestra en la figura 41 E y F. Con el mismo
numero de espigas la PHPL disminuye su amplitud mAxima a pesar de haberse

aumentado la entrada de Ca®* con cada espiga. No podemos observar claramente si
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la fase lenta de la PHPL se afecta por el TEA ya que se produjo un incremento

de la excitabilidad general de la célula.

1.6. Participacién de la conductancia transitoria al K* en el patrén de

disparo de las neuronas de la SGC.

Uno de los hallazgos més importantes en cuanto al disparo repetitivo de
las neuronas de la SGC fue la eventual generacién de dos patrones de disparo
dependiendo del potencial de membranas. Hemos descrito anteriormente que el
brote, o aceleracién de las espigas, ocurre al comienzo del pulso en un periodo
de tiempo en el que, con pulsos de menor amplitud, Csé observa un retraso en la

aparicién del tren de potenciales de accién.

Todo esto nos hace pensar enwque el brote inicial puede generarse durante
la activacién de la gK,. Para probar esto inyectamos un pulso negativo para ver
la vuelta lenta a la linea base producida por la gK, (Figura 42 A) y 1la
comparamos con el registro de voltaje obtenido ente un pulso positivo inyectado
sobre un potencial de membrana 19 mV por debajo del PMR. En B se observa que
al comienzo del pulso se produce una pequefia inflexién seguida del retraso
antes de que se llegue al umbral de los potenciales de accién y se origine el
disparo repetitivo. En ocasiones, sobre la inflexién inicial se genera una espiga
de menor umbral y de caracteristicas distintas a las del disparo repetido
posterior (Figura 42 D). Si despolarizamos levehxente el potencial de membrana
(13 mV bajo el de reposo) y estimulamos con el mismo pulso se produce un brote
de cuatro espigas tras el que persiste, aunqxie “menor,. el periodo de retraso.

Todos los potenciales de accién generadqs' al comienzo del pulso se

S5

diferencian de los del disparo repétitivo én gﬂﬁiﬁenor umbral, menor duracién
(25 %) y amplitud y en la ausencia de meseta de Ca®* en la fase de descenso

(Figura 42 C y E). Las PHP fueron también de mayor amplitud y menor duracién

careciendo de las dos fases descritas anteriormente.

Es curioso que durante la fase de activacién de una corriente
hiperpolarizante se pueda generar un brote de potenciales de accién cuya
frecuencia es mayor que la de los generados tras la inactivacién de dicha gKa.
En la figura 43 se estudia la excitabilidad de la célula durante el periodo
de activacién de la gKn. (Figura 43 A). Sobre un pulso negativo de larga duracién
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WAL A
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Figura 42. Relacién entre el fendmeno de vuelta lenta a la linea base y el patrén de
disparo que se produce previa hiperpolarizacién de la neurona. A Fendmeno de vuelta lenta a la
linea base tras un pulso hiperpolarizante a PMR (linea discontinua) en la neurona n2 82. B La
estimulacién de la misma célula desde niveles hiperpolarizedes, mediante un pulsc despolarizante,
pone de manifiesto dicho fenémeno al comienzo del pulso. N6tese la inflexién inicial producida
por la activacién de la posible conductancia transitoria al K* sobre la que, en ocasiones, se
genera una espiga. C Sobre el periodo de vuelta lenta a la linea base se produce, al disminuir
levemente la corriente estable hiperpolarizante, la aparicién de un brote de cuatro espigas. En D
y E se muestran superpuestos los potenciales de accidn, y su registro derivado, generados en B
y C. Se pueden ver las notables diferencias entre las espigas generadas durante la vuelta lenta
a la linea base y las que se producen tras ella.

se superpone un pulso positivo de 15 ms que se desplaza a lo largo del anterior
(Figura 43 B). Antes de finalizar el pulso negativo, la despolarizacién origind -
una inflexidn transitoria tras la cual se ve el efecto de la gKs. Si el pulso
positivo coincide con el inicio del periodo de actividad de la gK, se genera una
espiga de baja amplitud y duracién y tras ella se ve el transiente y el retraso
hasta que se alcanza el umbral para una espiga mas ancha y de mayor amplitud.
No obstante, el resultado més importante de este experimento es que, si el pulso

positivo se le inyecta a la célula durante la fase en que estd activa la gK, se
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producen tres potenciales de accién, mientras que el mismo pulso tras dicha fase

/

da lugar a dos espigas.

il

30 ms

Figura 43. Estudio de la excitabilidad de la neurona durante la fase de activacién de 1la
conductancia transitoria al K*. A En la neurona n2 19, a PMR (linea discontinua), se muestra la
vuelta lenta a la linea base producida tras un pulso negativo. B En la misma célula se muestra
la parte final de un pulsoc semejante al 1lustrado en A donde se aprecia la vuelta lenta ya
comentada. Sobre este pulso se desplaza otro despolarizante de pequefia duracién y de gran
amplitud. Es interesante notar el distinto disparo producido por el pulso positive dependiendo
de la posicién con respecto al periodo en que se supone activada la conductancia transitoria al
K*. A la derecha se muestran superpuestas las espigas de los pulsos de los que parten las
flechas para resaltar las diferencias morfoldgicas de las mismas.

Esto significa que se produce un aumento de excitabilidad durante 1la
vuelta lenta a la linea base producida por la gKs. Este incremento en la
excitabilidad puede deberse a la distinta morfologia de los potenciales de
accién producidos durante la fase de actividad de la gK, y los producidos tras
ella. En el primer caso, las espigas iniciales del pulso poseen una menor

duracién debido a un menor componente de Ca®+ en la fase de descenso.

Tras el enédlisis de los anteriores resultados nos planteamos como
hipétesis de trabasjo que la activacién de la gK, pueda evitar la activacién de

la gCaH-.-. Asi se favoreceria el disparo de potenciales de accién

80



RESULTADOS

fundamentalmente somdticos que, dada su menor duracién, pueden disparar a mayor
frecuencia. Si pudieramos, por tanto, atenuar el efecto de la activacién de la

gKa, las espigas producidas al comienzo del pulso tendrian més duracién debido a
la entrada de Ca®* dendritico.

20 mV

20 mV

L

A M

:’_r L J_—l—_- |O.4nA "

50 ms

Figura 44. Efecto de la disminucién de la pendiente de ascenso de un pulso despolarizante
en la morfologfa del primer potencial de accién que produce dicho pulso a distintos niveles de
potencial de membrana. A y B Registros del disparo de la neurona n2 68, a un potencial de
membrana de -60 mV, producido (A) por un pulso cuadrado y @) por otro de la misma amplitud en
el que se enlentecié la fase de subida. En C se muestran, superpuestas, las espigas iniciales de
los dos pulsos. El mismo protocolo experimental se llevé a cabo a un potencial de membrena de
=70 mV, D-F, y de -86 mV, G-I. Las lineas discontinuas indican el PMR y el nivel O de corriente.
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Tratamos de disminuir el efecto de la gK. enlenteciendo la fase de ascenso
del pulso positivo. Este experimento se ilustra en la figura 44. En una neurona
con un potencial de membrana de -60 mV, los potenciales de accién iniciales
muestran une evidente meseta de Ca®* y no se produce ningin cambio al
disminuir la razén de ascenso del pulso (Figura 44 A-C). Al PMR de esta célula
(=70 mV), la espiga inicial del pulsc con rampa tiene mayor duracién debido a un
incremento en la meseta de la fase de descenso (Figura 44 D-F). A -86 mV se
genera con el pulso rectangular una espiga sin componente de Ca®* seguida del
retraso producido por la gKa. Aqui el potencial de accién producido con el pulso
con rampa tiene mayor amplitud y duracién debido a la entrada de Ca®* con la

despolarizacién (Figura 44 G-I).

2. Estudio morfolégico de la regién ventral de la SGC

2.1. Marcaje de neuronas mediante la inyeccidén intracelular de colorantes

fluorescentes.

Con esta técnica, se marcaron 31 neuronas de la SGC- ventromedial vy
ventrolateral. La forma de los somas de estas neurcnas es variable aunque,
teniende en cuenta que los cortes fueron <siempre coronales, podemos
clasificarlas en fusiformes, multipolares, y triangulares (Figura 45). El tamafio
de estos somas varia entre 10 y 40 pm en su eje mayor y su orientacién es
fundamentalmente perpendicular al acueducto mesencefdlico, aunque bastantes
neuronas disponen su soma paralelamente a éste.

Dadas las supuestas diferencias regionales, segin el eje caudo-rostral del
mesencéfalo, halladas en algunos de los parémetros electrofisiolégicos
estudiados anteriormente, analizamos la morfologia de las neuronas inyectadas
con amarillo Lucifer a lo largo de dicho 'éje. En cuanto al tamafio del soma se
aprecia un moderado incremento en las neuronas mas caudales. Los valores varian
de 11.2 a 40 pm (21.02 * 9.3, media * desviacién esténdar, n = 9) en la parte
caudal; de 10 a 30 pm (17.8 +-6.8, n = 12) en la zona media y de 10 a 30 um
(17.11 ¢ 6.85, n = 9) en la parte mas rostral de la SGC. Sin embargo, al realizar
la prueba de hipétesic de la igualdad de medias mediante el sandlisic de la
varianza con un solo factor de variacién se obtuvieron diferencias no

significativas desde el punto de vista estadistico.
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Figura 45. Microfotograffa de tres neuronas de la SGC marcadas con smarille Lucifer.
A Neurona bipclar o fusiforme. B Neurona triangular. C Neurona multipolar en la que el soma
aparece fuera de foco para mostrar las ramificaciones del 4rbol dendritico, algunas de las
cuales se extienden paralelamente al acueducto de Silvio.
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En la figura 46 se muestra la gréafica de la distribucién de frecuencias
del diédmetro somético. Se obseva una clara distribucién bimodal en la que el
primer grupo de valores se encuentra entre 5 y 17 pm, quedando el segundo, de

forma més dispersa entre 17 y 40 pm.

NUMERO DE CELULAS

" T
5 20 38
DIAMETRO SOMATICO (pm)

Figura 46. Distribucién de frecuencias del didmetro somatico en las neuronas de la SGC
inyectadas con amarillo Lucifer.

Respecto a los procesos dendriticos de estas neuronas, el didmetro
dendritico méximo oscila entre 170 y 700 upm. La mayoria de las neuronas
disponen sus dendritas orientadas hacia el acueducto de forma perpendicular. No
obstante, una excepcién parecen ser las neuronas bipolares proximas a dicho
acueducto cuyas dendritas generalmente se orientan paralelamente al mismo
(Figura 47). )

Contabilizando el numero de dendritas primarias también hallamos una
diferencia en funcién del eje caudo-rostral ya que de 2 a 10 procesos (6 * 2.4,
n = 9) fueron observados en las neuronas caudales, de 3 a 8 (G * 2, n = 12) en
las medias y de 3 a 8 (46 * 16, n = 9) en las rostrales. Tampoco estas
diferencias fueron significativas estadisticamente. Las dendritas primarias se
ramificaron apreciablemente de forma més profusa en la zona caudal (Figura 47),
conservando asi el supuesto patrén de arborizacién a lo largo del eje caudo-

rostral.
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Figura 47. Dibujo de once neuronas de la SGC marcadas con amarillo Lucifer y su
localizacién, respecto al acueducto de Silvio, en tres niveles distintos del eje caudo-rostral.

A Zona caudal. B
axén (a).

Zona media. C Zona rostral. En algunas neuronas se aprecia claramente el
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Figura 48. Registro electrofisiolégico y marcaje de una neurona de la SGC con amarillo
Lucifer. A Dicha célula presenta disparo esponténeo. B Aparece el fenémenc de vuelta lenta a la
linea base tras un pulso hiperpolarizante. C El disparo repetitivo producide por un pulso
rectangular despolarizante muestra adaptacién. En D se aprecia claramente el diferente patrén de
disparo al hiperpolarizar la neurona. La linea discontinus indica el PMR y el nivel 0 de
corriente. La neurona en la que se realizaron estos registros es la fotografiada en E y dibujada
en F. Notese el axdén claramente visible y sus colaterales.
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El axén se observé netamente en ocho de las neuronas marcadas en este
trabajo, naciendo directamente del soma en el 55.5 % de los casos y emergiendo
de una dendrita proximal en el resto. En algunas células se pueden identificar
claramente colaterales axénicas (Figura 47, y 48 E y F). En todos los casos los
axones, directamente o cruzando la linea media, se dirigen transversalmente a la

sustancia reticular vecina, hecho ya descrito por Ramén y Cajal (1911).

A pesar de que con esta técnica es muy dificil hacer registros
electrofisiolégicos de calidad, debido a la baja conductividad eléctrica de la
solucién de amarillo Lucifer, los registros de la figura 48 A-D corresponden a
la neurona fotografiada y dibujada en E y F, y en ellos se pone de manifiesto
que las neurcnas inyectadas poseen las caracteristicas electrofisiolégicas
expuestas anteriormente. En la tabla V se muestira el sumario de los parametros

morfolégicos de las neuronas marcadas con esta técnica.

Tabla V. Pardmetros morfolégicos. Marcaje con Amarillo Lucifer.

N2 Cel. Local. ¢ soma Forma soma N@ dendr.i2 ¢ &rbol dendr.
(um) ) i (um)
3 C 25 T 5 400
7 C 40 F 8 340
8 C 13 M 9 200
15 C 20 T 4 350
16 C 32.5 M. 10 375
17 C 12.5 F 4 450
19 C 15 M 5 250
20 c 11.2 F 2 340
21 C 15 M 7 600
1 M 30 M 9 500
2 M 25 T 3 600
4 M 20 M 6 700
9 M 12.5 T 4 400
10 - M 7.5 F 3 250
11 M 17.5 T 8 400
13 M 14 M 7 450
18 M 25 F 5 750
22 M 10 T 3 225
23 M 23 T 4 -
27 M 20 F 5 300
28 M 10 F 3 200
5 R 12.5 T 3 475
12 R 10 F 3 280
14 R 12.5 F 4 170
24 R 15 M 8 350

25 R 12.5 F 3 400 ~
26 R 22.5 M 4 250
29 R 26.2 F 5 190
30 R 30 T 6 175
31 R 12.5 T 6 250

Local.: localizacién en el eje caudo-rostral; C: caudal, M: medial, R: rostral.
¢ soma: didmetro mdximo del soma. La forma del soma se clasifica en F: fusiforme
o bipolar, T: triangular o M: multipolar. N2 dendr.12: nimero de dendritas
primariss o principales. @ &rbol dendr.: didmetro méximo del 4rbol dendritico. 87
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2.2. Tincién de Nissl.

La ausencia de diferencias significativas en cuanto al tamafio del soma en
las neuronas inyectadas de amarillo Lucifer nos llevé a realizar un andlisis
morfolégico més amplio de la SGC y a contabilizar las neuronas de la zona en la
que se llevaron a cabo los registros, agrupéndolas segtn su diémetro.

En la figura 49 A-C se muestra el érea, enmarcada en negro, en la que se
realizaron los conteos y un detalle de dicho 4rea en los tres niveles
considerados en el eje caudo-rostral (E-F). Se contabilizaron un total de 3776 y
1678 neuronas respectivamente. En ambos casos se observé una disminucién en la
densidad neuronal en el édrea de registro a lo largo del eje caudo-rostral,
siendo la densidad media aproximada en la regién caudal de 2.8 - 10%
neuronas/mm>; 2.05 - 10° en la media y 1.68 + 10 en la regién rostral. La
figura 50 muestra las gréficas correspondientes a los resultados de dicho
conteo celular. En ambas se relaciona la proporcién de neurcnas con didmetro
€13 pm y > 13 pm, en las tres regiones en que hemos dividido longitudinalmente
la SGC (caudal, media y rostral). La eleccién del valor del didmetro somatico
usado para dividir las neuronas en dos grupos se basa en la distribucién de
frecuencias de los didmetros de las neuronas marcadas con amarillo Lucifer (ver
Discusién.

Estos resultados muestran una disminucién progresiva en la proporcién de
neurcnas de més de 13 um de didmetro en el sentido caudal-rostral, asi como un
incremento de las neuronas pequefias (didmetro ¢ 13 pm) en dicho sentido. Las
diferencias entre los valores de las proporciones medias en las tres regiones
consideradas con estadisticamente significativas (P < 0.001, F = 958, 2 y 51
grados de libertad en el primer cobaya y P < 0.001, F = 28.8, 2 y 36 grados de

libertad en el segundo).

2.3. Método de Golgi.

Los resultados obtenidos con este método corroboran la clasificacién de las
neuronas de la zona analizada de la SGC, segiun la forma de su soma, en
fusiformes o bipolares, multipolares y triangulares (Figura 51). En todos los
casos no se detectaron grandes diferencias cualitativas entre aquellas neuronas
que se impregnaron con el método de Golgi-Kopsch (Figura 5! A-C) y con las

impregnadas con la variante de del Rio Hortega (Figura 51 D y E).
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Figura 49. Microfotograffas de la S5CC tefiida con el método de Nissl. Se muestran las
secciones a nivel caudal (A), medio B) y rostral (C). Nétese la forma diferente del acueducto en
los tres niveles del eje caudo-rostral. Los rectingulos indican el 4rea en el que se hicleron los
conteos celulares. D~F Detalle de dicho 4rea en los tres niveles considerados en los que se
observa la decreciente dencidad celular en sentido caudo-rostral y la creciente proporcidon de
neuronas de mayor tamaflo en sentide rostro-caudal.
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Figura 50. Graficas en las que se muestra la relacién entre la proporcién de neuronas de
Las neuronas fusiformes se caracterizan por su soma alargado y son, en

didmetro somatico { 13 pum y > 13 um en los tres niveles considerados del eje casudo-rostral en

dos cobayas distintos. Media y desviacién esténdar.

De ambos polos del soma

las que poseen un didmetro més pequefio.

general,

emergen dos largas dendritas principales que siguen la orientacién del eje mayor

del soma. Tras una distancia variable ambas dendritas se dividen en finas y

largas dendritas secundarias (Figura 51 A y D). Con la metodologia utilizada no
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son observables los axones mielinizados. No obstante en algunas células se
vieron procesos de caracteristicas axénicas. En ningin caso dichas
prolongaciones nacieron del soma, por lo que es probable que el axén emerja de
una de las dendritas principales, como sefiala la flecha en la figura 51 D. Este
tipo de neuronas fusiformes es el unico de la SGC que, en general, mantiene una
orientacién paralela al acueducto.

En las neuronas multipolares el soma es redondeado o ligeramente
prismético. De él emergen, de forma radial, tres (Figura 5! B) o méds (Figura
51 E) dendritas primarias. En aquellos casos en los que una de las dendritas
principales es més largs, las otras poseen la apariencia de dendritas basales,
siendo mucho mas cortas y ramificdndose de forma més profusa (Figura 51 B). Las
ramas de la dendrita principal més larga suelen éer més . finas que las restantes.
En casi todos los casos tanto las dendritas primarias como sus ramas ¢se
encuentran tachonadas de delicadas espinas (Figura 51 B). En otras ocasiones las
espinas son muy escasas o faltan (Figura 51 E).

Las neuronas triangulares, tercer tipo observado en este estudio, muestran
una morfologia pseudopiramidal (Figura 45 B y 51 C). De cada uno de los éngulos
de su soma trianguler, o discretamente poligonal, parten las dendritas primarias.
De éstas, y de manera constante, una es de mayor longitud y grosor que el resto
y, tras un largo recorrido, se divide profusamente en dendritas secundarias y
terciarias de grén longitud que generalmente poseen espinas. Las otras dendritas
primarias, mucho més finas, finalizan libremente o se dicotomizan a poca
distancia de su origen. En este tipo neuronal el axdén suele nacer directamente

del soma (Figura 47 Ay 51 C).

En todos los tipos neuronales aqui descritos se han observado espinas, de
manera mas o menos regular, a lo largo de su arbol dendritico. La figura 51 F
muestra dichas espinas, en este caso erizando todo el 4rbol dendritico de una
neurona bipolar. Dos casos merecen especial atencién en cuanto a la distribucién
de dichas estructuras postsindpticas. E1 primero de ellos se trata de una
poblacién de neuronas bipolares en las que las espinas se encuentran sdlo en la
regioén distal del é4rbol dendritico, mientras que las dendritas primarias son
lisas. A esta categoria pertenece la neurona ilustrada, a pequefio aumento, en la
figura 51 A. El segundo caso se caracteriza por carecer de ecpinas en todo su
4rbol dendritico, siendo este hecho més frecuente en algunas neurcnas

fusiformes y en otras multipolares con dendritas primarias de igual longitud.
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Figura 9
fugiforme 2 b

1. Microfotografias de neuronas impregnadas método de Solgi. A Neurona
5> bipolar. B Neurona multipolar. C Neurona ‘riangular. D Neurona bipolar. Se aprecis
multipslar fuera de foco. La flecha indica el posible axén. E Dos
multipolares. F Una neurona bipolar an la que el 4rbol dendriticc muestra
A-C y F Método de Golgi-Kopsch. Dy Métode de Golgi-del Rio Hortega.
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DISCUSION

1. Metodologia.

Los resultados descritos anteriormente indican que la metodologia utilizada
en el presente trabajo es adecuada para el estudio del tratamiento de la
informacidén en las neuronas de la SGC ventral.

Las ventajas y desventajas de la técnica de rodajas de tejido cerebral
mantenidas in vitro han sido ampliamente descritas (Kerkut y Wheal, 1981; Alger
y col.,, 1984). Sin embargo, un punto que puede ser especialmente discutido es la
distinta concentracién de electrélitos de las soluciones empleadas respecto al
liquido cefalorraquideo. Estas diferencias son especialmente importantes en el
caso del K* y del Ca®* ya que las concentraciones usadas en este trabajo & y
2.4 mM respectivamente) son casi el doble de las fisiolégicas (Langmoen vy
Andersen, 1981).

El uso de estas altas concentraciones se debe, en el caso del K+, al
intento de mantener unos niveles bajos de la [Ca®*]; mediante la estimulacién
de la bomba Na*-K* y del intercambiador Na*-Ca®*, el cual provoca en ultimo
término la extrusién de Ca®* de la neurcna (Dekin y Getting, 1987). La elevada
[Ca**]g se requiere para estabilizar las membranas y mejorar la calidad de la
unién membrana-micropipeta (Wong y Prince, 1978). La existencia de una mayor
[(K*lg despolariza el PMR unos 6 mV (Scholfield, 1978) y hace que el gradiente
electroquimico para el K* disminuya, por lo que es probable que algunas de las
conductancias iénicas observadas en estas células se presenten con distinta
relevancia en condiciones fisiolégicas.

No obstante, estas suposiciones se basan en los valores fisiolégicos del
liquido cefalorraquidec y realmente no sabemos cual es la composicién del medio
extracelular en la SGC. No podemos afirmar, por tanto, que se alteren de forma
importante las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas estudiadas.

La temperatura de la solucién con la que se bafla a la rodaja (352C) es
algo menor que la f{isiolégica pero esta pequefia variacién favorece la
estabilidad de los registros probablemente por una disminucién del metabolismo

celular (Alger y Nicoll, 1979).

También desde el punto de vista metodolégico, el andlisis electroténico

puede ser discutido en cuanto a la adopcién de un modelo matemético neuronal

94



DISCUSION

concreto. El modelo utilizado en este trabajo (Rall, 1877) asume la véalida
simplificacién de una neurona como un cilindro equivalente unido a un soma
esférico isopotencial, y puede describir el comportamiento pasivo de una neurona
con cuatro pardmetros (ver Metodologia). Asume ademés otras consideraciones
referentes & la geometria dendritica (ley de los tres medios) y la uniformidad
de R,, a lo largo de toda la membrana neuronal.

Sin embargo, estas asunciones no tienen porqué ser correctas en todas las
neuronas del SNC. Bastantes neuronas parecen no obedecer la ley de los tres
medios, por ejemplo las células de Purkinje (Hillman, 1979), las piramidales del
neocortex (Hillman, 1879) y las granulares del hipocampo (Desmond y Levy, 1884).
Se han creado recientemente nuevos modelos en los que se tiene en cuenta el
afinamiento distal del arbol dendritico (Rose y Vanner, 1988) y parece que de
esta forma se reproduce de forma méds fiable el curso temporal de la respuesta
de voltaje de la célula ante la inyeccién de un pulso de corriente. Por otra
parte, la presencia de conductancias activas a PMR, o cerca de é€l; una actividad
sindptica ténica y el dafic causado por el electrodo pueden originar la no
uniformidad de la R,, como ya se ha estudiado en el hipocampo Durand y col,
1883), en las motoneuronas espinales (Iansek y Redman, 1973; Rose y Vanner,
1988) y en las célplas de Purkinje (Shelton, 1985). También se han detectado
diferencias en lawiongitud electroténica (L) de las dendritas en una misma
neurcna (Redman y Walmsley, 1983).

El célculo de 1, mediante el andlisis del estado trensitorio esta
justificado dado que, segin predice el modelo de Rall, existiris un error si
coneideraramos la existencia de una sola 1. En las neuronas de la SGC
registradas en este trabajo, en las que se pudieron determinar 1, y T,, el error
cometido consistiria en una subestimacién del 5.55 %.

En el presente trabajo hemos empleado dos métodos, Johnston y Brown, para
hallar los valores de L y de la dominancia dendritica (p) a partir del calcule de
To, Ty, 8o ¥ &8,. Los resultados obtenidos en otras neuronas del SNC se han
contrastado con los valores predichos por el modelo "dew WRall (Rorée' yr Dagum,
1988). Se estima que en los modelos de cilindro equivalente con valores de L
menores de 1.75 y valores de p menores de 4, como ocurre en las neuronas de la
SGC, el error cometido en los célculos de L, basados en la técnica de Johnston,
no es mayor al 5 % y p puede ser sobrestimada, aunque no més del 30 % La

técnica de Brown es aplicable para valores bajos de L y p (L € 0.75 y p < 4).
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Es evidente que pueden ser muchos los errores que cometamos al reducir la
compleja forma y funcién de las neuronas & un modelo simplificado, al aplicar
los métodos de ajuste para el cdlculo de las T y al realizar este estudio, por
medio del registro intracelular con micropipetas, en una preparacién de rodajas
con todas las limitaciones que ésta plantea. No obstante, consideramos necesario
el estudio electroténico de las neuronas de la SGC debido a la importancia de
este tipo de informacidén para la comprensién, aunque parcial, de las propiedades

integrativas de estas células.
2. Andlisis morfolégico.

El estudio morfolégico se cifid6 a las neuronas de 1la zona de la SGC en la
que se realizaron los registros electrofisiolégicos, debido al interés que supone
el intentar establecer correlacicnes morfofuncionales en esta estructura.

Las neuronas estudiadas mostraron una importante heterogeneidad en cuanto
a la forma de su soma. Mediante la inyeccién intracelular de amarillo Lucifer
encontramos neuronas fusiformes, triangulares y multipolares, tipos que han sido
corroborados en nuestras preparaciones realizadas con el método de Golgi. Estas
tipologias han sido descritas en la SGC de la rata (Mantyh, 1982; Beitz y
Shepard, 1985) y del gato (Ramén y Cajal, 1911). En cuanto a la orientacién de
estas neuronas, la mayoria se localizan perpendicularmente al acueducto, aunque
las células cercanas al mismo se orientan preferentemente de forma paralela a
sus paredes. Estos resultados concuerdan con la orientacién de estas neuronas
en la rata (Beitz, 1985). No obstante, no se han relacionado hasta el momento

estos tipos morfolégicos con funciones concretas.

Dados los resultados electrofisioldgicos obtenidos en este trabajo, un tema
importante a discutir desde el punto de vista morfolégico es el del tamafio de
las neuronas de la zona de la SGC estudiada. De forma general, las neuronas
estudiadas con la inyeccién de amarillo Lucifer poseen un soma cuyo didmetro
mide de 10 a 40 pm. Los mismos resultados se obtienen mediante la técnica de
Golgi. Estos valores son semejantes a los hallados, con otras técnicas, en la
rata, en el gato y en el mono {(Mantyh, 1982; Beitz, 1985). Sin embargo,
observamos que este pardmetro morfelégico varia, aunque de forma no
significativa desde el punto de vista estadistico, a lo largo del eje caueo—

rostral del mesencéfalo.
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Para intentar resolver el problema que se plantea a partir de estos
ultimos resultados, y de las variaciones de algunos parédmetros electroténicos
observadas a lo largo de este eje, se 1llevé a cabo el estudio del tamefio y
densidad celular mediante la tincién de Nissl. Hemos seleccionado el valor de
13 um de didmetro como limite para agrupar a las neuronas en grandes y
pequefias, dado que en la distribucién de frecuencias de los valores de este
parémetro la primera moda se halla aproximadamente a los 13 pm (ver
Resultados). Este estudio reveld que en la zona caudal de la SGC, siempre
considerando el é&rea de registro, hay una mayor densidad de células
predominando las neuronas grandes. En la parte rostral disminuye la densidad
neuronal y hay una mayor proporcién de células pequefias con somas ¢ 13 pm.

Este hallazgo coincide con las observaciones de Mantyh (1882) en la SGC
completa de la rata, el gato y el mono, aunque este autor sugiere que la
tendencia a hallar neuronas pequeflas en la regién rostral de la SGC se debe a
que el tamafio somético incrementa gradualmente con la distancia al acueducto, y
ésta es menor en la parte rostral de la SGC. Beitz no refiere en su trabajo
(1985) una diferencia en la media del didmetro del soma en las tres regiones
consideradas <(caudal, media y rostral); pero analizando la tabla 1 de este
trabajo se aprecia que en la regién caudal los valores minimo y méximo del érea
neuronal son menor y mayor, respectivamente, que los mismos valores en la
regién rostral. Esto indica que caudalmente existe una mayor heterogeneidad en
la poblacién celular, mientras que la zona rostral es méds homogénea y en ella
predominan las neuronas de pequefio tamafio.

En cuanto a la densidad celular, nuestros resultados no pueden ser
comparados con los de los autores citados dado que ellos consideran la 5GC

completa.

Un segundo bloque de informacién en este estudio morfoldégico es el
referente a los procesos neuronales. Tanto el numero de dendritas primarias
como el di&metro méximo del campo de arborizacién dendritica de las neuronas
marcadas con amarillo Lucifer son semejantes a los determinados por Mantyh
(1982) y Beitz y Shepard (1985). También en cuanto a la orientacién del érbol
dendritico estén nuestros resultados de acuerdo con los de estos autores,
predominando la orientacién paralela al acueducto en las neuronas cercanas al
mismo y haciéndose perpendicular conforme las células se alejan de dicho

acueducto.
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Los procesos axénicos de las neuronas inyectadas con amarillo Lucifer
parten, casi en igual porcentaje, del soma y de las dendritas primarias
coincidiendo con los resultados hallados por Beitz y Shepard (1985). La
orientacién de estos axones es fundamentalmente lateral dirigiéndose a la
sustancia reticular vecina, hecho ya .descrito por Ramén y Cajal (1911) y

confirmado por Beitz y Shepard (1985).
3. Propiedades electroténicas.

El PMR de 1las neuronas de la SGC registradas en este trabajo tiene un
valor bajo (~-53.3 mV de media) en comparacién con otras estructuras estudiadas
con la misma técnica y en la misma especie animal (Llinds y Sugimori, 1980s;
Jahnsen y Llinds, 1984a; Yarom y col.,, 1985; Alvarez de Toledo y Lépez Barneo,
1888). Parece existir un acuerdo téacito entre los neurocientificos para aceptar
como véalidos los PMR mayores de -50 mV, pero se han hallado valores medios més
bajos (-48.1 mV) en las motoneurcnas vagales (Laiwand y col., 1988) y otros
autores incluyen en sus trabajos neuronas con PMR menores de -50 mV (Godfraind,
1985; Champagnat y col., 1986). En el presente trabajo observamos bastantes
neuronas (35.7 % de la muestra) con valores de PMR por debajo de -50 mV. Hemos
aceptado estos valores de PMR dado que dichas células mostraron caracteristicas
‘electrofisioldégicas pasivas y activas semejantes al resto, registros estables
hasta de dos horas de duracién y no se observaron diferencias en los patrones
de disparo repetitivo. Unicamente en el disparo esponténeo se establece, como es
légico, una correlacién con el PMR de las neuronas de la muestra. Por otra parte
no existen medidas del PMR de estas neuronas In vivo con las que comparar
nuestros resultados.

(A que se debe la existencia de esta importante dispersién de valores de
PMR en células tan homogéneas en el juego de conductancias iénicas que poseen?.
Hay que descartar en primer lugar la existencia de daflo por parte de la
micropipeta ya que neuronas con la misma R, y penetradas con micropipetas de
resistencia semejante, muestran valores significativamente distintos del PMR.
Tampoco parece existir correlacién entre la localizacién de la neurona en el eje
caudo-rostral y el PMR. Podemos considerar tres hipétesis para dar cuenta de
estos resultados: 1) la existencia de una distinta [K*lg en el microambiente
celular, a pesar de la constante (K*] en la solucién de perfusién; 2) el posible

efecto sinépticd de diferentes circuitos neuronales conservados en cada rodaja y
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3> la presencia en algunas células de una conductancia despolarizante, que no se
inactiva, abierta a PMR (Williams y col.,, 1984). Estas hipdtesis no pueden ser
contrastadas de forma adecuada con la metodologia usada en este trabajo por lo

que quedan abiertas a posterior investigacién.

Las neuronas de la SGC de la muestra poseen valores altos de Ry (195.4 MQ
de media) en relacién con algunas estructuras del SNC (Jahnsen, 1986a;Dekin y
col.,, 1987; Lépez Barneo y Llinds, 1988) pero semejantes a otras estructuras
(Williams y col.,, 1984), algunas de ellas, como el nuclec dorsal del rafe
(Freedman y Aghajanian, 1987), intimamente relacionadas con la SGC. No obstante,
estos valores pueden no corresponderse con los existentes iIn vivo debido .a la
perdida en la rodaja de procesos dendriticos y de la mayoria de las entradas
sinapticas.

Esta elevada Ry puede ser debida a una alta R, y a bajos valores del &rea
neurcnal. E1 tamafic del soma y la extensidén del drbol dendritico de las neuronas
de la S5GC estdn en el rango de otras neuronas del SNC de los mamiferos
registradas y teflidas intracelularmente con la técnica de rodajas (Jahnsen y
Llinas, 1984a; Jahnsen, 1986a; Minami y col., 1986a;Crunelli y col., 1987). Sin
embargo, los valores de R, hallados en estas preparaciones son comparativamente
menores a los encontrados en la SGC. Por tanto, podria ser importante la
contribucién de R, a esta elevada R,.

Existen diferencias estadisticamente significativas entre la R, de las
células a lo largo del eje caudo-rostral mesencefdlico correspondiendo los

mayores valores a la zona rostral de la SGC.

Los valores de 1, obtenidos en la SGC (12.6 ms de media) fueron elevados
comparados con los de las motoneuronas espinales (Barrett y Crill, 1974; Rose y
Vanner, 1988) o los de las neuronas tectobulboespinales (Grantyn y col.,, 1983)
estudiadas in vivo, pero estédn en el rango de otras neuronas del SNC estudiadas
en rodajas Brown y col.,, 1981; Williams y col.,, 1984; Crunelli y col.,, 1987,
Dekin y col., 1987). Lo mismo ocurre con los valores de R, (media de
12.63 KQ - cm®) debido a la proporcionalidad directa de ésta con fto.

Existe también una cierta distribucién regional de estos valores,

incrementandose en la direccién caudo-rostiral.
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En cuanto a L y a p, las neuronas estudiadas tienen valores medios de L y
de p de 0.6 y 1.6, respectivamente. Estos valores son semejantes a los obtenidos
en neuronas del cértex olfatorio <(Constanti y Galvan, 1883), del nicleo
geniculado lateral del tédlamo (Crunelli y col.,, 1987) y del hipocampo (Brown y
col.,, 1981) entre otras, pero bastante bajos compardndolos con las motoneuronas
espinales (Barrett y Crill, 1974, Rose'y Vanner, 1988). El1 factor de atenuacidén
(H) nos da una estimacién de la caida de voltaje a lo large del cable
equivalente, siendo esta reduccién tan solo del 15.9 % de la corriente
inicialmente inyectada, valor éste bastante bajo en comparacién con el hallado
en neuronas del hipocampo (Brown y col.,, 1981) y del nidcleo geniculado lateral
del télamo (Crunelli y col., 1987).

No se observa una clara distribucién regional de los valores de estos tres
pardmetros segin el eje caudo-rostral del mesencéfalo.

Los valores de p deben ser interpretados con cautela ya que, aparte de la
dificultad de obtener valores fiables de este parémetro, los diametros grandes
de las dendritas proximales observados en algunas células de la S5GC (ver
resultados) y 1la alta R, de estas neuronas hacen que estas dendritas
incrementen la regién isopotencial somdtica. Por tanto, p debe ser considerada
como la razén entre 1la conductancia de las dendritas distales y la regidn
isopotencial formada por el soma y las dendritas proximales. El bajo valor de p
puede indicar que una parte significativa de la conductancia total medida en el

soma corresponde a las dendritas proximales.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que a lo largo del eje caudo-
rostral del mesencéfalo las neuronas de la SGC presentan una creciente Ry, R, y
To y una leve disminucién de L y H. Las variaciones regionales de la R, podrian
estar relacionadas con una moderada disminucién del érea somética y de la
arborizacién dendritica, y un incremento en 1la R, & lo largo de dicho eje caudo-
rostral. No obstante, los resultados morfolégicos obtenidos indican que, a pesar
. del grediente de tamafio observado en la direccién del eje, la proporcion de
neuronas de pequefio tamafio en la regién caudal del é&rea en estudio es
importante. Pueden, por tanto, generarse dos hipdtesis: 1) o bien cometemos un
error de apreciacién del parédmetro R, dado que es més probable penetrar
neuronas grandes, de baja R, tedrica, en lugares en los que la proporcién de
dichas células es mayor, o blen 2) es la R, 1la fundamental responsable del

gradiente de R,y observado en este trabajo. Puede seguirse el mismo razonamiento
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con las pequefias variaciones regionales de L y H. Dado que los presentes
resultados no pueden ser comparados con los de un andlisis in vivo, no podemos

rechazar la influencia de la técnica de rodajas in vitro en ellos.

Sin atender a la localizacién de las neuronas estudiadas en la SGC, parece
que estas células presentan en general una gran eficacia en la transmisién de
sefiales sinépticas de baja amplitud debido a la elevada Ry que presentan. La T,
moderadamente alta, mejora la eficacia sindptica aumentando la posibilidad de
sumacién temporal. Los bajos valores de L, H y p indican que, a pesar de una
extensa arborizacién dendritica, estas neuronas son compactas desde el punto de
vista electroténico y esto hace que la informacién sindptica se transmita de

forma fiable y répida al soma.

4. Generacidn de los potenciales de accién. Propiedades oscilatorias.

Una caracteristica esencial de las neuronas de la SGC ventral estudiadas
en este trabajo es su tendencia a oscilar espontédneamente generando potenciales
de accidén rédpidos. El rango de oscilacién se sitta entre 3 y 13 Hz, con una
media de 5.6 Hz. Dicha actividad esponténea de baja frecuencia ha sido observada
también en la SGC de la rata, tanto anestesiada como despierta, mediante el
registro extracelular unitario (Sandner y col.,, 1986; Heinricher y col., 1987). La
existencia de este disparo depende del potencial de repose de la neurona. Tan
solo el 50 % de las células de la muestra disparaban a su PMR; pero si aquellas
células  cuyo PMR era elevado se despolarizaban hasta alrededor de -50 mV,
también se producia el disparo ritmico y regular de potenciales de accién.

El disparo espontdneo pudiera considerarse un artefacto debido al dafio
ocasionado por la penetracién con la micropipeta. Sin embargo, la presencia del
disparo antes de penetrar la neurona (Figura 6 A), la no existencia de signos
electrofisiolégicos de dafio celular en las propiedades electroténicas y en las

espigas, y la capacidad de disparar regularmente a PMR en cualquier momento de

la sesién de registro (la cual duré en ocasiones hasta 3 horas), anulan la

posibilidad de un disparc artefactual y nos inclinan a considerar a este disparo
como una propiedad intrinseca de las neuronas de la SGC ventral.

Es evidente que la composicién de la solucién de perfusién, sobre todo en
lo concerniente a la {K*], puede alterar esta actividad esponténea, pero lo que

consideramos importante es la posible capacidad de las neuronas de la S5GC de
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oscilar ritmicamente, con todas las implicaciones funcionales que esto conlleva

para esta estructura.

Los potenciales de accién poseen mayor duracién que los generados en las
neuronas de otras estructuras nerviosas (Williams y col., 1984; Jahnsen, 1986;
Hounsgaard y col., 1988) lo cual puede deberse a las menores pendientes de
ascenso y descenso de dichas espigas asi como a la presencia de una pequefia

meseta o giba en la fase de repolarizacién. Esta meseta ya ha sido observada en

otras neuronas del SNC (Llinds y Yarom, 1981a; Williams y col., 1884; Yarom y

col., 1985; Lépez Barneo y Llinds, 1988) y SN periférico (Gallego, 1983; Belluzzi
y col., 1885).

Al variar el potencial de membrana las espigas cambian su morfologia (ver
Resultados). Estas modificaciones en las caracteristicas de los potenciales de
accién son las responsables de 1la variacién de la frecuencia del disparo

esponténeo dependiente del PMR de las neuronas de la SGC.

Estos potenciales de accién sufren una acomodacién de su disparo, como
ocurre en las motoneuronas espinales (Schlue y col.,, 1974; Jodkowsky y col.,
1988), dependiendo de la velocidad de la despolarizacién que lleva a cada espiga
a su umbral de disparo. Dicha acomodacién parece estar producida por la mayor
inactivacién de 1los canales para Na* que generan los potenciales de accibn
cuando la despolarizacién es lenta.

Este fendémeno también influye en la frecuencia del disparo esponténeo ya
que la mencionada inactivacidn dependerd del curso temporal de la PHP que sigue
a cada espiga. La velocidad de la vuelta a la linea base en la PHP origina la
modulacién de la frecuencia de disparo debido a la variacién de la duracién de
dicha PHP, sumada al efecto del cambio dindmico de la excitabilidad dependiente

de la modificacién del umbral de disparo.

En el presente trabajo hemos descrito dos tipos de potenciales de accién
en las neuronas de la SGC ventral, unas espigas rapidas y otras lentas. Los
potenciales de accién répidos estédn generados por una conductancia al Na™ (gNa)
dependiente de voltaje, que se inactiva y es bloqueable por TTX . El umbral de
disparo de estas espigas es cercano al PMR de estas células. Esta conductancia
se encuentra hipotéticamente localizada en la regién axosomética y parece ser

omnipresente en las neuronas de vertebrados (Llinas, 1888).
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Los potenciales de accién lentos, llamados asi por su mayor duracién y
menores pendientes de ascenso y descenso, tienen un umbral (= =30 mV) mayor
que el de las espigas rdpidas. Estos potenciales de accién se producen por la
activacién de una conductancia al Ca®** (gCans).

Estas espigas parecen estar generadas en el arbol dendritico (Llinds vy
Sugimori, 1980a y b; Crill y Schwindt, 1983) en los llamados "puntos calientes”,
los cuales son zonas donde se concentran los canales para Ca®* dependientes de
voliaje. Queda aun por aclarar si estas zonas se encuentran en las bifurcaciones
de las dendritas (Llinds, 1975, 1988) o bien en las espinas dendriticas
(Hounsgaard y Midtgaard, 1388). » S

En las neuronas de la SGC estas espigas de Ca®** dendriticas se observan
féacilmente mediante el bloqueo de los potenciales de accién répidos con TTX, vy
sin necesidad de utilizar bloqueantes de conductancias al K* para mejorar el
acoplamiento somatodendritico. Esto indica la importancia de 1los procesos
eléctricos dendriticos en la integracién somética, hecho que puede ser
favorecido por el caracter electroténicamente compacto de estas neuronas.

Las corrientes de Ca®* que originan estas espigas se inactivan muy
lentamente (Llinds y Yarom, 198ia; Llinds y col.,, 1984) pero se discute si
corresponden & alguno de los tipos de corrientes para Ca®* descritos por
Nowycky y col. (1985) y Fox y col. (1887a y b) en las neuronas sensoriales del
pollo.

Parece que la repolarizacién de este tipo de espigas lentas se debe
fundamentaimente a la activacidén de una conductancia al K+ dépéndiente de 1la
{Ca®*]ly (Llinds y Yarom, 1981b; Yarom y col., 1885). Se han descrito dos tipos de
esta conductancia; una de ellas, gKea(BK), es de gran amplitud y se bloquea por
TEA y caribdotoxina (Blatz y Magleby, 1984; Miller y col., 1985) y la otra,
gKca (SK), es de pequefia amplitud y bloqueable por apamina (Romey y Lazdunski,
1984).

~ Las espigas de Ca®* de las neuronas de la S5GC presentan una fase de
descenso de mayor pendiente que la de ascenso, lo que implica que una
importante conductancia, probablemente al K*, repolariza a dichas espigas vy
origina una PHP considerable tras ellas. El efecto del Ba®* apoya la idea de que
una gKec. repolariza a las espigas lentas. El1 TEA incrementa la amplitud y
duracién de las espigas lentas y dismunuye levemente la pendiente de descenso

de éstas (Figura 12 B). Estos cambios pueden deberse al bloqueo de una
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conductancia al K* dependiente de voltaje (gKoe) y @l de la gKea®K), y a la
mayor entrada de Ca®* debida a una disminucién de la distancia electroténica
entre el soma y las dendritas. Sin embargo, el incremento de duracién de la
espiga es, a la concentracién de TEA utilizada (10 mM), mucho menor que el
observado en otras espigas de Ca®* (Llinds y Yarom, 1981b; Yarom y col., 1885
la PHP que sigue a estos potenciales de accién parece no afectarse por el TEA y
la poshiperpolarizacién de larga duracién que sigue al pulso se incrementa en su
presencia. Esto nos lleva a pensar en un bloqueo parcial del TEA. Por otra parte
la apamina, a una concentracién de 0.1 pM, reduce la PHP pero no sanula el
proceso de repolarizacién de las espigas lentas.

Seguin los resultados obtenidos en este trabajo no queda claro, aunque no
puede descartarse, que una gKe.®K) intervenga de forma ‘fundamental en la
repolarizacic’m de los potenciales de accién lentos. La conductancia al K* que se
inhibe por apamina tampoco parece ser vital para la repolarizacién de estas
espigas aunque si parece subyacer a la PHP producida tras ellas. Queda por
determinar el tipo de conductancia al K* que da lugar a la repolarizacién de
" estas espigas y el posible papel de la inactivacién de los canales para Ca*®* que
las generan. Sin embargo debe considerarse la posibilidad de que las
concentraciones de las sustancias bloqueantes usadas en este trabajo no sean

las adecuadas.

En los potenciales de accién de Ca=®* registrados en ei soma no se aprecian
fluctuaciones, © varios componentes todo o nada, que hagan pensar en su
generacién discontinua y en multiples lugares del &rbol dendritico, como ocurre
en.las células de Purkinje (Llinds y Sugimori, 1980b) y de la oliva inferior
(Llinds y Yarom, 1981a). Tampoco es posible generar de forma natural un disparo
repetitivo de estas espigas lentas. Ambos fendmenos parecen deberse a un

importante periodo refractario ocasionado por la activacién de las gKca.

Por todo lo anterior, no es de extrafiar la importante contribucién del
disparo dendritico en los potenciales de accién répidos generados en el soma de
las neuronas de la SGC. La entrada de Ca®* participa tantoc en la fase de
ascenso, eumentando la amplitud de las espigas, como en la de descenso dando
lugar a la meseta o giba mencionada anteriormente. La varisbilidad en cuanto a
la regién del potencial de accién en la que se observa la meseta depende, como

es 1égico, del lugar de la penetracién por la micropipeta asi como de la
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distribucién regional de las conductancias iénicas en la membrana. En las
neuronas de la SGC la meseta de Ca®* se produce de forma general en la primera
parte de la repolarizacién de las espigas répidas, de lo cual se deduce que el
origen de la misma estéd eleciroténicamente cercano al soma (Traub y Llinés,

1877).

En los procesos de repolarizacién de las espigas répidas participan la
inactivacién de la gNa y la activacidén de varias conductancias al K+.

La conductancia al K* dependiente de voltaje (gKpe), muy importante en
otras neuronas (Hodgkin y Huxley, 1952; Barrett y col.,, 1980), puede serlo
también en las neuronas de la SGC pero es dificil determinar su papel dado que
el TEA, su inhibidor méds selectivo (Hille, 1967; Stanfield, 1983), enmascara su
bloqueo con un incremento de la gCanr y, por consiguiente, de las gKea.. Dentro
de éstas, también es complicado probar la presencia de la gKca(BK) dado que al
afiadir TEA, la disminucién en la pendiente de descenso es pequefia. El otro tipo
de conductancia al K* dependiente de Ca®*, gKc.(SK), bloqueable por apamina y
muy sensible a las variaciones en la {Ca®*];, no parece estar presente en la
repolarizacién de la espiga de las motoneuronas espinales. Son éstas las dnicas
neuronas del SNC de mamiferos en las que, hasta ahora, se ha probado el efecto
bloqueante de la apamina (Zhang y Krnjevic, 1987). Sin embargo, en las neuronas
de la S5GC parece que esta conductancia puede activarse con la importante
entrada de Ca®* durante el potencial de accién somético y participar en la

repolarizacién del mismo.

Tras la repolarizacién se produce una PHP de considerable amplitud, la cual
mostré, en la mayoria de las células, dos fases en su vuelta a la linea base:
una répida de corta duracién (FPHP) y otra lenta de menor pendiente y mayor
duracién (LPHP). Este complejo curso temporal, presente y bien estudiado en
otras neuronas (Yoshimura y col.,, 1986; Storm, 1987), indujo a pensar en la
participacién de varias conductancias en su generacién.. Al estudiar la relacién
semilogaritmica del voltaje con el tiempo se aprecia que la PHP puede ajustarse
a dos exponénciales de muy distinta t lo cual sugiere que al menos dos
conductancias estdn involucradas en su formacién.

La existencia de diferencias morfolégicas en la PHP cegin el PMR de la
neurona estudiada estd de acuerdo con las variaciones gue ocurren en dicha PHP

al modificar el potencial de membrana. La presencia de mas de un componente en
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la PHP puede dar lugar a diferencias en la morfologia al variar el potencial de
membrana (Lancaster y Pennefather, 1987). El aumento artificial de éste produce
varias alteraciones en la PHP. .

El incremento de duracién no ‘puede explicarse por variaciones en las
conductancias al K* mencionadas hasta ahora, ya que el aumento del potencial de
membrana provoca, por un lado, la disminucién del gradiente electroquimico para
el K*, y por otro la menor activacién de las conductancias al K* dependientes de
voltaje y de las dependientes de Ca®*. Parece, por tanto, que la mayor duracién
de la PHP se produce al disminuir la pendiente de la FPHP lo que hace que se
incremente la duracién de dicha fase.

La disminucién de 1la pendiente de 1la FPHP podria explicarse por la
desaparicién a PMR, y no al incrementar el potencial de membrana, de las:
conductancias al K* que producen la PHP. De las conductancias al K* citadas
tanto la gkpr como la gKea(BK) son muy sensibles al voltaje, disminuyendo la
probabilidad de apertura de los canales que la generan con la hiperpolarizacién
(Hodgkin y Huxley, 1952; Adams y col.,, 1982). Por lo tanto, si desaparecen tras
la espiga a PMR también lo harian a niveles més hiperpolarizados, lo cual no
explica los resultados obtenidos en este trabajo. Por otra parte, ya vimos en
los resultados que la 1. (constante de tiempo de la FPHP) es menor que la 1, de
la membrana.

Estas dos circunstancias, las alteraciones en la morfologia de la PHP con
el potencial de membrana provocadas por las variaciones en la pendiente de la
FPHP, y el hecho de que 1, sea menor que T,, nos llevan a postular la presencia
tras la repolarizacidn de la espiga de una conductancia despolarizante, la cual
originaria la FPHP. No hemos observado la existencia en la SGC de conductancias
despolarizantes que no se inactivan y que originan despolarizaciones de larga
duracién en forma de meseta, como se han observado en otras neuronas del SNC
(Llinds y Sugimori, 1980a; Jshnsen, 1986a).No obstante, en algunas células de la
SGC se detecté una disminucidén de la RN'a PMR respecto a mayores potenciales de
membrana ante la estimulacién con pmﬁos negat’lvos Est&s crbservacmnes también
‘se han hecho ‘en las neuronas del locus coeruleus donde se ha demostrado la
presencia de una conductancia al Ca®* toénicamente activa a PMR mediante la
técnica de fijacidén de voltaje (Williams y col.,, 1984). En la SGC las espigas de
Ca=®*, en presencia de TTX, tienen una PHP semejante a la de los potenciales de
accién rédpidos y el efecto de la variacién del potencial de membrana es el

mismo por lo que la conductancia despolarizante, caso de existir, debe ser al
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Ca®* o bien una conductancia al Na™ no bloqueable por TTX. Otra consideracién
importante es la susencia en las neuronas de la SGC de una conductancia al K*
de rectificacién andémala dependiente de tiempo, la cual podria explicar en
ciertos casos la despolarizacién producida tras el pico méximo de la PHP.

La LPHP parece estar relacionada con la activacién de una conductancia
transitoria répida al K™ cuyas caracteristicas discutiremos més adelante, ya que
el curso temporal de la LPHP es semejante al enlentecimiento observado en la-
vuelta a la linea base tras un pulso negativo. La moderada disminucién de 1la
pendiente de la LPHP al aumentar el potencial de membrana puede ser explicada

por la disminucidén del gradiente electroquimico para el K™.

La PHP de las neuronas de la SGC se produce por la activacién de
conductancias al K*. El nimero y tipos de estas conductancias es dificil de
determinar con la técnica empleada en el presente trabajo, pero el estudio de
las bases iénicas mediante bloqueantes afiadidos a la solucién de perfusidén nos
da una idea aproximada de dichas conductancias y, por supuesto, genera nuevas
hipétesis para contrastar en el futuro.

El incremento de la FPHP y la disminucién de la LPHP producidos por el TEA
pudieran ser debidos a la mayor activacién de las conductancias al K*
dependientes de Ca®*, por la facilitacién de la entrada de este idn, y al bloqueo
de las dependientes de voltaje. E1 TEA, hasta una concentracién 10 mnM, no afecta
a la conductancia transitoria al K*, por lo que la disminucién de la LPHP solo
puede ser explicada por la favorecida entrada de Ca®*. Tanto el bloqueo de 1la
entrada de Ca®** mediante cationes divalentes como la adicién de apamina
hicieron disminuir la amplitud de la PHP. Esta disminucién general de la
amplitud de la PHP se ha observado en las neuronas de los nicleos profundos del
cerebelo (Jahnsen, 1386b) y del nucleo supraéptico (Bourque y col., 1985). Sin
embargo, en estas preparaciones la participacién de las conductancias al K+
dependientes de Ca=* parecen mediar los procesos lentos de la PHP y, asi, se ha
descrito que tanto los bloqueantes de los canales para el Ca®* como los
especificos de los canales para K+ dependientes de Ca®* no afectan a la fase
rapida de la PHP (Jahnsen y Llinds, 1984b; Yarom y col., 1985; Yoshimura y col.,
1986; Zhang y Krnjevié, 1987; Hounsgaard y col., 1888).

Proponemos, evidentemente de forma preliminar, que la despolarizacidn y la

entrada de Ca®* con cada potencial de accién activan a tres conductancias al K*:
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Un rectificador retrasado (gKee), una dependiente de Ca®* y muy sensible al
voltaje (gKca.(BK)) y otra, fundamental, bastante sensible al Ca®** (gKca (SK).
Estas conductancias contribuyen a la repolarizacién del potencial de accién y
generan la fase inicial de la PHP. El ascenso rapido tras esta fase se produce
por la desaparicién parcial o total de las conductancias anteriores -aunque
también puede estar implicada una conductancia despolarizante activada
parcialmente a PMR o bien una conductancia de bajo umbral al Ca®* activada por
la hiperpolarizacién. Tras esta despolarizacién, la fase lenta de la PHP se
produce por la activacidén de una conductancia transitoria al K* (gK,), aunque es
probable que alguna de las anteriores conductancias al K*, sobre todo la

gKca (SK), puedan seguir parcialmente activas durante esta fase.

La demostracién de un enlentecimiento en la vuelta del voltaje a la linea
base tras finalizar un pulso negativo nos lleva a proponer la existencia de una
conductancia transitoria al K* en las neuronas de la S5GC, ya que este fenomeno
ha sido observado en otras neuronas que han sido estudiadas bajo condiciones de
fijacién de corriente y de voltaje y se corresponde con la existencia de dicho
tipo de conductancia al K* (Williams y col., 1984; Aghajanian, 1985; Yarom y col.,
1985; Dekin y Getting, 1987). Todas las caracteristicas eléctricas de esta
conductancia (voltaje y tiempo necesarios para la recuperacién de la
inactivacién, tiempo de inactivacién y umbral de activacién) descritas en las
neuronas de la SGC, poseen valores semejantes a otras conductancias transitorias
estudiadas en rodajas de cobaya (Yarom y col., 1985; Dekin y Getting, 1887;
Alvarez de Toledo y Lépez Barneo, 1988).

El estudio de las bases idnicas revelé que este fendémeno esté producido
por una salida de K* del interior de la célula, y que la activacién de esta
conductancia es ademés, de alguna forma, dependiente de la entrada de. Ca=* y no
bloqueable por 4-AP. Esta cierta dependencia del Ca®** ha sido descrita en otras
preparaciones de SNC (Brown y col.,, 1982; McDermott y Weight, 1982; Junge, 1985;
Storm, 1886), asi como la inefectividad de la 4-AP para bloquear dicha corriente
(Brown y col.,, 1982; Zbicz y Weight, 1985; Alvarez de Toledo y Lépez Barneo,
1988). Dada la enorme diversidad y ubicuidad de los canales para K* dependientes
de Ca®* (Rudy, 1988; Llinds, 1988), algunos autores han sugerido que este tipo
de conductaencia transitoria puede representar una forma especial de gKca,
probablemente del tipo BK, que se pone en marcha al aumentar de forma

transitoria la {Ca®*], debido posiblemente a la activacién de una gCa tras la
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hiperpolarizacién de la célula (Brown y col.,, 1982; Alvarez de Toledo y Lépez
Barneo, 1988).

Los resultados descritos respecto a 1la conductancia que origina el
enlentecimiento en la vuelta a la 1linea base tras una hiperpolarizacién,
necesitan de una confirmacién mediante el estudio de las neuronas de la SGC con
la técnica de fijacidn de voltaje. Pero de ser ciertos, harian ingresar a esta
conductancia en el creciente catdlogo (Rudy, 1988) de conductancias transitorias
que se apartan de las tipicas, y hasta ahora mayoritarias, corrientes
transitorias de K* (I5) inicialmente descritas en invertebrados vy halladaS‘
posteriormente -en otras estructuras del 5NC de mamiferos.

Las funciones atribuidas a este tipo de conductancias transitorias se
relacionan primeramente con sus efectos de incremento de los intervalos
interespiga (Connor y Stevens, 1871) lo cual conllevé una regulacién del disparo
repetido (Storm, 1986), tanto del espontdneo como del producido por una
despolarizacién sindptica o artificial. En segundo lugar puede intervenir en la
generacién de un fendmeno de despolarizacién retrasada (Getting, 1983; Yarom y
col.,, 1985; Lépez Barneo y Llinds, 1988) debido &l aumento en la latencia de
disparo de la primera espiga generada por un pulso inyectado sobre un nivel de
hiperpolarizacién constante. Por Gltimo, en algunas preparaciones parece que este
tipo de conductancias participa en la repolarizacién del potencial de accidn
(MacDermot y Weight, 1982). -

En la SGC esta conductancia parece :que participa en las dos primeras
funciones citadas anteriormente. Dado el PMR de las neurcnas de la SGC y el
umbral de activacién de la conductancia transitoria al K* no parece posible que
ésta pueda intervenir en la repolarizacién de los potenciales de accién. Como
veremos posteriormente, la presencia de la conductancia transitoria produce en
determinadas condiciones un fenémeno totalmente distinte en el patron de

disparo repetitivo.

Tras el enlentecimiento producido por la activacién de la conductancia
transitoria se observa que la mayoria de las neuronas de la SGC generan una
despolarizacién de rebote producida por la entrada de Ca®* probablemente por
canales para el Ca®* dependientes de voltaje. Una despolarizacién de este tipo
se ha descrito fundamentalmente en neuronas con propiedades oscilatorias (Llinas
y Yarom, 1981; Llinds, 1988); de aqui la importancia de esta conductancia para la

capacidad de oscilacién que presentan las neuronas de la SGC.
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La importancia de este rebote depende de la presencia del fendémeno de
enlentecimiento en la vuelta a la linea base antes comentado. La coincidencia de
ambas conductancias ha sido descrita en otras estructuras del SNC (Jahnsen y
Llinds, 1984a; Alvarez de Toledo y Lépez Barneo, 1988) y juega un importante
papel en la modulacién de la duracién del intervalo interespiga y del disparo
espontaneo de la célula. Cabe, por otro lado, la posibilidad de que esta
conductancia participe en la despolarizacién producida tras el pico méximo de la

PHP y que origina la fase répida de ésta.

Tras la discusién de todas las bases idnicas de los potenciales de accidn
de las neuronas de la SGC, estamos en condiciones de resumir el posible proceso
de generacion de la oscilacién de estas células. En la figura 52 se muesira una
representacién esquemdtica de este comportemiento oscilatorio. La variacién
estable del potencial de membrana, artificial o sindpticamente, produce cambios
en la morfologia de la espiga asi como en la PHP, lo cual permite a la neurona
una adecuada modulacién de la frecuencia de disparo manteniendo sus propiedades
oscilatorias. La entrada de Ca®** durante el potencial de accién y la activacidn
de una o més conductancias al K* dependientes de la ([Ca®*l, influyen
decisivamente en la oscilacién de las neuronas de la SGC. Por tanto, la
modulacién del disparo dendritico, dada la importante capacidad de regulacién
por neurotransmisores y segundos mensajeros de las conductancias al K*
dependientes de Ca=* (Rudy, 1988), condiciona el disparo espontédneo somatico.
Esto parece confirmar el papel preponderante de las dendritas en la generacidn
de la oscilacién ritmica de estas células, comc ocurre en otras estructuras del
SNC (Wong y Prince, 1978; Llinds y Sugimori, 1980b; Llinds y Yarom, 1981b).

Ademéds de la capacidad oscilatoria de las neuronas de la S5GC, queda por
estudiar la posibilidad de que estas células se comporten como "resonadores",
esto es, que respondan de forma preferencial a entradas oscilatorias sinapticas
0 eléctricas de una determinada frecuencia o rango de frecuencias. Para dicho
estudio necesitamos inyectar pulsos triangulares de corriente y analizar Ila
excitabilidad de 1la neurona a determinadas frecuencias de estimulacién. Sin
embargo, ciertas caracteristicas electrofisiolégicas halladas en estas neuronas
como son: las variaciones de la frecuencia del disparo repetitivo debido a los
cambios en la morfologia del potencial de accidén y de su PHP al variar el PMR;
la existencia de una acomodacién del umbral de disparo, dependiendo de la dlsdt

del estimulo, y de una gK transitoria que condicionan la frecuencia de disparo;
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la aparente generacién de las espigas de Ca®* en lugares Gnicos y
electroténicamente cercanos al soma v, por ultimo, el importante periodo
refractario que sigue a estas espigas y que imposibilita un disparo dendritico

repetitivo, hacen pensar en la existencia de frecuencias resonantes en estas

células.
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Figura 52. Representacién esquemdtica de los mecanismos que participan en la generacién de
la oscilacién de las neurcnas de la SGC. La espiga inicial se debe fundamentalmente a la
activacién de una conductancia al Na* (gNa), participando también una conductancia de alto
umbral al Ca®* (gCanr). En la repolarizacién de la espiga participan una serie de conductancias
al K+ dependientes del voltaje (gKoe) y del Ca2* (gKc., de dos tipos: BK y SK) En 1la
poshiperpolarizacién que sigue a la espiga parece fundamental la participacién de la gKea del
tipo SK, aunque no puede descartarse la participacién de la del tipo BK. En la vuelta a la linea
base proponemos la existencia de una conductancia al Ca2+ (flecha discontinua). Por otra parte,
la hiperpolarizacién deinactiva a una gKa, de tipo transitorio, que Junto a la gHea (SK), que
sigue activada, incrementan la duracién de la PHP. Tras la inactivacién de las gK anteriores, un
rebote  producide por una conductancia al Ca2* de bajo umbral (gCa,y) produce una
despolarizacién que lleva el potencial de membrana al umbral de un nuevo potencial de accion.
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5. Patrones de disparo repetitivo.

Una vez analizada la oscilacién espontédnea de las neuronas de la SGC y sus
bases iénicas, pasamos a discutir un segundo aspectc en el procesamiento
neuronal de la informacién que es el estudio de-la respuesta en frecuencia de
la célula ante un estimulo sindptico supraumbral. Hemos utilizado la inyeccién
de pulsos de corriente cuadrados y en rampa dada la dificultad de controlar y
medir las corrientes sindpticas. No obstante, los resultados del anédlisis de la
relacién entrada-salida en las motoneurcnas espinales parecen ser equivalentes
si se emplea la estimulacién sindptica natural o 1la inyeccién artificial de

corriente (Granit y col.,, 1866),

Un primer punto de discusién es el hallazgo de diferencias en la respuesta
en frecuencia, dependiendo de la Ry de la neurona. No existe un valor limite de
Ry para este cambio en las propiedades de disparc pero podemos considerar que
las neuronas que poseen un alto valor de este parametro tienden a presentar una
adaptacion del dispare repetitivo, disminuyendo la frecuencia a lo largo del
pulso de corriente inyectado hasta alcanzar un estado estacionario. Una menor
Ry conlleva una ausencia, mds o menos patente, de este fendmeno de adaptacidn.

La descripcidén semicuantitativa de 1las relaciones entrada-salida pone de
manifiesto més claramente estas diferencias. La pendiente, o ganancia, de las
graficas f-I, es significativamente mayor en las neuronas con mayor Ry y dichas
curvas presentan una menor linealidad. Una correlacién semejante entre la Ry y
la geanancia de la grafica /-1 ha sido observada en las motoneuronas espinales
del gato (Kernell, 1966) y de la rata (Fulton y Walton, 1986).

La citada tendencia a la saturacidén en la frecuencia de disparc nos indujo
a analizer las relaciones f-I para determinados intervalos interespiga y las
relaciones f-t. En las primeras se observa que la diferencia entre las neuronas
con distinta Ry se basa fundamentalmente en los primeros intervalos interespiga
dado que la frecuencia instanténea de éstos es significativamente mayor en las
neurconas con alta RN; Ademés dicha frecuencia parece llegar a la saturacién con
pulsos de gran amplitud. Sin embargo, la frecuencia instantédnea en el estado
estacionario crece muy lentamente, de forma lineal con la corriente inyectads, y
alcanza valores semejantes en las neuronas estudiadas, independientemente de la
Rne-

En las gréaficas f-t se observan las diferencias en cuanto a la adaptacidn
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en estos dos tipos de neuronas establecidos en la SGC. En las neuronas de alta
Ry es el disparo del comienzo del pulso el que hace aumentar la frecuencia
total y el que determina la saturacién de la frecuencia ante la inyeccién de
corrientes despolarizantes crecientes.

La ausencia de dos o més rangos de disparc en las curvas f-I de las
neuronas de la SGC pudiera deberse a una insuficiente inyeccidén de corriente. No
obstante creemos que las amplitudes de corriente utilizadas en este trabajo son
razonables dada la gran R, de estas células y el uso de micropipetas de gran

resistencia.

La relacién entre la frecuencia de disparo y la razén de cambio de la
corriente inyectada presenta también diferencias entre los dos tipos celulares
estudiados. Hemos observado que las neuronas que presentan adaptacién son, por
lo general, sensibles tanto a la amplitud de la corriente como a la dl/dt, cosa
que ocurre por ejemplo en las motoneuronas espinales (Baldissera y col., 1982) y
en las neuronas del cértex somatosensorial del gato (Stafstrom y col., 1984).
Aquellas neuronas en las que la adaptacién fue leve o ausente parecen responder
fundamentalmente a la amplitud y no a la dI/dt, como sucede en las motoneuronas

frénicas del gato (Jodkowski y col., 1888).

El fenémeno de la adaptacién ha sido observade en muchas neuronas del SNC
(Bradley y Somjen, 1961; Stafstrom y col.,, 1984; Yarom y col., 1985; Gueritaud,
1988; Hounsgaard y col., 1988)) y el mecanismo propuesto para su generacion es
la activacidén paulatina a lo largo del pulso de una gKca.

En las neuronas de la SGC con mayor RN y con adaptacién la pendiente de
ascenso de los potenciales de accién muestra una mayor caida a lo largo deil
pulso. Asi mismo ocurre un mayor incremento en la duracién de las espigas
debido al incremento de la meseta. Esto conduce a pensar que una inactivacién
progresiva de la gNs, sumada a la mayor entrada de Ca®* con los potenciales de
acci6én a lo largo del pulso son los responsables de la adaptacién del disparo

repetitivo.

El estudio de las bases iénicas del disparo repetido puede dar luz acerca
de los mecanismos que generan la adaptacién. E1 efecto del TEA, aumentando la
amplitud de las PHP y haciendo desaparecer moderadamente la adaptacién (Figura

35) parece apuntar a una participacién fundamental de las gKeca en ella. El
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efecto de la apamina sobre el disparo y su adaptacién es similar a los
resultados hallados en las motoneuronas espinales del gato (Zhang y Krnjevid,
1987) y la tortuga (Hounsgaard y col., 1988), salvo que en estas preparaciones
no se observa el fracaso del disparo al final del pulso.

Todo lo anterior estd a favor de un papel fisiolégico fundamental del Ca=*
y de las conductancias al K* activadas por él en la aparicién de la adaptacién.
Queda por establecer de forma definitiva, dados los curiosos resultados
obtenidos con el bloqueo por TEA, la presencia e importancia de la gKca(BK) y de
la gKpr en la PHP de las espigas del disparo repetitivo.

En la mayoria de los estudios en los que se ha probado el papel de la
entrada de Ca*®** en la neurona durante el disparo repetitivo, se ha obtenido un
incremento en la frecuencia de disparo y una paralela reduccién de la adaptacién
al bloquear la entrada de Ca®* o disminuir la [Ca®*]lg (Jahnsen y Llinds, 1984a;
Madison y Nicoll, 1984; Bourque y col.,, 1985; Lépez Barneo y Llinds, 1988). En
otros casos se produce la desaparicién del disparo repetitivo quedando un brote
de espigas al comienzo del pulso (Barrett y Barrett, 1976), y en otras neuronas
se ha encontrado que los cambios de la {Ca®*]; provocan brotes de espigas y
disparo esponténec de espigas répidas (Grace y Bunney, 1884a y b).

En las neuronas de la SGC el bloqueo de la entrada de Ca** y la retirada
del Ca®** de la solucidén de perfusidén de forma transitoria, reemplazandolo por
Co=®*, produjeron la incapacidad de mantener un disparo repetitivo duradero. Algo
semejante se ha visto en las neurcnas del septum dorsolateral (Alvarez de
Toledo y Lépez Barneo, 1985), del estriado <(Galarraga y col, 1988) y de las
motoneuronas espinales de la tortuga (Hounsgaard y col.,, 1988). No obstante, si
se aumenta artificialmente el potencial de membrana o bien si el PMR es elevado,
respecto a la media, puede generarse un disparo repetitivo, aunque algo distinto

al normal, en presencia de una solucién sin Ca=*,

También en relacién con la entrada de Ca=* hemos hallado la existencia de

una poshiperpolarizacién de larga duracién tras un pulso despolarizante

supraumbral que estad relacionada con la progresiva entrada de caz+ éorrli cadé
potencial de accién del pulso. En la duracién de esta PHPL puede influir, ademés
de 1las gKca discutidas anteriormente, la conductancia transitoria al K* que
parece ser también dependiente de Ca2*.

En otras estructuras del SNC (Hotson y Prince, 1980; Bourque y col.,, 1985;
Yarom y col., 1985; Llinds y Loépez Barneo, 1988) se ha hallado esta PHPL con una
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gran variabilidad en cuanto al curso temporal y a su amplitud y duracién; pero
en todas ellas se demuestra la participacién del Ca®* activando a gKca de
caracteristicas cinéticas diversas. El efecto general de la activacién de estas
gKca durante un tren de espigas es, en cualquier caso, la puesta en marcha de
un periodo refractario tras el cese del disparo repetitivo. Sin embargo, de
acuerdo con las caracteristicas particulares de esta conductancia en cada
preparacién, se ha involucrado a la misma en la produccién de un disparo en
forma de brote (Llinds y Yarom, 1881b; Bourque y col.,, 1985; Yarom y col., 1985)
asi como en la generacién de una adaptacién a largo plazo en el coliculo
superior (Llinds y Lépez Barneo, 1988) relacionada con el proceso de habituacién

sensorial.

El segundo punto de discusién, quizés el m.és sobresaliente en relacién con
la generacién del disparo repetitivo, trata de la variacién del patrén de disparo
segun el potencial de membrana de la neurona.

En un . gran nimero de estructuras del SNC de 1los mamiferos se han
observado cambios en el disparo repetitivo al variar el potencial de membrana de
la célula. En las neuronas taldmicas (Jahnsen y Llinds, 1984a), en las de la
sustancia negra (Llinds y col.,, 1984) y en las neuronas del septum intermedio
(Alvarez de Toledo y Lépez Barneo, 1988) se ha descrite una descarga ténica de
espigas rapidas con una variable adaptacién a PMR y una respuesta fésica,
generada por una conductancia al Ca®* de bajo umbral, a niveles hiperpolarizados
de potencial de membrana. En numerosas estructuras del sistema nervioso de
invertebrados (Byrne, 1880; Getting, 1983) y de vertebrados mamiferos:
motoneuronas del nucleo del vago (Yarom y col.,, 1985), neuronas del nucleo del
tracto solitario de la rata (Champagnat y col.,, 1886) y del cobaya (Dekin y
Getting, 1984; Dekin y col., 1987), neuronas del coliculo superior (Lépez Barneo y
Llinds, 1988), drbol dendritico de las neuronas de Purkinje del cerebelo de 1la
tortuga (Hounsgaard y Midtgaard, 1988), neuronas del hipocampo (Segal y col,,
1984) ¢ neuronas del neocestriado ‘(Bargas y col.,, 1988), se ha descrito un
fendmeno, denominado por algunos autores despolarizacién retrasada, consistente
en la aparicién de un periodo de latencia antes del disparo repetitivo al
estimular la neurona desde potenciales de membrana que varian de -60 a -90 mV,
segun la preparacién. En todos estos casos se ha involucrado en este fendmeno
la presencia de una conductancia transitoria al K*, en algunos casos probada con

la técnica de fijacién de voltaje (Segal y col.,, 1984; Yarom y col., 1985; Dekin y
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col.,, 1987), cuya activacidén originaria el enlentecimiento inicial del disparo. El
efecto de esta conductancia sobre el disparo repetitivo ha sido discutido
ampliamente por uno de sus descubridores {(Connor, 1982, 1985). Un Gltimo ejemplo
de disparo diferencial segin el potencial de membrana lo constituyen las
neuronas de los nucleos profundos del cerebelo, las cuales muestran un disparo
ténico con una leve adaptacidén a PMR, pero la estimulacién desde potenciales de
membrana més hiperpolarizados provoca una aceleracién inicial del disparo
seguida de una descarga tdénica con una clara adaptacion. Curiosamente en estas
ceélulas no han sido descritas ni una conductancia transitoria al K™ ni una

conductancia al CaZ™ de bajo umbral (Jahnsen, 1986a).

Los resultados del presente trabajo demuestran que las neuronas de la SGC
ventral poseen dos patrones de disparo dependiendo del potencial de membrana.
Este cambio en el disparo ritmico consiste en que, a potenciales de membrana
aproximadamente entre -40 y -60 mV, la neurona presenta un disparo ténico que
muestra una mayor o menor adaptacién dependiendo de la Ry Cuando la
estimulacién parte de potenciales de membrana entre -60 y -80 mV, puede
apreciarse un brote de espigas seguido de un disparo ténico o bien una
aceleracién del disparo en la regién inicial del pulso que hace mas evidente la
adaptacién.

Este brote o aceleracidn del disparo surge sobre un periodo en el que, con
puilsos despolarizantes de menor amplitud, se aprecia el fendémeno de
despolarizacidn retrasada anteriormente comentado. Hemos probade, aunque no
mediante técnicas de fijacién de voltaje, la existencia en las neuronas de la SGC
de una posible conductancia transitoria al K* (ver Resultados).

El andlisis de las relaciones entre la frecuencia instantdnea, la corriente
y el tiempo en las neuronas de la SGC (Figuras 29 y 30) demuestra que, en
condiciones hiperpolarizantes, la variacién en el disparo se presenta al comienzo
del pulso y cuando la amplitud de la corriente sobrepasa un cierto valor umbral.
Tras este periodo inicial de unos 150 a 200 ms, la frecuencia instanténea 'baja

 drésticamentea y llega a un estado estacionarioc. Es de notar la importante
diferencia entre las gréficas tridimensionales mostradas en dichas figuras, que
representan las relaciones f-I-t a dos potenciales de membrana.

La mayoria de las neuronas de la muestra, independientemente de su Ry,
presentaron este doble patrén de disparo de acuerdo con el potencial de

membrana. No obstante, existe una diferencia entre los dos tipos de neuronas en

116



DISCUSION

relacién con la consistencia del fenémeno que estemos discutiendo. Cuando
estimulamos con pulsos largos (1 a 2 s), la relacién entre la frecuencia media
(impulsos/s) y la corriente inyectada revela una diferencia fundamental entre
neuronas con distinta R.. En neuronas con alta Ry y que suelen presentar
adaptacién, la ganancia del sistema (pendiente de la recta de regresién f-I es,
légicamente, menor a potenciales de membrana mayores. Sin embargo, se produce
un incrementc en la excitabilidad de 1la neurona expresado como un
desplazamiento del punto de interseccién de la recta con el eje de abscisas en
la gréafica f-1 Por el contrario, en neuronas con baja Ry y que no presentan una
clara adaptacién, no existen diferencias entre las pendientes de las rectas de
regresién f-I a dos diferentes potenciales de membrana. La contribucién a la
frecuencia media ante estimulaciones de larga duracién del patrén de disparo
que aparece en condiciones hiperpolarizantes depende, por tanto, de las
caracteristicas de la neurcna en cuanto a su Ry y a la adaptacién de su disparo.

A pesar de que en las neuronas de la SGC y en todas las citadas
anteriormente coinciden la aparicién de una despolarizacién retrasada con la
existencia de una conductancia transitoria al K*, parece dificil establecer
relaciones causa-efecto entre la activacién de dicha conductancia transitoria y
la generacién del patrén de  disparo diferencial que hemos analizado
anteriormente. Esto se debe, en parte, a la no correspondencia con los
resultados obtenidos en otras estructuras nerviosas en los que la conductancia
transitoria tiende a favorecer la aparicién de un disparo ténico y nunca a
producir brotes o aceleraciones del disparo y, de ctra parte, a las limitaciones
de la tecnica usada para determinar la distribucién regional de las
conductancias en las neuronas estudiadas y la participacién secuencial de dichas

conductancias en la generacién del disparo repetitivo.

No obstante, debido a una serie de consideraciones que & continuacién se

citan, articulamos una hipdtesis de trabajo que intenta explicar los resultados

obtenidos. La aparicién del retraso en el disparo repetitivo de las neuronas de

la SGC coincide con el pericdo en el que estd activa la conductancia transitoris,
y la méxima duracidén de dicha latencia es semejante al tiempo medio que
permanece activa dicha conductancia (100 a 200 ms). En este periodo de latencia
se produce el brote o aceleracién del disparo repetitivo.

En algunas preparaciones (Lépez Barneo y Llinds, 1988; Champagnat y col.,

1986) un pulso despolarizante de suficiente amplitud provoca la aparicién de un
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potencial de accién sobre el pico de inflexién que refleja la activacién de la
conductancia transitoria al K*. Esta espiga también aparece en las neuronas de
la SGC y presenta una menor amplitud y duracién que las del resto del pulso.
Los potenciales de accién que componen el brote poseen una muy diferente
morfologia respecto a los que constituyen el disparo del resto del pulso ya que
tanto la amplitud como la duracién son menores correspondiendo a la ausencia
del componente de Ca®* que describimos en estas células. También aumenta la
amplitud de la PHP de dichas espigas, lo que se corresponde con lo esperadc en
un periodo en que estd saliendo K* de la célula. Las especiales caracteristicas
de los potenciales de accién del brote favorecen el disparo a alta frecuencia si
conseguimos alcanzar el umbral de ‘activacic‘m de estas espigas rapidas.

Hemos probado que durante el periodo de latencia, o de activacidén de la
conductancia transitoria, existe un incremento en 1la excitabilidad ante la
estimulacién con un pulso despolarizante de pequefia duracién. También hemos
comprobado que si atenuamos el efecto que tiene la activacién de 1la
conductancia transitoria al K* sobre la fase de subida del pulso, desaparecen
las diferencias entre las espigas generadas durante el periodo de latencia y las
.del resto del pulso.

Recientemente se ha sugerido que las conductancias transitorias podrian

tener un origen dendritico (Chan y col., 1988; Hounsgaard y Midigaard, 1988).

Tomando en consideracién lo anterior ademds de las restantes propiedades
electrofisioldgicas y conductancias 1i6nicas descritas en la SGC proponemos la
siguiente hipétesis psra explicar el doble patrén de disparo observado en las
neuronas de la SGC ventral:

El disparo repetitivo que se produce cuando la neurona se estimula desde
potenciales de membrana entre -40 y -60 mV (potencial de reposo en la mayoria
de las células estudiadas) se debe a la activacién de la conductancia al Na*
(gNa) que se encuentra parcialmente inactivada a estos potenciales de membrana.
Esto genera los primeros potenciales de accién del pulso cuya repolarizacién se
debe a la inactivacidén rdpida de la gNa y a la posible activacién de una gKpe.
Tras estas espigas iniciales, las despolarizaciones sucesivas producidas por .
ellas hacen que entre Ca®* en las dendritas de la neurona y asi se generan
espigas de mayor duracién. La amplitud de estas espigas, que tenderia a
disminuir por inactivacién de la gNa, se mantiene por la entrada de Ca®*. En la

repolarizaciéon de estas espigas también intervienen una gKcw blogueable por
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apamina y, posiblemente, otra bloqueable por TEA. Las PHP de estas espigas es de
mayor amplitud y duracidén debido a 1la activacién de las gKen. y de una gk
transitoria. Todo esto conlleva la aparicién del fendmeno de la adaptacidén. En
las neuronas que no muestran adaptacién la participacién del Ca=®* y de las gKea
ocurre desde el comienzo del pulso.

Cuando se hiperpolariza a una neurona hasta, o su PMR es de, -70 a -90 mV
y se le despolariza con un pulso rectangular se activa la gK transitoria y se
produce un retraso en la aparicién de potenciales de accién. Tras este retraso
se produce el disparo repetitivo con o sin adaptacidén. Como base para la
explicacidn que damos a continuacidén acerca del cambio en el disparo repetitivo,
proponemos que la gK transitoria se localiza en el &rbol dendritico interpuesta
entre el lugar de origen de los potenciales de accién somaticos y el de las
espigas de Ca®* dendriticas. De este modo, si se incrementa la amplitud del
pulso, la corriente inyectada puede hacer que se alcance el umbral para el
disparo axosomatico sin producirse la activacidén de la gCa dendritica debido al
desacoplamiento somatodendritico producido por la gK transitoria. Teniendo en
cuenta la recuperacién de la inactivacién de 1la gNa provocada por la
hiperpolarizacién, puede producirse un brote de potenciales de accidn répidos en
este periodo. Tras 1la inactivacién de la gK transitoria se produce la
despolarizacién dendritica y aparece el componente de Ca®* en las espigas y la
activacién de las gKca. en las PHP. La existencia de un rebote de Ca®*, tal vez
producido por la activacién de una gCa somética, podria participar en el
incremento del disparo que sucede tras el periodo de activacién de la gk
transitoria. En la figura 53 se representa un esquema de la posible localizacién

de las distintas conductancias iénicas presentes en las neuronas de la SGC.
6. Propiedades integrativas de las neuronas de la SGC.

Los resultados expuestos y discutidos en este trabajo constituyen una
descripcién fenomenoldégica de las propiedades electrotdnicas, de los mecanismos
que generan la oscilacién y de los patrones de disparo de las neuronas de la
regién ventral de la SGC. Asi mismo, dan una aproximacién cualitativa de las
conductancias ibénicas que subyacen a las anteriores propiedades
electrofisiolégicas. A pesar de las limitaciones impuestas por las condiciones
experimentales y la técnica empleada, es posible extraer una valiosa informacidn

acerca de las propiedades integrativas de estas neurcnas.
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gNa QKDR>
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Figura 53. Sumario de las conductancias iénicas encontradas en las neuronas de la SGC y su
probable distribucién espacial en un dibujo esquemético de una de dichas neuronas. La gNa se
localiza en el axén (a) y en el soma de la neurona, aunque puede estar presente en la parte
proximal del 4rbol dendritico. gCanr Se halla en la zona distal de las dendritas pudiendo estar
tanto en las espines como en las bifurcaciones dendriticas. gCa,_, parece situarse a nivel
somético. gKoe se sitla en el soma y parte proximal del érbol dendritico. gK. se encuentra
situada entre la zona de generacién de las espigas dendriticas y el soma. Las gKc. parecen
situarse en las zonas medias y distales del 4rbol dendritico.

Las células ecstudiadas parecen tfener en comin un conjunto definido de
conductancias iénicas a pesar de las diferencias existentes entre ellas en
cuanto a su morfologia y a algunas caracteristicas electrofisiolégicas. Estas
conductancias parecen estar distribuidas de forma nc homogénea en la membrana
de cada neurona.

Las propiedades pasivas analizadas indican que estas neuronas son
sumamente compactas desde el punto de vista electroténico. Este hecho, unido a
la posibilidad de amplificacién de las entradas sindpticas dada la existencia de
conductancias activas en las dendritas, favorece la eficacia de la transmisidn
sindptica dendritica y hace a estas neuronas exquisitamente sensibles incluso a
pequefics cambios de la conductancia sindptica. A pesar del caracter compacto de
estas neuronas, que pudiera implicar un cierto determinismo en el procesamiento
de la informacidn, la naturaleza excitable de las dendritas y la distribucién

heterogénea de las conductancias activas presentes en dichas células permiten la
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produccion de complejas interacciones dindmicas espacio-temporales.

Una de 1las propiedades intrinsecas més importantes halladas en las
neuronas de la SGC es la capacidad de estas células de generar un disparo
esponténeo de potenclales de accién. Esta actividad ténica convierte a la 5GC
ventral, y a los circuitos neurales en los que participa, en un sistema de
elevada ganancia con amplias posibilidades de modulacién sindptica. Es
interesante resaltar que, en estas neuronas, la presencia de potenciales de
accién de Ca=* \probablemente generados en las dendritas juega un papel crucial
en esta oscilacién. Otro fenémeno importante apuntado en este trabajo es el de
la resonancia, es decir, la posibilidad de que estas neuronas respondan
preferencialmente a sefiales de entrada de determinadas frecuencias. La
oscilacidén y la resonancia condicionan el estado funcional de las neuronas que
poseen estas propiedades. Debido a esto, se han propuesto diversos papeles
funcionales, los cuales dependen de la estructura nerviosa considerada (Llinds,
"1588).

La existencia del fenémeno del doble patrén de disparo dependiendo del
potencial de membrana es una muestra de la compleja interaccién egpacio-
temporal a la que antes nos referiamos, ya que la amplitud, duracién y pendiente
de ascenso del cambio de potencial originado en la neurona por la entrada
sinédptica, ademés del potencial de membrana, condicionan la salida final.

Otro curioso hallazgo es la aparente distribucién regional a lo largo del
eje longitudinal mesencefdlico de varias propiedades eléciricas de estas
neuronas. Asumiendo los errores que podemos cometer al generalizar, las neuronas
de la zona caudal de la SGC pueden presentar una mayor heterogeneidad en el
tamafio de sus somas y de Ssus campos dendriticos, en ciertas propiedades
electroténicas y en la sensibilidad del disparo a la corriente inyectada y a los
cambios del potencial de membrana. Es posible, por tanto, que dicha regién

caudal organice en conjunto una salida méds compleja y diversa.
7. Implicaciones funcionales.

Debido a la ausencia de una correlacién clara entre las regiones en las
que se ha dividido la SGC y las variadas funciones en las que esta estructura
participa, resulta dificil deducir implicaciones funcionales de los resultados de
este trabajo. No obstante, la regién ventral parece participar fundamentalmente

en los mecansimos enddgenos de control del dolor <(ver Introduccién). Por otra
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parte, el hecho de que sea la zona caudal de la regién ventral la més
estrechamente relacionada por algunos autores con los mecanismos de analgesia
hace interesante el considerar nuestro hallazgo acerca de la distribucién
longitudinal de ciertos parédmetros morfolégicos y eléctricos como punto de
partida para investigacidén en otros campos de la neurociencia. La capacidad de
oscilar de las neuronas de la regién ventral podria explicar la supuesta
actividad ténica ‘inhibitoria, en Gltimo extremo, sobre las neuronas del asta
dorsal medular. Asi mismo la existencia del doble patrén de disparo puede dar
cuenta de los dos tipos de respuesta ("on" y "off") halladas en las neuronas de
la 5GC ante la estimulacién dolorosa (Heinricher y col., 1887).

En la actualidad estamos estudiando el efecto de algunos agonistas
opidceos sobre las propiedades eléctricas de las neuronas de la regién ventral
de la SGC y, de forma preliminar, hemos hallado que dichos compuestos
hiperpolarizan estas células de forma significativa. Esto apunta a que las
neuronas que hemos estudiado en el presente trabajo pueden estar relacionadas
con la funcién analgésica de la SGC.

Mucho queda por hacer para llegar a comprender el procesamiento de la
informacién en los circuitos neuronales de los que forma parte la SGC. Nuestiros
proximos objetivos son el estudio de los procesos de transmisién sindptica
mediante la estimulacién eléctrica y la aplicacién de neurotransmisores
relacionados con la funcién analgésica, asi como la aproximacién cuantitativa,
mediante técnicas de fijacién de voltaje, a las corrientes iénicas que en dltimo
extremo originan las propiedades electrofisioldégicas que hemos tratado en este
estudio.

Finalmente, retomamos la proposicién que haciamos al comienzo de este
trabajo sobre la organizacién y funcién globales de 1la SGC. El cardcter
reduccionista del trabajo realizado impide, en cierto modo, la adecuada
contrastacién de la hipdtesis formulada sobre la consideracién de la SGC como un
Gnico sistema distribuido. Los resultados obtenidos no responden a esta cuestién
pero nos animan a seguir proponiendo dicha hipétesis como guia de nuestro

trabajo futuro.
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CONCLUSIONES

1y En el  presente trabajo se han estudiado las propiedades
electrofisiolégicas de las neuronas de la regién ventral de la SGC mediante el

registro intracelular en rodajas de mesencéfalo de cobaya mantenidas in vitro.

2) Estas células presentan un potencial de membrana de reposo (PMR) de
-53.3 ¢ 8.7 mV (media t desviacién esténdar, n = 42), una 1, de 12.6 *+ 45 ms y
una Ry de 1954 * 104.9 MQ. Los dos ultimos parémetros pasivos parecen
distribuirse a 1lo largo del eje longitudinal mesencefélico existiendo un
incremento gradual en sentido caudo-rostral. Los valores obtenidos, mediante el
anélisis del estado transitorio, del resto de los parédmetros pasivos {(T,, Rn., L,
p y H) indican que las neuronas estudiadas son .muy compactas desde el punto de
vista electrotdnico. Parece existir una tendencia a la agrupacidn espacial en el

citado eje de las neuronas con una mayor Ry, R, ¥ To y con una menor L y H.

3) A pesar de la homogeneidad de las neuronas de la SGC en cuanto al
conjunto de conductancias iénicas qué poseen, estas células presentan una
morfologia muy variable al estudiarlas mediante la inyeccién microiontoforética
de colorantes fluorescentes y la impregnacién con el método de Golgi. En general
estas neuronas presentan comas de moderado tamafio y de morfologia fusiforme,
triangular o multipolar, y Aarboles dendriticos muy extenscs. Esto sugiere que la

elevada Ry pueda deberse a una elevada R,,.

4) La aparente distribucién cegin el eje caudo-rostral mesencefélico de
algunos parametros eléctricos pasivos y activos nos llevé a estudiar, de forma
preliminar, la existencia de una distribucién de las neuronas de la zona de la
SGC explorada en este trabajo a lo largo del citado eje en funcién del tamafio
de su soma. Hallamos qixe en la regién caudal hay una mayor densidad de
neuronas, predominando los somas grandes de més de 13 pm de didmetro, mientras
que la proporcién de neurcnas pequefias (soma ¢ 13 um) es mayor en la zona
rostral. No obstante estos resultados no explican de forma definitiva 1la
distribucién de las propiedades*‘electr‘ofisiolégicas antes citada, por lo que
queda por determinar si son las diferencias morfolégicas las que subyacen a
dicha distribucién o bien son diferencias intrinsecas de la membrana de las

neuronas segun la zona de la SGC.
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5) Las neuronas de la regién ventral de la SGC oscilan ritmicamente,
generando potenciales de accién répidos, a potenciales de membrana cercanos a
-50 mV. Esta oscilacién es de baja frecuencia (5.6 + 2.9 Hz, n = 21). Los
resultados obtenidos apuntan a la existencia de frecuencias resonantes en estas

células.

6) Los potenciales de accién rapidos tienen una amplitud de 55.2 ¢ 4.8 mV
y una duracién de 2.8 £ 0.6 ms y presentan en la fase de descenso una pequefia
meseta. Estas espigas presentan una acomodacién de su disparo segin 1la
velocidad con que el potenciél de membrana llega al umbral de disparo. La
morfologia de los potenciales de accién cambia al variar el potencial de

membrana.

7) Las espigas répidas se producen por una gNa que se inactiva y es
bloqueable por TTX. Una gCa de alto umbral (gCaynsy), probablemente dé origen
dendritico, también participa en la generacién de estas espigas y es la
responsable de la meseta de la fase de descensc. En la repolarizacién de estos
potenciales de accién parece que participan tres gK, una es dependiente de
voliaje y bloqﬁeable por TEA (gKowm) y las dos restantes son dependientes de la
[Ca®*]y, siendo una bloqueada por TEA (gKea. (BK)) y la otra por apamina
(gKca (SK)). La poshiperpolarizacién (PHP) que sigue a cada espiga muestra un
diferente curso temporal dependiendo del potencial de membrana, correspondiendo
una forma bifédsica a un potencial de membrana de -50 mV. Al menos dos
conductancias iénicas participan en esta PHP, una es la gKean (SK), que pudiera
estar activada todo el tiempo que dura dicha PHP, y 1la otra es una gk
transitoria (gKs) que necesita de una hiperpolarizacién previa a la
despolarizacién que la activa. Hipotetizamos la existencia de una gCa, que se
encuentra activa de forma permanente a PMR cercanos a -50 mV, y gque generaria
la fase répida de la vuelta del potencial de membrana a la linea base en la PHP.

8) En presencia de TTX, las neuronas de la SGC generan unos potenciales de
accién lentos, posiblemente dendriticos, de una amplitud de 29.4 ¢+ 2 mV ( = 7)
y de 5.7 * 1.3 ms de duracién. El umbral de disparo de estas espigas ce
encuentra a 25 * 7.1 mV por encima del PMR. Estos potenciales de accidn carecen
de fluctuaciones que hagan pensar en un origen muiltiple en el &rbol dendritico

y son 1incapaces de disparar de forma repetitiva. A pesar de su origen
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dendritico, estas espigas condicionan de forma importante el disparo espontdneo
de las neuronas de la SGC debido al carédcter electroténicamente compacto de

estas células.

8) Las espigas lentas se generan por una gCa.y, participando en su
repolarizacién, y en la poshiperpolarizacidén que se produce tras ella, las gKea
(BK) y (SK). La presencia de estas conductancias evita el disparo repetitivo

dendritico.

10) Las neuronas de la SGC muestran, ante la estimulacién con pulsos
rectangulares de. corriente hiperpolarizante, una vuelta lenta a la linea base
que parece estar producida por una gKa cha» activacién es dependiente del
potencial al que se llega con el pulso negativo y de la duracién de dicho pulso.
Esta gK, no parece bloquearse por 4-AP, pero si parecen afectarle los cationes
divalentes como el Co®* y el Cd®*, por lo que su activacién podria ser

dependiente de la entirada de Ca®* a la célula.

11> Tras un pulso hiperpolarizante, y de forma variable segin la intensidad
del fenémeno de vuelta lenta a la linea base antes comentado, se genera en las
neuronas de la SGC una despolarizacién de rebote generada por una gCa de bajo
umbral (gCa, y). Este rebote puede contribuir a la oscilacién de estas células
llevando al potencial de membrana al umbral de disparo tras -la

poshiperpolarizacién que sigue a cada espiga.

12> La estimulacién a PMR de 1las neuronas de 1la SGC con pulsos
rectangulares de larga duracién genera un disparo repetitivo de espigas répidas
que no fracasa a lo largo del pulso. Hallamos dos formas de disparo repetitivo
cuya diferencia es la presencia, en una de ellas, de una adaptacién a la
corriente inyectada. Las neuronas que presentan esta adaptacién son, en general,
de alta Ry, mientras que las de baja Ry presentan un disparo ténico sin
adaptacién. Las neuronas con adaptacién tienen una mayor ganancia en la relacién
f-I y presentan una cierta saturacién de la frecuencia con pulsos de gran
amplitud. La adaptacidén se basa en una importante caida de la pendiente de
ascenso de la espiga y en un aumento de su duracidn, debido al incremento en la
meseta de Ca®", a lo largo del pulso. También hemos observado que las neuronas

que presentan adaptacién responden tanto a la amplitud de la corriente como &
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la velocidad de 1a inyeccién de dicha corriente, mientras que las que no

presentan adaptacién parecen no responder a la dI/dt.

13) La musencia de Ca®* en el medio de perfusién hace fracasar el disparo
repetitivo. Parece que la entrada a la célula de dicho ién con la despolarizacién
es fundamental para la generacién de un disparo repetido tanto por su
contribucién a los potenciales de accién como el importante papel que juegan las
gKca en la repolarizacién de dichas espigas. La adaptacién del disparo a la que
antes nos referiamos puede estar debida a la paulatina entrada de Ca=®*, y a la

consiguiente activacidn de las gKea., que sucede a lo largo del pulso.

14) Tras el tren de espigas que se genera con un pulso aparece una
poshiperpolarizacién de larga duracién que genera un periodo refractario a la
oscilacién de estas células. El curso temporal de esta poshiperpolarizacién se
compone, generalmente, de dos fases, originadas por distintas conductancias al
K*. Participan fundamentalmente las gKc.. La fase lenta que ce observa al final

de esta poshiperpolarizacién parece ser debida a la activacién de la gKa,.

15y En la mayoria de las neuronas de la SGC estudiadas en este trabajo
aparece un doble patrén de disparo repetitivo dependiendo del potencial de
membrana desde el que se estimula la neurcna. Independientemente de la
existencia de adaptacién, a niveles hiperpolarizados del potencial de membrana
(-60 a -20 mV), se produce con pulsos rectangulares de gran amplitud un brote
de espigas réapidas seguido de un diéparo ténico, o bien una aceleracién del
disparo en la parte inicial del pulso. Las espigas que se producen en este
periodo son de menor amplitud y duracién y falta en ellas el componente de
Ca®*. Este fendmeno ocurre en la zona en que se activa la gKs, y hemos

observado que puede existir un aumento en la excitabilidad en este periodo.

16> Proponemos como hipétesis que la gK. se distribuye fundamentalmente
en el &rbol dendritico entre el 1ugér de origén de los potenciales de accidn
rapidos sométicos y las espigas lentas de Ca®* dendriticas. En esta situacidn
esta conductancia desacopla, cuando se activa, el soma de las dendritas y puede
favorecer, si la estimulacién es de una amplitud adecuada, el disparc somético

de alta frecuencia. Cuando se encuentra inactivada, a potenciales de membrana de
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-40 a -60 mV, la participacién del Ca®* dendritico impide un disparo de ailta

frecuencia.
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