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CCVD = canales de calcio voltaje dependientes

ChTx = caribdotoxina
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DAP = 3,4-diaminopiridina
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E.S. = error estandar
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FTX = funnel-web toxin

gKc, = canales de potasio dependientes de calcio

gK, = canales de potasio dependientes de voltaje

hr = hora

HVA = high voltage activated (alto umbral de activacion)
Hz = Hertz

ICso = concentracion a la cual se inhibe un 50% de la respuesta
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Ikca = corriente de potasio dependiente de calcio

Ik = corriente de potasio dependiente de voltaje

K, = constante de disociacion

LVA = low voltage activated (bajo umbral de activacion)
m = contenido cuantico

MQ = megaohm

MEPP = potencial de placa miniatura (miniature endplate potential)
min = minutos

ul = microlitro

ml = mililitro

puM = micromolar

mM = milimolar

UM =micromolar

ms = milisegundos

mV = milivoltio

nA = nanoamperio

n;; = coeficiente de Hill

nm = nanometro



nM = nanomolar

pS = picosiemens

R? = coeficiente de correlacion

SNC = sistema nervioso central

TEA = tetractilamonio

TTX = tetrodotoxina

Vm = potencial de membrana
w-AgalVA = omega agatoxina [VA
®-CgTx = omega conotoxina GVIA
®-MVIIC = omega conotoxina MVIIC
®-MVIID = omega conotoxina MVIID
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Transmisién sindptica

Aspectos Generales

Luego de haberse aceptado la teoriu celular a principios de este siglo surgié la cuestion de
como pasaba la informacidn contenida en secuencias de impulsos nerviosos de una neurona a
otra o a los drganos efectores. En el afio 1877, Du Bois-Reymond sugirié que la célula
presinaptica podia influenciar a la célula postsinaptica mediante el flujo de corriente eléctrica
o mediante la secrecion de una sustancia quimica. En el afio 1921, Otto Loewi realizé un
experimento simple y sencillo que permitio establecer la naturaleza quimica de la transmision
entre el nervio vago y el corazon (ver Nicholls y col., 1992). Algunos afios después, Dale y sus
colaboradores (1936), demostraron que la estimulacion de los nervios motores que inervan los
musculos esqueléticos en mamiferos provoca, al igual que la estimulacién del nervio vago, la
liberacion de Ach. Finalmente, el uso de técnicas de registro intracelular permitieron que se
estableciera fehacientemente la naturaleza quimica de la transmision neuromuscular (Fatt y
Katz, 1951), de la ganglionar (Blackman y col, 1963) y de la transmisién excitatoria e
inhibitoria en el sistema nervioso central (Brock y col., 1952; Eccles y col, 1954).
Posteriormente se descubrieron algunas sinapsis en las cuales la transmision es eléctrica y
otras en las cuales es de caracter dual, eléctrica y quimica (ver Nicholls y col., 1992; Kuno,

1995).

En las sinapsis quimicas ¢l neurotransmisor es liberado a partir de los terminales sinépticos,
via exocitosis, a medida que las vesiculas conteniendo el neurotransmisor se fusionan con la
membrana plasmatica y liberan su contenido a la brecha sinaptica. Los terminales nerviosos
de las sinapsis quimicas donde se liberan neurotransmisores de accion rapida (tales como
aspartato, glutamato, acido y-amino butirico, glicina y acetilcolina) presentan zonas
especializadas llamadas “zonas activas de liberacién”. Las zonas activas incluyen un area de
membrana presinaptica especializada, un arreglo citoplasmatico cercano de vesiculas

pequefias y transparentes junto con elementos del citoesqueleto. Estas estructuras
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presinapticas se hallan perfectamente alineadas frente a especializaciones de la membrana
postsinaptica que incluyen agrupamientos de los receptores postsinapticos para el
neurotransmisor en cuestion. Muchas de las especializaciones estructurales de las sinapsis
quimicas pueden ser visualizadas como adaptaciones para una sefializacion rapida y

focalizada (ver Smith y Augustine, 1988).

La sinapsis gigante del calamar y la placa neuromuscular de vertebrados son preparaciones
que han tenido un rol fundamental para el entendimiento de la fisiologia y estructura de las
sinapsis quimicas. Ademas, la placa neuromuscular de vertebrados ha resultado un modelo util
para el estudio del desarrollo y establecimiento de las conexiones sindpticas que tienen lugar

durante la ontogenia normal o luego de un dafio al nervio motor.

La placa neuromuscular de vertebrados

Las fibras musculares esqueléticas de vertebrados son células multinucleadas, alargadas y
cilindricas, las cuales estan inervadas en un punto o a veces dos, a lo largo de toda su
extension, por las ramas de un ax6n de una motoneurona cuyo cuerpo celular se halla ubicado
en la médula espinal o en el tallo cerebral. Cada motoneurona, a través de un plexo de nervios
periféricos, envia su axén a un musculo donde se ramifica para inervar entre decenas y
centenas de fibras musculares. En base a estudios realizados con microscopia de luz,
conjuntamente con técnicas especiales de tincién (Couteaux, 1960) se ha observado que en la
zona de contacto nervio-musculo, la fibra muscular estd modificada para formar la placa
motora terminal, la cual contiene numerosas mitocondrias y nucleos. El axon del nervio motor
pierde su vaina de mielina cerca de la zona terminal y luego las ramas terminales del axon se
hunden parcialmente, a medida que se extienden sobre la superficie de la placa motora
terminal, en los “surcos sinapticos” (ver esquema mas abajo). Los nicleos de la célula de
Schwann (teloglia) se hallan asociados con los terminales amielinicos, pero la distribucion
precisa de su citoplasma no puede determinarse con microscopia de luz. Se habia observado
ademas la presencia de una seric de “lamelas subneurales” que se proyectan dentro del
citoplasma de la placa motora terminal por debajo de las ramas terminales del axon. Estas

observaciones fueron luego extendidas mediante el uso de microscopia electronica (Birks y
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col., 1960; Heuser y col., 1974, 1979; Heuser y Reese, 1981) que permitié visualizar la brecha
sinaptica, espacio de 500 A de ancho entre los terminales del ax6n y la membrana de la célula
muscular. Con este tipo de microscopia se vio que las “lamelas subneurales” son pliegues de
la membrana postsindptica. En las crestas de estos pliegues de la membrana postsinaptica es
donde se concentran los receptores nicotinicos de Ach. En la brecha sinaptica hay un material
extracelular, la lamina basal, que sigue completamente los contornos de la superficie del
musculo. En la lamina basal se halla altamente concentrada la enzima acetilcolinesterasa que
degrada la Ach, mecanismo mediante el cual se termina el efecto de este neurotransmisor.
Mientras que las células de Schwan pre-terminales forman la mielina, las células de Schwann
terminales cubren al terminal nervioso en todas las zonas en las cuales este no contacta con el
musculo. Dentro del citoplasma del terminal hay mitocondrias y vesiculas sindpticas. Muchas
de estas vesiculas sinapticas de 50 nm de didmetro estan alineadas en doble fila a lo largo de
barras transversales de material electrodenso adosado a la membrana presinaptica. Estas
regiones se conocen como zonas activas de liberacion y se encuentran justamente enfrentadas
con los pliegues de la membrana postsinaptica donde se halla la mayor concentraciéon de
receptores de Ach (ver esquema mads abajo). El receptor postsinaptico de Ach, es una proteina
pentamérica de subunidades arregladas en forma pseudo simétrica alrededor de un poro
central el cual se abre cuando se le une la Ach presente en la brecha sinadptica (Changeaux,
1990). Estos receptores se expresan en una densidad de ~10*/um’ en las crestas de los
pliegues postisnapticos, siendo la concentracion de estos receptores < 10/um’ en las areas
extra-sinapticas (Salpeter y Loring, 1985). La llegada de un potencial de accidn al terminal del
axén motor provoca la liberacion de Ach a la brecha sindptica y una despolarizacion en la
zona de la placa de la fibra muscular conocida como potencial de placa evocado (EPP) que
ocurre como consecuencia del influjo de Na* a la postsinapsis (Takeuchi y Takeuchi, 1960).
En condiciones normales, ¢l influjo de Na' a través de los receptores de Ach provoca una
despolarizacion suficiente para alcanzar el umbral de activacion de los canales de Na'
dependientes de voltaje presentes en la membrana de la fibra muscular, lo cual inicia un

potencial de accion propagado que culmina en la contraccion del masculo (ver Aidley, 1989).

Con la técnica de criofractura se han podido estudiar mas detalles de las zonas activas. Heuser

y sus colaboradores (Heuser y col., 1974, 1979; Heuser y Reese, 1981) utilizando esta técnica
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de criofractura combinada con estimulacion de la preparacion neuromuscular de la rana en
presencia de un bloqueante de los canales de K, la 4-aminopiridina, pudieron evidenciar mas
detalles de las vesiculas sinapticas en las zonas activas en estado de reposo e inmediatamente
luego de promover la liberacion de neurotransmisor mediante la estimulacion del nervio
motor y rapido congelamiento del tejido. Estos estudios han permitido visualizar en la cara
citoplasmatica interna (superficie creada por ¢l plano de clivaje de la criofractura), a las
vesiculas sinapticas alineadas, algunas de las cuales se hallan en estado de exocitosis y
correlacionar la cantidad de vesiculas liberadas con el contenido cuantico estimado por
métodos electrofisiologicos. Se pudieron observar ademas particulas intramembranosas de
aproximadamente 10 nm protruyendo en la cara citoplasmatica externa; en la parte interna de
la cara extracelular (superficie creada por el plano de clivaje de la criofractura) se observan
depresiones que coinciden precisamente con estas protrusiones (ver esquema mas abajo). En
base a estudios de criofractura realizados en la sinapsis gigante del calamar y a la densidad de
la corriente de Ca®’, se ha postulado que estas particulas de 10 nm presentes en las zonas

activas corresponderian a canales de calcio (Pumplin y col, 1981).

Asimismo, estudios realizados en la placa neuromuscular de la rana con toxinas conjugadas
con fluoréforos, m-conotoxina GVIA y caribdotoxina, las cuales se unen especificamente a los
canales presinapticos de Ca’* y de potasio activados por Ca’*, respectivamente,
conjuntamente con la toxina a-bungarotoxina que se une especificamente a los receptores
nicotinicos de Ach, altamente concentrados en las crestas de los pliegues postsinapticos,
sugieren que esas particulas corresponden no solo a los canales de Ca’* involucrados en la
liberacion de Ach sino también al los canales de potasio dependientes de Ca™, los cuales
participan en la modulacién del proceso de liberacion en varios sistemas (Robitaille y col.,
1990; Cohen y col., 1991; Robitaille y col., 1993). Asimismo, se han detectado en las zonas
activas otras moléculas asociadas a los canales de Ca?* que forman parte de la maquinaria de
fusion y liberacion de las vesiculas sinapticas (Bennett y col., 1992; Jhan y Siidhof, 1994; Van

der Kloot y Molgd, 1994, Boudier y col., 1996).



Introduccion

Estructura de la Placa Neuromuscular de la Rana
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clectrénica de una scccion longitudinal a través de una porcion del terminal nervioso. Zonas activas (flechas), procesos de la
célula de Schwann (S). Figura sacada de “From Neuron to Brain” de Nicholls y col., 1992, pag 192.
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Estructura de la membrana sindptica: Vista tridimensional de las membranas pre- y
postsinapticas de la uniéon neuromuscular de la rana. Cada membrana esta partida a lo largo
de los planos intramembranosos como ocurriria con la técnica de criofractura. Figura de
sacada de “From Neuron to Brain” de Nicholls y col.,, 1992, pag. 194.
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Desnervacion y reinervacion de la placa neuromuscular

Como se mencioné mas arriba, las sinapsis ncuromusculares son un modelo atil para el
entendimiento de los eventos que ocurren frente a la disrupcion y regeneracion de las
conexiones en el sistema nervioso. Luego de la axotomia de una motoneurona, el terminal
nervioso, el segmento distal y un pequefio segmento proximal del axon degeneran. Las células
de Schwann se desdiferencian, proliferan y, junto con las células de la microglia y los
macrofagos, fagocitan los restos del axén y de la mielina. La neurona axotomizada sufre
varios cambios: se hinchan tanto el soma como el nucleo, el nucleo se ubica en una posicion
excéntrica, los ordenados arreglos del reticulo endoplasmatico conocidos como sustancia de
Nisstl, se dispersan y esta dispersion causa que la sustancia de Nissl que habitualmente se tifie
fuertemente con colorantes basicos, sea tifia palidamente (fenémeno conocido como
cromatolisis). A pocas horas luego de la axotomia, nuevos brotes o “sprouts” de axén emergen
cerca del extremo del mufién proximal y ¢l nervio comienza a regenerar. A nivel de la
postsinapsis, aparece supersensibilidad a la Ach y fibrilaciones, contracciones asincronicas
espontaneas de la fibra muscular. La supersensibilidad a la Ach se debe a la alteracion de la
distribucion de receptores de Ach. Luego de la desnervacion aumenta la sintesis de receptores
extra-sinapticos que se expresan a lo largo de toda la membrana de la fibra muscular. La
densidad de los mismos en las areas extra-placa aumenta a de 10 a 10>/um?, con poco cambio
en la densidad de los receptores en las zonas de la placa original (cambia la vida media que
disminuye de 10 a 3 dias). Estos nuevos receptores tienen las caracteristicas del receptor
colinérgico que aparece durante el desarrollo, una de las subunidades que lo componen es
diferente (tienen la subunidad y en vez de la €) y funcionalmente presenta menor conductancia
y tiempos de abierto mas prolongados (revisado por Hall y Sanes, 1993). En las zonas de las
placas originales hay una mezcla de ambos tipos de receptores. Apenas se establece
nuevamente el contacto sinaptico, la actividad eléctrica causa la inhibicion de la sintesis de
los nuevos receptores. Si un musculo esta inervado, el mismo no acepta contactos sinapticos o
placas motoras provenientes de otros axones, sin embargo apenas se desnerva un musculo,
otros axones, ademas del axon correspondiente en crecimiento, son capaces de dar brotes e

inervar a estas fibras en mas de un lugar. Este fendmeno conocido como inervacion polineural
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es similar al que ocurre durante el desarrollo normal. Como ocurre con la supersensibilidad a
la Ach, la actividad parece ser un factor clave en el proceso de induccién del crecimiento de
nuevos brotes de axén o “sprouting” y de la inervacion polineural, dado que estos fenémenos
ocurren también cuando se bloquea la neurotransmisiéon con TTX o con toxina botulinica, que
bloquean la actividad por inactivacion de la conduccion del potencial de accién o por el
bloqueo del aparato de liberacion del neurotransmisor, respectivamente, pero que no causan la
degeneracion del axon o del terminal nervioso (Angaut-Petit y col., 1990). Todos estos
eventos son disparados y regulados por distintas sustancias y factores troficos tanto del cono
de crecimiento como de la fibra muscular. Un elemento clave en la regeneracién de las
sinapsis neuromusculares es la lamina basal. Experimentos realizados en el musculo
cutaneous pectoris de la rana, demostraron que este elemento permanece intacto luego de
daiiar al nervio y/o al musculo, y que contiene factores que disparan la diferenciacion de las
especializaciones postsinapticas en las fibras en regeneracién. Una de estas moléculas es la
agrina que se sintetiza en las motoncuronas y que es liberada para inducir la diferenciacion del
aparato postsinaptico durante ¢l desarrollo. Aparentemente la agrina se incorpora en la lamina
basal, donde contribuye al mantenimiento del aparato postsinaptico en el adulto y al disparo
de la formacién del mismo durante la regeneracion (Nicholls y col., 1992; Hall y Sanes., 1993;
Connor y Smith, 1994). Otras moléculas involucradas en la diferenciacion del aparato
postsinaptico son el ARIA y el CGRP secretadas por el terminal nervioso en crecimiento (Dham
y Landmesser, 1991). Cuando llegan a su blanco, los axones dejan de crecer y pasan por un
periodo de diferenciacion estructural 'y molecular, en el cual el cono de crecimiento se
transforma en un terminal nervioso especializado. Un tipo de sefiales que parecen estar
involucradas en la maduracion del terminal nervioso y que incluye la maduraciéon del aparato
de liberacidn del neurotransmisor, son las que estan mediadas por el contacto nervio-musculo.
Una de estas seiiales es el aumento de la [Ca“],m que parece depender de un efecto sobre los
canales de Ca’* presentes en la membrana del terminal (Dai y Peng, 1993). Se ha reportado
que la actividad de los canales de Ca’* puede ser elevada por el factor de crecimiento bésico
de fibroblastos (bFGF) aplicado en forma exdégena (Puro y Mano, 1991). Otras moléculas cuya
injerencia puede ser mediada por ¢l contacto nervio-musculo son las moléculas de adhesion

N-CAM y N-cadherina (Covault y Sanes, 1985; Landmesser y col., 1988, Connor y Smith,
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1994). Asimismo, varios estudios sugicren que el musculo provee factores difusibles que
regularian en forma retrégrada la maduracion del terminal y del aparato de liberacion del
neurotransmisor. En co-cultivos nervio-musculo, se ha reportado que varias neurotrofinas
estan involucradas en la maduracion de las sinapsis. Se ha observado que las mismas producen
cambios morfologicos en los terminales y promueven un aumento de la eficacia sindptica
(Lohof 'y Poo, 1993, Hall y Sanes, 1993; Wang y col., 1995; Berninger y Poo, 1996; Stoop y
Poo, 1996).

Ll rol del calcio en la transmision sindptica

Katz y Miledi (1967b) utilizando como modelo la sinapsis gigante del calamar determinaron,
mediante la técnica de fijacion de voltaje tanto en la pre- como en la postsinapsis, la relacion
entre la despolarizacion de la membrana presinaptica y la cantidad de neurotransmisor
liberado. Asimismo, utilizando tetrodotoxina (TTX) para bloquear los canales de Na®
pudieron establecer que los cambios normales de permeabilidad al Na* y al K* responsables
del potencial de accion no eran necesarios para la liberacién del neurotransmisor, siendo
solamente la despolarizacion de la membrana lo que se requeria para que este fenémeno
ocurriese. Katz y Miledi (1967a) encontraron que entre el comienzo del potencial de accion
presinaptico y el del potencial post-sinaptico existia un retardo de 0.5-1 ms. Establecieron que
este “retardo sinaptico”, caracteristico de todas las sinapsis quimicas, estaba relacionado con

el mecanismo de liberacion del neurotransmisor.

Katz y Miledi (1965b, 1967a) trabajando con la placa neuromuscular de la rana demostraron
que el Ca™" extracelular no solo es esencial para la liberacion del neurotransmisor sino que el
mismo debe estar presente en el momento en que ocurre la despolarizacion del terminal
presinaptico. Asimismo, encontraron que la aplicacion iontoforética de Ca® sin la
despolarizacion del terminal, no promovia la liberacion. Estos autores, trabajando con la
sinapsis gigante del calamar, mostraron que, ain en presencia de calcio en el medio
extracelular, si fijaban el voltaje de la membrana presinaptica en un valor cercano al potencial
de equilibrio del calcio (E¢,) no se producia liberacion del neurotransmisor durante el pulso

de voltaje. En cambio, si se producia liberacién cuando se repolarizaba la membrana (Katz y
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Miledi, 1967b). Estos experimentos indicaban que la liberacién de neurotransmisor debia ser
mediada por la entrada de calcio a través de canales de calcio dependientes de voltaje. La
inyeccion iontoforética de Ca’* en el terminal presinaptico de la sinapsis gigante del calamar
permitié establecer en forma contundente que el aumento de la [Ca’'],, era un requisito
indispensable para que se produjese la liberacion del neurotransmisor ya que la magnitud de la
respuesta postsinaptica aumentaba en forma proporcional a la cantidad de Ca®" inyectado en

la presinapsis (Miledi, 1973).

Llinds y sus colaboradores, utilizando colorantes sensibles al calcio demostraron en forma
directa la entrada de este ion a los terminales sinapticos como consecuencia de la
despolarizacion de los mismos (Llinds y col,, 1972). Asimismo, empleando técnicas de
fijacion de voltaje y bloqueantes de las conductancias de Na' y K', TTX y TEA,
respectivamente, pudieron medir la magnitud y el curso temporal de la corriente de Ca®*
producida por la despolarizacion presinaptica. Demostraron que gran parte (~0.8 ms) del
retardo sinaptico caracteristico de las sinapsis quimicas se debia al tiempo requerido para la
activacion de la conductancia de calcio (Llinas y col., 1976, 1982). Estos autores también
pudieron deducir la magnitud y el curso temporal de la corriente de calcio producida por un
potencial de accion grabado en presencia de los bloqueantes TTX y TEA. La misma
comenzaba cerca del pico del potencial de accion y aumentaba rapidamente a un maximo
durante la fase de repolarizacion del mismo, declinando hasta desaparecer en el subsiguiente
milisegundo. Asimismo, se pudieron registrar las corrientes de Ca?* asociadas a la liberacion
del neurotransmisor en los terminales sindpticos del ganglio ciliar del lagarto (Martin y col.,
1989) y del pollo (Yawo y Momiyama, 1993; Stanley, 1993). En experimentos muy recientes
realizados por Borst y Sackman (1996) en la sinapsis de Held, una sinapsis de tipo caliciforme
presente en el SNC de la rata, se pudo determinar con precision el curso temporal de los
eventos pre- y postsinapticos que ocurren durante la neurotransmisién. Estos autores
encontraron que la corriente de Ca®" asociada con la liberacién del neurotransmisor ocurre,
como en la sinapsis gigante del calamar, en la fase de repolarizacion del potencial de accion

presinaptico y que el evento postsinaptico se detecta aproximadamente a los 0.5 ms del pico

de Ia corriente de Ca®*
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Naturaleza cudntica de la liberacion del neurotransmisor

Fatt y Katz (1952) mostraron, en experimentos realizados en la unién neuromuscular de la
rana, que la Ach se liberaba en forma de paquetes multimoleculares a los cuales llamaron
cuantos. Estos autores obtuvieron la primer evidencia de la naturaleza cuantica de Ia
liberacion de Ach cuando, al insertar un electrodo intracelular en la zona de la placa
neuromuscular, detectaban despolarizaciones de 0.5-1 mV que ocurrian en forma espontanea ¢
irregular y que las mismas no ocurrian en otras zonas de la fibra muscular. Estos eventos
tenian el mismo curso temporal que los potenciales evocados por estimulacién del nervio y su
amplitud disminuia con el agregado de curare al medio extracelular. Asimismo, observaron
que los agentes anticolinesterasicos aumentaban tanto la amplitud como el curso temporal de
estos eventos. Estos resultados sugirieron que esos potenciales se debian a la liberacidn
espontanea de una cantidad discreta de Ach. Evidencias posteriores confirmaron que estos
potenciales espontidneos se¢ debian a Ach liberada a partir del terminal presinaptico. Se
encontro por ejemplo que la despolarizacion del terminal nervioso (del Castillo y Katz, 1954a)
provocaba un aumento en la frecuencia de potenciales espontaneos, mientras que la
despolarizacion de la célula postsinaptica carecia de efecto alguno sobre ese parametro. Fatt y
Katz (1952) también observaron que st se reducia el Ca’" y se aumentaba el Mg®" extracelular,
las amplitudes de los potenciales evocados neuralmente fluctuaban en forma escalonada, no
encontrandose a veces respuesta ante la estimulacion y a veces respuestas de 0.5-1 mV
idénticas a los potenciales que ocurrian en forma espontanea. Fatt y Katz, propusieron
entonces, que estos potenciales espontaneos eran los elementos a partir de los cuales estaban

compuestos los potenciales evocados neuralmente.

En el afio 1954, De Robertis y Bennet, Palade y Palay fueron los primeros tres grupos de
investigadores en reportar la presencia en los terminales sindpticos de grandes nimeros de
organelas agrupadas en zonas contiguas de la membrana presinaptica (ver Aidley, 1989).
Estudios de fraccionamiento subcelular de terminales colinérgicos conjuntamente con ensayos
bioquimicos mostraron que la mayor parte de la Ach presente en los terminales sinapticos se

halla concentrada en estas “vesiculas sinapticas” (Whittaker y Zimmermann, 1974). Otros
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estudios bioquimicos mostraron que las vesiculas cargadas de Ach también conticnen
adenosina trifosfato (ATP), alrededor de una molécula por cada siete de ACh (Dowdall y col.,
1974). Estas vesiculas sinapticas, de aproximadamente 50 nm de diametro, han sido luego
encontradas en todas las sinapsis quimicas en las cuales han sido buscadas. De Robertis y
Bennett (1955) sugirieron que las vesiculas sinapticas perforan la membrana presinaptica y
descargan su contenido (neurotransmisor) en la brecha sinaptica. Las vesiculas sinapticas
actuarian asi como unidad de liberacion y unidad de almacenamiento para la sustancia
transmisora. Cast al mismo tiempo, del Castillo y Katz (1954b) estudiaron la naturaleza de las
fluctuaciones de los potenciales evocados en soluciones con distintos contenidos de Ca®' y

Mg?* con més detalle.

Estos estudios les permitieron confirmar que la respuesta evocada (EPP) estaba siempre
compuesta de las unidades cuanticas (MEPPs). Determinaron que si bien el numero de
cuantos liberados por un terminal nervioso o contenido cuantico de la respuesta evocada,
podia variar considerablemente, el numero de moléculas en cada cuanto o tamafio del cuanto
era relativamente constante. En experimentos posteriores, Kuffler y Yoshikami (1975),
mediante la aplicacion iontoforética de ACh sobre un musculo de serpiente pudieron
reproducir casi con exactitud un potencial espontaneo. Estos mismos autores evaluaron que la
cantidad de Ach contenida en cada vesicula sinaptica era de aproximadamente 10.000
moléculas. Del Castillo y Katz (1954b) propusieron que las fluctuaciones de las amplitudes de
los EPPs ocurrian al azar y que estas fluctuaciones podian predecirse por métodos estadisticos.
Formularon entonces lo que s¢ conoce como Hipdtesis Cuantica de la Liberacion, en la cual
postularon que en cada placa neuromuscular existe una poblacién de n unidades capaces de
responder a un estimulo nervioso, y que la probabilidad media de responder es p. El contenido
cuantico promedio por impulso (m) seria: m = np. Un problema de la suposicion de una
distribucion binomial era que los correlatos fisicos del n y del p, no podian ser claramente
establecidos. Estos autores propusieron que en condiciones normales p seria bastante grande
pero que si se disminuia el Ca’* y se aumentaba el Mg, la probabilidad seria lo
suficientemente baja como para que la liberacion siguiese una distribucién de Poisson, con lo
cual, no se necesitaba conocer n y p, solo se requeria evaluar la media de la distribucion (del

Castillo y Katz, 1954b; Katz, 1969).
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Relacion entre el influjo de Cd®' y lu liberacidn del neurotransmisor

Del Castillo y Katz (1954a) sugirieron que ¢l efecto del Ca** sobre la transmisién sinaptica se
podia deber a una reaccién entre el Ca’* y algunos sitios receptores criticos para el proceso de
liberacion presentes en los terminales sindpticos, lo cual llevaba a la formacién de un
complejo reversible entre el Ca’* y ese receptor. Dodge y Rahamimoff (1967), trabajando en
la placa neuromuscular de la rana, encontraron que la relacién entre la amplitud del potencial
postsinaptico y la formacién del postulado complejo Ca’*-receptor se aproximaba a una
relacion de potencia de orden cuatro y que esto se podia explicar asumiendo la accién
cooperativa de cuatro tones calcio para liberar un cuanto o vesicula de neurotransmisor por
impulso nervioso. Asimismo, postularon que la cantidad de este complejo Ca’*-receptor
dependia de la relacion entre el Ca®* y el Mg™* en el medio extracelular. Estudios posteriores
mostraron que la relacién entre la liberacion del neurotransmisor y la [Ca2+]m sigue una
funcién de orden 2 a 4 en todos los sistemas estudiados (entre otros, Katz y Miledi, 1970;
Hubbard y col, 1968; Augustine y Charlton, 1986, Wu y Saggau, 1994; Borst y Sackman,
1996).

Si bien ha sido claramente establecida la elevada dependencia entre la [Ca“]cxl y la cantidad
de neurotransmisor liberado, no se ha clarificado aun de qué manera un aumento en la
[Ca”],m cuyo valor de reposo es de ~10" M y el cual globalmente aumenta a valores en el
rango micromolar durante ¢l proceso de liberacidn, se traduce en una mayor probabilidad de
exocitosis. Una de las razones para este desconocimiento es que no se sabe con exactitud
cuanto Ca’* se necesita para que se produzca la liberacion (Augustine y col., 1991). En los
casos en los cuales ha sido posible determinar la relacion entre el influjo de Ca’* y la
liberacion del neurotransmisor se han obtenido diversos resultados. En la sinapsis gigante del
calamar, existe una relacion lineal entre el influjo de Ca’ y la liberacién cuando la
transmision es evocada mediante potenciales de accion (Llinas y col., 1982; Augustine, 1990).
En cambio, en esta misma preparacion cuando se evoca la liberacion mediante Ia

despolarizacion sostenida de la presinapsis, la relacion entre el influjo de Ca™" y la liberacion
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sigue una funcién de tercer orden mientras que la relacion entre la corriente de Ca” y la
[Ca®*].. sigue una funcion de primer orden. (Augustine y col., 1985; Augustine y Charlton,
1986). Asimismo, en otras sinapsis, adn estimulando con un potencial de accién la relacién
entre el influjo de Ca®* y la respuesta postsinaptica sigue una funcion de orden ~3-4 (Wu y
Saggau, 1994; Mintz y col., 1995; Borst y Sackman, 1996). Diversos factores contribuyen a la
compleja relacion entre el influjo de Ca?* y la fuerza sinaptica en los sistemas estudiados: Ia
cooperatividad de los iones Ca’" para promover la fusion de las vesiculas sinapticas a la
membrana plasmatica (Schweizer y col., 1995), la ubicacién de los canales de Ca®* respecto
de los sitios de liberacion, la presencia de uno o mas tipos de canales controlando un mismo
sitio de liberacion, las propiedades de los canales de Ca®* y la manera en la cual los mismos
son activados (Augustine y col., 1991; Takahashi y Momiyama, 1993; Artalejo y col., 1994;
Mintz y col., 1995; Borst y Sackman, 1996). Asimismo, se sabe que estas correlaciones
realizadas en base a cambios en la [Ca”]m, a las corrientes de Ca’* 0 a cambios globales en la
[Ca*]; determinadas mediante indicadores de Ca®* fluorescentes, presentan dificultades
debido a que no reflejan con exactitud la magnitud y el curso temporal de los cambios que
ocurren en la [Ca’"),, en distintos puntos o “compartimentos” del citoplasma (Augustine y
col., 1991). Llinas y sus colaboradores (1977), sugirieron que en los terminales sindpticos se
debian producir perfiles restringidos de elevada concentracion de Ca’* como consecuencia de
la apertura de los canales de Ca®* en las zonas activas de liberacion. Esto, conjuntamente con
varios estudios realizados en los afios 80 en los cuales se utilizaron diversas técnicas
electrofisiolégicas, colorimétricas y de criofractura (ver Smith y Augustine, 1988; Augustine y
col., 1991), sugino que el Ca®* debia actuar en un area muy cercana a los sitios de liberacién y
que los canales de Ca’®' debian ser parte de las zonas activas. Estudios realizados en la sinapsis
gigante del calamar con la proteina n-aqueorina-J de baja sensibilidad al Ca®*, permitieron la
deteccién de “microdominios” de elevada Ca’* (>100 uM) en zonas adyacentes a la
membrana presinaptica, cuyo curso temporal de formacién y desaparicién, ante la
estimulacion del terminal presinaptico con un potencial de accion, es similar al de las
corrientes de calcio asociadas con la exocitosis y compatible con el curso temporal del
proceso de liberacion (Llinas y col., 1992a; 1995). Se han reportado diferencias en cuanto al

nimero de canales necesarios o dominios de Ca®* que se deben superponer para producir cada
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evento exocitdtico, lo cual sugiere que existen diferencias en cuanto a la distancia a la cual el
Ca®" debe actuar luego de su entrada al citosol para que se produzca la liberacion. Stanley
(1993), muestra que en la sinapsis del ganglio ciliar del pollo, la entrada de Ca’* a través de un
solo canal es suficiente para producir la liberacién de una vesicula de Ach, mientras que Borst
y Sackman (1996) han recientemente mostrado que en la sinapsis de Held del SNC de la rata,
se requiere la entrada de Ca’* a través de 60 canales para promover la liberaciéon de una
vesicula de neurotransmisor. Asimismo, el hecho de que en la sinapsis gigante del calamar un
quelante de Ca’ de asociacién lenta como el EGTA no pueda impedir la liberacion
(Augustine y col., 1991) mientras que en la sinapsis de Held, este quelante de Ca®" si sea
capaz de bloquear la liberacion, evidencia que existen diferencias en cuanto a la distancia en
que se encuentran los “sensores” de Ca®" para la liberacion en ambas preparaciones. En
algunos sistemas, como las células secretoras de la médula adrenal y en la sinapsis gigante de
las neuronas bipolares de la retina, se realizaron estudios en los cuales se han podido medir los
cambios en la capacitancia de la membrana debido a la fusién y recuperacion de las vesiculas
durante el proceso de exo- y endocitosis que ocurre durante la liberacién del neurotransmisor,
conjuntamente con indicadores del aumento de la [Ca®™);, . Estos estudios muestran que la

2+

concentracién de Ca’* que debe detectar el “sensor de Ca’™ para que se produzca la

liberacion de una vesicula de neurotransmisor es de 100 uM o mayor, lo cual indica que el
sensor de Ca** es de baja afinidad por este ion y que debe estar en la inmediata cercania de la
boca del canal, o que si esta mas alejado, la entrada de Ca’" a través de muchos canales debe

contribuir para que se produzca un evento exocitotico (revisado por Mathews, 1996).

Aunque las corrientes ionicas en los terminales motores de la placa neuromuscular de
vertebrados no pueden registrarse directamente con electrodos intracelulares, se pueden
monitorear eventos eléctricos locales con electrodos colocados en las proximidades de los
terminales (Katz y Miledi, 1965a; Brigant y Mallart, 1982) o mediante la inserciéon de un
electrodo en la vaina perineural a distancias de entre 50 y 500 pM de las arborizaciones
terminales (Gundersen y col, 1982; Mallart, 1985a; Penner y Dreyer, 1986; Redman y

Silinsky, 1995). Asimismo, han sido registrados potenciales intracelulares en las fibras
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motoras en las cercanias de los terminales (Morita y Barrett, 1989; 1990). Por medio de estas
técnicas, los potenciales producidos por las corrientes de Ca®* generadas en los terminales
motores pueden, en presencia de bloqueantes de los canales de K, ser registradas. A juzgar
por el comportamiento de las corrientes de Ca®* monitoreadas de esta forma, se ha postulado
que en la placa neuromuscular, al igual que ocurre en las sinapsis neuronales, la generacion de
una corriente de Ca®* entrante regenerativa inducida por la llegada del potencial de accion al
terminal sinaptico es esencial para la liberacion del neurotransmisor (Gundersen y col., 1982;

ver revision por Van der Kloot y Molgo, 1994)



Canales de calcio dependientes de voltaje

Generalidades

La primer evidencia de la existencia de canales de Ca’" dependientes de voltaje (CCVD) fue
el hallazgo accidental de Fatt y Katz (1953) de que el potencial de accién en las fibras
musculares del cangrejo no disminuia al reducir el Na* extracelular. La excitabilidad en
ausencia de iones Na' fue explicada en base a la existencia de “espigas de calcio”, es decir,
potenciales de acci6n cuya fase de subida se basaba en el influjo de Ca®* en vez del influjo de
Na' como habia sido establecido en el axén gigante de calamar (Hodgkin y Huxley, 1952).
Hagiwara y Naka (1964) midieron ¢l flujo de **Ca* durante el potencial de accidn en estos
musculos con lo cual proveyeron evidencia contundente a la hipétesis del potencial de accion
llevado por Ca®". Actualmente se sabe que los canales de Ca’* son total o parcialmente
responsables de la excitabilidad eléctrica en numerosos sistemas (Hagiwara y Byerly, 1981;
Bean, 1989; Bertolino y LLinas, 1992; Hille, 1992; Reuter, 1996). La primer evidencia de dos
corrientes de calcio con caracteristicas biofisicas distintas, las cuales se hipotetizo resultaban
de la entrada de Ca”" a través de dos proteinas estructuraimente diferentes, fue demostrada por
Hagiwara y sus colaboradores en los afios 70 (revisado por Hagiwara y Byerly, 1981). Estudios
subsiguientes en la ultima década confirmaron dicha hipétesis y han revelado que existen
diversos canales de Ca”* con una gran riqueza y complejidad estructural, lo que sugiere que
existe una especializacion funcional de los distintos canales de Ca®' (revisado por Catterall,
1995; Dunlap y col., 1995; Reuter, 1996). Esta diversidad esta ademas potenciada por la
cantidad de agentes que modulan, ya sea en forma directa o a través de proteinas G o de
reacciones de fosforilacion-defosforilacion, la actividad de los distintos canales presentes en
las membranas celulares (Scott y col., 1991; Dolphin, 1995). Durante la altima década se ha
vuelto cada vez mas evidente que ademas del rol fundamental que tienen los flujos de Ca’ en
la excitabilidad neuronal y la liberacion del neurotransmisor, los cambios en la [Caz’]im estan
involucrados en la regulacion de eventos tan diversos de la fisiologia celular como la
supervivencia neuronal, el crecimiento neuritico, la motilidad del citoesqueleto, la eficacia

sinaptica y la expresion de algunos genes (Ghosh y Greenberg, 1995).
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A pesar del alto grado de diversidad, los CCVD presentan un conjunto comin de elementos
estructurales. Los mismos han sido caracterizados principalmente en base a la purificacién de
canales de calcio a partir de los tubulos T del misculo esquéletico donde, a diferencia de lo
que ocurre en el sistema nervioso y en la mayoria de los tejidos, existe una elevada expresion
de canales de Ca®*. Los canales de Ca®* son complejos de proteinas heteroméricas compuestos
por una subunidad a,, que forma el poro por el cual permean los iones Ca®*, asociada con las
subunidades B y la a2-8. Existe una subunidad v, la cual solo se expresa en el musculo
esquelético (ver Catterall, 1995). La subunidad a; la cual es también sitio de unién de los
distintos agonistas y antagonistas de los CCVD, es una proteina de aproximadamente 175
kDa, que contiene 4 dominios homdlogos unidos por secuencias de aminoacidos que forman
bucles o “loops” intracelulares, cada uno de los cuales presenta seis regiones
transmembranales putativas (S1-S6). En analogia con los canales de Na' y en base al efecto de
ciertas mutaciones puntuales, se piensa que el sensor de voltaje estaria en el segmento S4, el
cual presenta residuos de lisina y arginina espaciados en forma regular, los cuales ante una
despolarizacion se desplazarian, debido a su carga positiva, hacia la cara externa de la
membrana favoreciendo una conformacion abierta del poro (ver Dolphin, 1995). Un “loop”
extracelular entre los segmentos S5 y S6 y que se dobla hacia adentro de la membrana,
conocido como horquilla SS1-SS2 formaria el recubrimiento de la cara interna del poro. Estas
regiones de la subunidad a, del canal de Ca®* presentan una elevada homologia con las
regiones de los canales de Na* y K* involucradas en las mismas funciones. En esta horquilla
SS1-SS2 existen cuatro residuos de glintamato que serian los responsables de la selectividad
del canal por el ion Ca** dado que mutaciones puntuales en cualquiera de ellos hace que se
pierda la selectividad por este ion pero que no se modifique el pasaje de 1ones monovalentes
(Ellinor, 1995). Los canales de Ca®* pueden también conducir Na* en ausencia de Ca’" pero
son altamente selectivos por el Ca’*, la presencia de concentraciones micromolares de Ca™*
impiden el pasaje de iones Na' a través del canal. Si bien la selectividad del canal es mayor
para el Ca?* que para el Ba®", la conductancia relativa es mayor para el Ba’* que para el Ca**
(Hille, 1992). La subunidad B, de aproximadamente 60 kDa, esta asociada al la o, del lado
citoplasmatico y tiene una estructura similar a las proteinas del citoesqueleto. Si bien la

expresion de la subunidad a, en oocitos o en lineas celulares es suficiente para obtener un
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canal funcional, la co-expresion de la subunidad o, con la B aumenta la amplitud de las
corrientes. También parece estar involucrada en la sensibilidad al voltaje y ser un factor
importante en la cinética de inactivacion del canal (Zhang y col., 1993; Stea y col., 1994). Las
subunidades a2-8, estan unidas por un puente disulfuro y co-purifican formando una unidad
de aproximadamente 125 kDA. Los estudios indican que la o, estaria ubicada
extracelularmente y unida por el puente disulfuro a la subunidad transmembranal & (ver
esquema mas abajo). Si bien la funcion de estas subunidades no se conoce con certeza, hay
evidencias de que, al igual que la subunidad B, cumplen importantes funciones regulatorias
(Bouron y col., 1995; Reuter, 1996). Las secuencias de genes derivadas inicialmente de los
canales purificados a partir del musculo esquelético, han permitido revelar que existe una
enorme diversidad estructural principalmente en las subunidades a; y . Las subunidades
son codificadas por al menos seis genes diferentes. Cinco de estos genes, se expresan en el
sistema nervioso, y se sabe que presentan ademas splicing alternativo. Al presente se conocen
al menos 19 subunidades a, estructuralmente diferentes, 16 de las cuales se expresan en el
sistema nervioso. Similarmente, hay al menos cuatro genes para las subunidades B, con los
cual la potencialidad para mayor heterogeneidad al combinarse es enorme (ver Catterall,

1995; Dunlap y col, 1995; Reuter, 1996).

Diversidad

La presencia en las membranas celulares de diversos tipos de CCVD fue en principio
establecida a partir de las distintas caracteristicas biofisicas (cinética de activacion,
inactivacion, conductancia, sensibilidad al voltaje) de las corrientes de Ca® tanto
macroscopicas como de canal unico, luego por diferencias en la sensibilidad de estas
corrientes a distintas toxinas y agentes farmacoldgicos, y mas recientemente confirmadas y
ampliadas por estudios bioquimicos y de clonado molecular. Un primer criterio para clasificar
los tipos de corrientes de Ca®* es a través de la sensibilidad al voltaje. Llinas y Yarom (1981),
en experimentos realizados en neuronas de la oliva inferior de mamiferos, describieron la
presencia de espigas de Ca’" de bajo umbral y de alto umbral de activacion. Registros de

. . . 2+
campo extracelulares, confirmaron la existencia de una corriente de Ca”™ de alto umbral de
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Modelo estructural de los canales de Ca** dependientes de voltaje.

A Esquema de la subunidad o, donde se distinguen los cuatro dominios (I, 11, III, IV) con sus correspondientes
regiones transmembranales putativas (S1, S2, S3, S4, S5, S6). B Esquema que representa la disposicion aparente
de las regiones transmembranales de la subunidad o, en la membrana plasmatica. C Esquema de la disposicién
aparente en la membrana plasmatica de las distintas subunidades (o, B, a,-8, y) que conforman a los CCVD.
Modelo realizado en base a estudios bioquimicos y de biologia molecular de los canales de tipo L de musculo
esquelético (ver Catterall, 1995). Este esquema es gentileza de V. Alvarez y O.D. Uchitel.
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activacion denominada HVA por “high voltage activated”, localizada en las dendritas de estas
neuronas y una corriente de bajo umbral de activacion denominada LVA por “low voltage
activated”, localizada en el soma. Aparte de esta primer gran subdivisién de los CCVD entre
los de bajo y alto umbral de activacion, entre los CCVD del tipo HVA se encuentran varias
clases de canales que si bien presentan varias caracteristicas biofisicas similares, pueden
discriminarse principalmente en base a su sensibilidad a drogas y toxinas especificas. En
mamiferos, los mismos han sido clasificados en los tipos L, N, P y Q (Bean, 1989; Bertolino y
Llinas, 1992; Sather y col., 1993, Randall y Tsien, 1995). Asimismo, actualmente se postula la
presencia de otro tipo de canal, el R, cuyo voltaje de activacion seria intermedio entre los
LVA y HVA (Wheeler y col., 1994a; Randall y Tsien, 1995; Fisher y Bourque, 1996). Ademas
de esta clasificacion en base a las caracteristicas biofisicas y farmacologicas, se ha realizado
una clasificacién en base a las distintas subunidades «, en las clases A-E y S (ver Tabla 1). En
base a las caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas de los distintos canales expresados en
oocitos y lineas celulares (Mori y col., 1991; Snutch y Reiner, 1992; Sather y col., 1993;
Zhang y col., 1993; ver Dunlap y col, 1995) y a estudios inmunohistoquimicos con
anticuerpos contra las subunidades o, (Westenbroek y col., 1992; Ousley y Froehener, 1994,
Westenbroek y col., 1995, ver Reuter, 1996), se ha podido, en algunos casos, correlacionar el

tipo de subunidad con el tipo/s de canal presente en algunos tejidos.

Las corrientes LVA, las cuales fueron llamadas “T” por transitorias fueron caracterizadas a
nivel macroscépico y de canal unico en las células del ganglio de la raiz dorsal en el pollo y la
rata (Carbone y Lux 1984, 1987a, 1987b; Nowycky y col., 1985). Los canales de tipo T solo
requieren una pequefla despolarizacién para activarse y llevan una corriente pequefia y
transitoria a potenciales negativos, la cual se inactiva rapidamente durante un pulso
prolongado. Esta corriente que se activa a aproximadamente los -50 mV, se halla totalmente
inactivada si se parte de potenciales de membrana menores que -60 mV. La inactivacion
desaparece progresivamente a potenciales mas negativos que -60 mV. Estas caracteristicas son
consistentes con la injerencia que tienen estos canales en la regulacion de la frecuencia de
disparo y de la actividad oscilatoria que presentan algunas neuronas (Llinds y Yarom, 1981).
La estructura del canal de tipo T no ha sido determinada, principalmente por la falta de

ligandos especificos. Estos canales no son sensibles a ninguna de las drogas o toxinas
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antagonistas de canales de Ca’* conocidos. Los canales de tipo T son sensibles a bajas
concentraciones de Ni**, al amiloride y al octanol y casi insensibles al Cd** bloqueante de

todos los canales de tipo HVA (Bertolino y Llinas, 1992).

Entre los canales de tipo HVA, los canales de tipo L o “long lasting”, llamados asi por
presentar una nula o escasa inactivacion, fueron descriptos por primera vez por Nowycky y
colaboradores (1985) en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal del pollo. Estos canales
presentan muy poca inactivacion durante un pulso de 200 ms, tienen una conductancia de
aproximadamente 25 pS, deben estar fosoforilados para activarse y se inactivan por Ca** en el
lado interno (Amstrong y Eckert, 1987). Las funciones de los canales de tipo L se relacionan
principalmente con la generacién de potenciales de accién, el acople excitacidon-contraccion
en el tejido muscular, la liberacion de neuropéptidos en la neurohipéfisis y con la liberacion
de adrenalina y noradrenalina en las células cromafines de la médula adrenal (Lemos y
Nowycky, 1989, Artalejo y col., 1992; Artalejo y col., 1994). Los CCVD de tipo L pueden
distinguirse del resto de los HVA por presentar una elevada sensibilidad a los agonistas y
antagonistas de la familia de las dihidropiridinas (DHPs). (Hess y col., 1984; Bertolino y
Llinas, 1992; Catterall y Striessnig, 1992). Los canales de tipo L del musculo esquelético
fueron los primeros canales de Ca’* en ser purificados, reconstituidos y clonados. La a,s esta
presente solo en musculo esquelético. La subunidad a,c, purificada a partir de musculo
cardiaco se expresa también en cerebro, aorta, traquea y pulmoén y en musculo esquelético
durante el desarrollo. La subunidad a,j, se expresa en pancreas, cerebro y riiion (revisado por

Perez-Reyes y Schneider, 1994).

Los canales de tipo N fueron descriptos por primera vez en las neuronas del ganglio de la raiz
dorsal del pollo (Nowyky y col, 1985, Fox y col., 1987a, 1987b) y llamados asi por “ni L ni T”
debido a que presentaban una conductancia y rango de inactivacion diferente. Estudios
posteriores mostraron que las caracteristicas biofisicas son muy similares a la de los canales
de tipo L, excepto que presentan una mayor inactivacion por voltaje. La farmacologia

caracteristica de los canales de tipo N es su insensibilidad a las DHPs y su alta sensibilidad a
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la w-conotoxina GVIA (0-CgTx) (McCleskey, 1987; Bean, 1989; Bertolino y Llinas, 1992;
Olivera y col., 1994). Un ro!l prominente de los canales de tipo N, es su participacion en la
liberacién del neurotransmisor en diversos sistemas (Olivera y col., 1994; Dunlap y col,,
1995). Las caracteristicas de los canales de tipo N se corresponden con los canales codificados
por la subunidad a,; (Dubel y col., 1992; Williams y col., 1992; Fujita y col., 1993). Estudios
de hibridizacién in situ en mamiferos indican que este tipo de canal tiene una distribucion
amplia y no uniforme en ¢l cerebro (Dubel y col., 1992; Fujita y col., 1993; Coppola y col.,
1994) y que no se expresa en tejidos periféricos (Dubel y col., 1992).

La primer evidencia directa de la existencia de un tercer tipo de CCVD de tipo HVA en el
cerebro de mamiferos fue provisto por la presencia de una conductancia de Ca®* insensible a
las DHPs y a la w-CgTx, y altamente sensible a una toxina extraida del veneno de araiias, la
FTX (Llinas y col., 1989). Este canal se llam6 P por haber sido descripto en las células de
Purkinje en las cuales > 90% de las corrientes de Ca’* HVA son de este tipo (Llinas y col.,
1989; Usowicz y col., 1992). Los canales de tipo P tienen una conductancia de 10 a 15 pS, la
inactivacién por voltaje es muy baja y son sensibles a la FTX, a la w-agatoxina IVA (-
AgalVA)y al Cd** ¢ insensibles a las DHPs y la ©-CgTx . En mamiferos, estos canales estan
mayoritariamente involucrados en el proceso de liberacién del neurotransmisor en el SNC
(Llinas y col., 1992b;, Wu y Saggau, 1994; Mintz y col., 1995) y en la placa neuromuscular
(Uchitel y col.,, 1992; Protti y Uchitel, 1993; Uchitel y Protti, 1994). Dada la elevada
expresion de los transcriptos a5 en las células de Purkinje (Mori y col., 1991; Westenbroek y
col., 1995) se cree que es esta la subunidad que codifica para el canal de tipo P. Sin embargo,
las caracteristicas farmacoldgicas y biofisicas de los canales nativos y en algunos casos la
distribucion celular no coinciden totalmente con la de los canales clonados y expresados en
oocitos y lineas celulares (Sather y col., 1993; Ousley y Froehner, 1994; Stea y col., 1994).
Esta discrepancia en las caracteristicas farmacolégicas entre los canales de tipo P nativos y los
canales codificados por la subunidad a5 y expresados en oocitos de Xenopus, llevé a la
determinacién de un nuevo tipo de canal, el de tipo Q, que se encuentra mayoritariamente en

las células grano del cerebelo (Zhang y col., 1993; Randall y Tsien, 1995). Los canales de tipo
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Q, solo se diferencian de los de tipo P por presentar una menor sensibilidad a la w-AgalVA y
un mayor grado de inactivacion por el voltaje (Zhang y col., 1993; Randall y Tsien, 1995).
Estudios inmunohistoquimicos y de hibridizacién in situ indican que la subunidad o, se
expresa predominantemente en el cerebro (cerebelo, hipocampo, bulbo olfatorio y médula
espinal), muy escasamente en el corazén y no esta presente en musculo esquelético, estomago
y rifiones (Mori y col., 1991; Stea y col., 1994, Westenbroek y col, 1995). Las diferencias
entre los canales de tipo P y Q podrian deberse a splicing alternativo de la subunidad a,,, a
modificaciones postraduccionales o a diferencias en la subunidad B asociada a la misma (Stea

y col., 1994).

Finalmente, también en las células grano de cerebelo, se detectd una fracciéon de corriente,
remanente luego de la aplicacion conjunta de nifedipina (bloqueante del tipo L), o-CgTx
(bloqueante del tipo N), w-Agal VA (bloqueante de los tipos P y Q) y w-MVIIC (bloqueante de
los tipos P, Q y N), a la cual se llamé de tipo R por ser “resistente” a todos los bloqueantes del
resto de los CCVD de tipo HVA conocidos. Ademas a diferencia del resto de los HVA, resulta
muy sensible al Ni*" (Zhang y col., 1993). Esta corriente de Ca®" requiere un voltaje de
activacién menor que la del resto de los canales ubicados dentro del grupo HVA (positivo a -
40 mV), y se 1nactiva rapidamente (20-30 ms) durante un pulso de voltaje a 0 mV (Zhang y
col., 1993; Randall y Tsten, 1995). Una de las subunidades a,;; expresada en oocitos resulta en
un canal cuyo voltaje de activacion es intermedio entre los HVA y los LVA y que es ademas
resistente a los bloqueantes de los CCVD de tipo L, N, P y Q (Ellinor y col., 1993; Soong y
col., 1993; Williams y col.,, 1994). En base a estas caracteristicas y a la presencia de
transcriptos de la subunidad a,;; en varias regiones del cerebro de mamiferos, incluyendo las
células grano del cercbelo (Soong y col., 1993; Williams y col., 1994), se postula que esta
subunidad podria codificar para el canal de tipo R (Randall y Tsien, 1995) pero esto es aun

altamente especulativo (Dunlap y col., 1995).



Tabla 1: Canales de Ca’* neuronales

Tipo T

Subunidad «,
clonada ?

Conductancia
de canal unico 8 pS
Voltaje de
Activacion
(mV)

<-70
(LVA)

Tasa de
Inactivacion rapida
Antagonistas

iones
inorganicos

DHPs
0-CgTx
w-AgalVA
FTX

®-MVIIC

Ni?*>>Cd?

L

ac
an

25 pS

<-10
(HVA)

lenta

Cd**>Ni*

++

N P
aB A
13pS  9-14-19pS
<-20 <-15
(HVA) (HVA)
moderada  casi nula
Cd**>Ni** Cd**>Ni*
++
++
++
+ +
(*2)

Q

o)A
16 pS
(*1)
<-15
(HVA)

moderada

Cd2+>NiZ+

n.d.

au.;?

n.d.

<-40

rapida

Ni**~Cd?

n.d.

Tabla que resume algunas de las caracteristicas biofisicas y farmacologicas de los distintos tipos de CCVD y su
correlacion con las subunidades a, clonadas y expresadas en sistemas heterdlogos. Los datos para construir esta
tabla fueron sacados de Tsien y col., 1988; Bertolino y Llinas, 1992; Usowicz y col., 1992; Mintz y col., 1992a,b;
Zhang y col., 1993, Randall y Tsien., 1995; Olivera y col., 1994; Dunlap y col., 1995.
Tasa de inactivacion: rapida < 50 ms; moderada 50-100 ms; lenta > 500 ms
(* 1) conductancia de canal unico se refiere solo a la de la subunidad a, 4 expresada en oocitos de Xenopus

(*2) La cinética del bloqueo de los canales de tipo N es de caracter rapido y reversible mientras que la de los
CCVD de tipo “no-N" resulta muy lenta y casi irreversible (McDonough y col., 1996).

n.d. = no determinado
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Herramientas farmacolégicas para el estudio de los canales de Ca”™

Evaluar las consecuencias funcionales de la enorme diversidad estructural de los canales
i6nicos y receptores es uno de los desafios de la neurociencia y el uso de drogas y toxinas
como sondas especificas es una estrategia ampliamente utilizada para este fin. Uno de los
primeros ejemplos del uso de drogas y toxinas como estrategia para discriminar canales
idnicos parte de los experimentos de electrofisiologia en axones, donde las acciones selectivas
de la tetrodotoxina (TTX), extraida del pez “Fugu” y la saxitoxina (STX), extraida de
dinoflagelados marinos, sobre los canales de Na® y del tetraetilamonio (TEA) sobre los
canales de K", confirmaron las predicciones de Hodgkin y Huxley de que en las membranas
existian vias de acceso selectivas para el Na® y para el K* (Narahashi y col., 1967). Desde esos
experimentos pioneros, drogas como las dihidropiridinas y toxinas de diversa especificidad
han sido los instrumentos para la purificacion y posterior clonado de los canales de calcio de
tipo L (DHPs) (Tanabe y col., 1987, Perez-Reyes y col., 1990) y de tipo N (0-CgTx)
(McEnery y col., 1991; Witcher y col., 1993), del receptor de glicina (estricnina) y la
elucidacion de las proteinas presentes en los terminales nerviosos involucradas en la
liberacion vesicular del neurotransmisor (toxinas botulinica y tetanica, latrotoxina) (Betz,

1991; Jahn y Siidhof, 1994).

La farmacologia de los CCVD es extremadamente compleja lo cual se pone en evidencia por
la enorme diversidad de iones y compuestos organicos que pueden alterar sus propiedades y
por las diversas formas en que los agentes farmacoldgicos interactuan con los CCVD. Los
iones y ligandos se pueden unir tanto a sitios regulatorios intracelulares o extracelulares no
asociados con el poro i6nico como a sitios dentro del poro y obstruir el acceso al mismo (Scott
y col., 1991). El flujo de Ca’" a través de los CCVD puede ser inhibido por varios cationes que
incluyen al Mg?* , Mn?* |, Co?*, Cd**, Ni** , Zn™*, Gd’" y La’", los cuales en muchos casos se

unen a sitios dentro del poro y compiten por los sitios con el Ca’* (Lansman y col., 1986).
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Drogas untagonistas de los canales de Ca*'

Existen tres clases principales de compuestos organicos bloqueantes de canales de Ca®*: las
fenilalquilaminas, las dihidropiridinas y las benzotiazepinas. La mayoria de estos compuestos
afectan principalmente a los canales de tipo L, y varios de ellos se utilizan cominmente en el
tratamiento de varios desordenes cardiovasculares Las propiedades funcionales de los canales
de tipo L son moduladas en forma muy compleja por estas drogas que actiian en diversos sitios
receptores presentes en la subunidad « del canal. De estos tres grupos de drogas cominmente
utilizadas como ligandos de los canales de tipo L, las dihidropiridinas (DHPs), tanto
antagonistas (i.e., nifedipina, nitrendipina, nicardipina) como agonistas (i.e., Bay K 8644, PN
202-791 y CGP 28-392), son los compuestos mds selectivos y los que permitieron purificar,
caracterizar y clonar a los canales de tipo L (revisado por Catterall y Striessnig, 1992; Rampe

y Kane, 1994).

Las DHPs modulan la actividad de los canales de tipo L y su capacidad para ejercer su efecto
modulatorio es dependiente del voltaje. Estas drogas pueden actuar como activadores o
inhibidores y los pares enantioméricos c¢jercen muy a menudo efectos opuestos en la funcion
del canal. Estudios electrofisiolégicos a nivel de canal unico, conjuntamente con el uso de
distintos agonistas y antagonistas de la familia de las DHPs, han permitido identificar tres
tipos 0 modos de “gating” del canal (transiciones moleculares de la proteina canal entre los
distintos estados cerrados, y el estado abierto). En base a estos estudios, se observd que la
unién de las DHPs, tanto agonistas como antagonistas, al canal no taponan el poro sino que
favorecen uno o mas modos de “gating” del canal. En el modo de “gating”de tipo 1, el canal
tiene una baja probabilidad de apertura a voltajes hiperpolarizados pero la misma aumenta
considerablemente a grandes despolarizaciones. En el modo de tipo 2 el canal presenta una
elevada probabilidad de apertura (> 0.7) aun a potenciales relativamente negativos. El modo 0
o nulo se refiere a una situacion en la cual el canal no se halla disponible para activarse por
voltaje (Hess y col., 1984). Las DHPs con caracteristicas agonistas puras favorecerian el modo
de tipo 2, mientras que los antagonistas puros el modo de tipo 0. Entre estos extremos se

encuentra un amplio rango de efectos mixtos producidos por estas drogas. Las DHPs se unen a
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un sitio receptor que se encuentra en una regiéon hidrofobica de la cara extracelular de la

subunidad a; (Catterall y Striessnig, 1992).

Estructuras representativas de las drogas antagonistas de los canales de Ca®*
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Toxinas derivadas del veneno de animules predadores como herramientas farmacologicas

El uso de venenos para capturar a las presas represcnta una estrategia global de un animal para
incapacitar a otro, por ende no es sorprendente que las neurotoxinas derivadas de los venenos
de animales predadores scan extremadamente potentes. Las neurotoxinas presentan una alta
especificidad para los distintos subtipos de canales o receptores. Esto podria ser una ventaja
para el predador, particularmente si la velocidad con que se paraliza a la presa en cuestion
resulta una caracteristica adaptativa de importancia. Si se restringe el “binding” de la toxina a
los receptores mas relevantes para el movimiento, esto haria que la presa quedara paralizada
rapidamente con solo unas pocas moléculas de toxina. Asi, en los venenos de animales
predadores debe haber una fuerte seleccion para toxinas de alta especificidad (Adams y

Olivera, 1994). Los canales idnicos y receptores de mamiferos se examinan utilizando
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neurotoxinas aisladas de diferentes animales venenosos cuyas presas estan taxonémicamente
muy alejadas de los sistemas bioldgicos en estudio. Si bien las toxinas presentan una marcada
especificidad para los distintos subtipos de canales, lo cual sugiere que los mismos estdn muy
conservados y podrian ser evolutivamente muy antiguos, debe tenerse en mente que todas las
toxinas naturales evolucionaron para funcionar en un contexto bioldgico especifico. Esto
significa que no debe asumirse que la especificidad farmacoldgica de las toxinas va a
permanecer constante en todos los contextos experimentales en los cuales se las utilice y que
si bien las neurotoxinas son excelentes herramientas como ligandos de alta afinidad, los
resultados deben ser interpretados con cuidado (Adams y Olivera, 1994; Olivera y col., 1994;

Olivera y col., 1995).

Toxinas derivadas del veneno de caracoles marinos

Los caracoles marinos del género (‘onus producen una bateria de péptidos pequefios, ricos en
puentes disulfuro, antagonistas de los canales de Ca®, conocidos como omega conotoxinas.
Las omega conotoxinas no son los unicos componentes paralizantes del veneno de estos
caracoles. En la especie Conus geogruphus se conocen al menos otras dos familias de toxinas,
las a-conotoxinas, que tienen como blanco a los receptores nicotinicos de Ach (Hopkins y
col., 1995) y las p-conotoxinas que inhiben a los canales de Na® sensibles a voltaje,
preferencialmente a los que se expresan en el musculo (Mcintosh y col., 1995). En otras
especies de Conus también se producen otras familias de toxinas como las 3-conotoxinas que
bloquean la inactivacion del canal de Na®, las conantokinas cuyo blanco es el receptor de
NMDA vy la conopresina que se une al receptor de vasopresina (revisado por Olivera y col,,

1994; Olivera, 1995).

Las omega conotoxinas han sido purificadas, secuenciadas y luego quimicamente sintetizadas
a partir de seis especies diferentes de (‘onus predadoras de peces (Olivera y col., 1995), de las
cuales las mé4s comunmente empleadas son las que provienen de las especies Conus

geographus (w-conotoxinas GVIA y GVIIA), Conus mugus (w-conotoxinas MVIIA, MVIIB,
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MVHC y MVIID) y Conus striatus (w-conotoxinas SVIA y SVIB). Los omega conopéptidos
son péptidos muy basicos, que contienen entre 24 y 29 residuos de aminoacidos. El producto
inicial de la traduccién del mRNA es un precursor que debe sufrir varias modificaciones
postraduccionales para dar el péptido maduro. Todas las w-conotoxinas contienen seis
residuos de cisteina unidos formando tres puentes disulfuro. Existe una elevada variabilidad
entre las distintas w-conotoxinas producidas por una misma especie y entre las producidas por
las distintas especies Conus. Sin embargo esta estructura de puentes disulfuro, asi como una
glicina en el residuo 5 estan altamente conservados (ver Tabla 2). A pesar de esta escasa
homologia entre las conotoxinas de las distintas especies (solo 30% si se descuentan los
residuos de cisteina), cn algunos casos como es el de la w-conotoxina GVIA de Conus
geographus y la w-conotoxina MIIVA de Conus Magus, compiten por el mismo sitio y
producen los mismos efectos fisiologicos en la mayoria de los sistemas filogenéticos en los
cuales han sido estudiadas (Olivera y col., 1994). Las w-conotoxinas han sido iodinadas con
151,y estos derivados han sido ampliamente utilizados para ensayos de “binding”,
autoradiograficos y para estudios bioquimicos de “cross-linking”, que han permitido
identificar la localizacion anatomica de los canales de Ca®* (Cruz y Olivera., 1986; Olivera y
col., 1987, Kristipati y col., 1993; Haak y col., 1993). Derivados biotinilados fluorescentes de
estas toxinas han servido como marcadores de la localizacion de los canales de Ca’* a nivel de
las zonas activas de algunos terminales sinapticos (Robitaille y col., 1990; Robitatlle y col.,

1993; Haydon y col., 1994; Sugiura y col., 1995).
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Conus geographus
GVIA
GVIIA

Conus magus

MVIIA
MVIIB
MVIIC
MVIID

Conus striatus

SVIA
SVIB

Tabla de Oliveray col., (1994
4-trans-hidroxiprolina. Las lct

Tabla 2: Secuencias de las ®-conotoxinas

CKSOGSSCSOTSYNCCR-SCNOYTKRCY™*
CKSOGTOCSRGMRDCCT-SCLLYSNKCRRY *

CKGKGAKCSRLMYDCCTGSC-~RSGKC*
CKGKGASCHRTSYDCCTGSC--NRGKC*
CKGKGAPCRKTMYDCCSGSC-GRRGKC*
CQGRGASCRKTMYNCCSGSC-~-NRGRC*

CRSSGSOCGVTSI-CC~-GRC~-~YRGKCT*

CKLKGQSCRKTSYDCCSGSC-GRSGKC*

). Los asteriscos indican que ¢l extremo C terminal esté amidado. La letra O designa a la
ras cn negrila indican los residuos conscrvados.

La siguiente es la estructura con puentes disulfuro presente en todas las w-conotoxinas:

La w-conotoxina GVIA

(w-CgTx) fue aislada a partir de la especie C. geographus por Olivera

y col. (1984). Esta toxina, que en mamiferos ejerce un bloqueo total e irreversible, fue

utilizada extensivamente para estudiar y caracterizar los canales de tipo N en diversos

sistemas (Kerr y Yoshik

ami, 1984; McCleskey y col., 1987; Bertolino y Llinas, 1992; Olivera

y col., 1994; Dunlap y col., 1995; Reuter., 1996). Asimismo, los canales clonados formados
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por la subunidad a,;; son fuertemente antagonizados por la w-CgTx (Williams y col., 1992,
Fujita y col, 1993). Esta toxina fue ademas utilizada como sonda molecular para la
purificacién y reconstitucién del canal de tipo N de cerebro de rata (McEnery y col,, 1991,
Witcher y col., 1993). A pesar de ser una toxina altamente selectiva para los canales de tipo N,
hay evidencias de que en algunos casos esta toxina bloquea corrientes a través de canales
sensibles a las DHPs, aunque en forma reversible, por lo cual se la consideraba un bloqueante

de canales de tipo Ny L (McCleskey y col., 1987, Hirning y col., 1988).

Actualmente se utilizan estrategias de clonado molecular utilizando como sondas secuencias
homologas de los péptidos ya aislados. De esta manera, utilizando secuencias de genes
clonados a partir de una biblioteca de cDNA del conducto venenoso de C. magus fueron
identificadas y luego sintetizadas las omega conotoxinas MVIIC y MVIID, o-MVIIC y o-
MVIID, respectivamente (Hillyard y col., 1992; Monje y col., 1993; Kristipati y col., 1993).
Estas dos toxinas, al igual que la ®-CgTx, tienen como blanco los canales de tipo N. Sin
embargo no son muy selectivas dado que ademas son efectivas para unirse a los sitios “no-N”
presentes en membranas purificadas a partir de cerebro de rata (Monje y col,, 1993).
Asimismo, bloquean corricntes HVA tanto sensibles como insensibles a la w-CgTx e
insensibles a las DHPs (Hillyard y col., 1992; Randall y Tsien, 1995; Tottene y col., 1996), por

lo cual se las considera bloqueantes de los canales de tipo N, Py Q.

Toxinas derivadas del veneno de araiias

Hasta el momento se han examinado los venenos de unas pocas especies de araiias y solo el
veneno de la arafia americana Agelenopsis aperta ha sido estudiado en detalle. Como en el
caso de los Conus, el veneno de esta arafia contiene una mezcla de toxinas dirigidas a
maltiples blancos moleculares de la placa neuromuscular de insectos: las poliaminas, entre las
que se encuentran la FTX y las a-agatoxinas, bloqueantes de canales de Ca’" y de receptores
de glutamato (Llinds y col., 1989; Scott y col, 1992), respectivamente, y las toxinas

polipeptidicas entre las que se encuentran las p-agatoxinas, activadoras de los canales de Na*
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neuronales y las w-agatoxinas, antagonistas de los canales de Ca™* presinapticos (Adams y

col., 1990; Olivera y col., 1994).

La primera toxina aislada a partir del veneno de A. apertu, fue un componente de bajo peso
molecular al cual se llamo FTX. Se observé que esta toxina presentaba efectos bloqueantes
sobre las corrientes de Ca’* insensibles a la ©-CgTx y a las DHPs. Llinas y col, (1989)
mostraron que esta toxina era capaz de inhibir los potenciales de tipo “plateau” y las
conductancias de tipo HVA de Ca®* en las células de Purkinje y la transmision sinaptica en el
calamar. A partir de estos experimentos se describié y caracterizé a los canales de tipo P que
son responsables de >90% de las corrientes HVA de las células de Purkinje (Llinas y col.,,
1992b, Usowickz y col., 1992). La estructura molecular de la FTX se estudid por
espectrofotometria de masa y bombardeo atdmico rapido, a partir de lo cual se concluyoé que
era una poliamina de bajo peso molecular (Cherksey y col., 1991). A pesar de que la
estructura de la FTX no ha podido ser determinada con exactitud, se construyd, en base a la
estructura putativa que se muestra a continuacion, un analogo sintético, la SFTX-3.3, aducto
sintetizado a partir de espermidina y arginina, que solo se diferencia de la estructura putativa
por presentar un carbonilo oxigeno, el cual no pudo ser eliminado durante el proceso de
sintesis. Utilizando esta toxina sintética, se pudo purificar una proteina de membrana del
cerebro de mamiferos y del cerebro de calamar que al ser incorporada en bicapas lipidicas
tenia caracteristicas similares a las descriptas para los canales de tipo P nativos de las células
de Purkinje (Cherksey y col., 1991; Llinas y col., 1992b). Con esta proteina purificada se
produjo un anticuerpo policlonal que reacciond positivamente con las dendritas y porciones
terminales de los axones de las neuronas de Purkinje de cerebelo y en otras areas del cerebro,
como hipocampo, corteza, bulbo olfatorio, tdlamo, protuberancia, habénula y oliva inferior
(Hillman y col., 1991). Esta toxina sintética presenta un perfil farmacologico similar a del la
nativa (Cherksey y col., 1991, Llinas y col., 1992b; Uchitel y col., 1992), sin embargo su
selectividad por los canales de tipo P no esta clara dado que se ha reportado que la sFTX
bloquea corrientes de tipo T (Scott y col., 1992) ademas de otras corrientes de tipo HVA

(Brown y col., 1994; Norris y col., 1996).
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Estructura putativa de la FTX natural (Llinds y col., 1992)

, PN
HN ' NH,

C - HN

H2N

Las w-agatoxinas son un grupo heterogéneo de polipéptidos de entre 7 y 10 kDa. Las w-
agatoxinas de “Tipo I” como la w-AgalA, w-AgalB y la w-AgalC son similares en tamaiio (7
kDA) y secuencia de aminodacidos y son todas heterodimeros con 10 residuos de cisteina. Las
de “Tipo II” como la w-AgallA y la w-AgallB tienen un tamaiio de ~9 kDa y presentan poca
similitud en la secuencia de aminoacidos con las de Tipo I. Ambos grupos son potentes
antagonistas de la transmision neuromuscular en los insectos y su aplicacién conjunta produce
un efecto sinérgico consistente con su selectividad por distintos blancos (Adams y col., 1990).
Utilizando como ensayos el desplazamiento del “binding” de la ['Z1]e-conotoxina GVIA vy la
inhibicion de la captacion de *>Ca’* estimulada por alto K* en sinaptosomas purificados a
partir del cerebro de aves y mamiferos, se encontraron otros componentes del veneno de 4.
aperta con capacidad para unirse selectivamente a distintos tipos de canales de Ca’*. Entre
estas w-agatoxinas se encuentran, las de Tipo Il como la w-AgalllA (Mintz y col., 1991,
Venemay col., 1992; Ertel y col., 1993; Mintz, 1994) y las de tipo IV como la w-AgalVA y o-
AgalVB (Mintz y col., 1992b; Adams y col., 1993), que no se habian detectado previamente
dado que no eran efectivas para bloquear la transmision sindptica en insectos. La w-AgalVA
no desplaza el “binding” de la ['*’IJo-conotoxina GVIA ni inhibe la captacién de *’Ca’* en
aves y, al igual que las w-conotoxinas MVIIC y MVIID, es muy efectiva para bloquear la
captacion de Ca’* en sinaptosomas de cerebro de rata (Mintz y col., 1992b; Hillyard y col.,

1993, Alvarez-Maubecin y col., 1995).

Las w-agatoxinas de tipo 1V, son polipéptidos de 48 aminoacidos, las mas pequefias de todas

las w-agatoxinas, con secuencias que presentan muy poca homologia con las de tipo 1 a Ill y
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su farmacologia es opuesta la farmacologia que presenta la w-conotoxina GVIA, indicativo de
poca superposicion en los blancos preferenciales de ambas toxinas. La w-agatoxina IVA fue
luego caracterizada como un bloqueante selectivo de los canales de tipo P, ya que era capaz de
bloquear las corrientes insensibles a la w-CgTx GVIA y a las DHPs en neuronas de Purkinje
de cerebelo con elevada sensibilidad (K4 de 1-2 nM) (Mintz y col., 1992a,b). Mas
recientemente, se encontraron corrientes de Ca>* de tipo HVA, en los canales que se expresan
en oocitos a partir de la subunidad a,, y en las células grano del cerebelo de mamiferos, que
son antagonizadas por la w-AgalVA con menor sensibilidad (K4 90-200 nM). Estas son las
corrientes llamadas de tipo Q (Zhang y col., 1993; Randall y Tsien, 1995). La w-AgalVA, w-
agatoxina que ha podido ser sintetizada con éxito, es un polipéptido de 48 aminoacidos, cuya
efectividad para bloquear las corrientes de Ca’* es idéntica a la de la toxina nativa (Mintz y
Bean, 1993). Una secuencia conservada presente en todas las toxinas antagonistas de los
canales de Ca®*, y que les confiere una estructura caracteristica, es el arreglo espacial de los
residuos de cisteina que forman los puentes disulfuro (Kim y col., 1995). La secuencia de

aminoacidos y la estructura de puentes disulfuro que presenta la w-AgalVA son las siguientes:

KKKCIAKDYGRCKWGGTPCCRGRGCICSIMGTNCECKPRLIMEGLGLA

I
C C CC CXC  CEC-

Estudios recientes en los cuales se determing la estructura tridimensional de la w-AgalVA por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, muestran que presenta un plegamiento
similar al de otras w-agatoxinas y al de la w-conotoxina GVIA (Kim y col., 1995). A pesar de

la baja homologia que presentan las secuencias primarias, estas dos toxinas presentan una gran
similitud en la localizacion de las estructuras secundarias en sus estructuras tridimensionales.
En base a estudios funcionales realizados con el extremo C-terminal completo y truncado de
la w-AgalVA, Kim y col., (1995) sugieren que la especificidad de esta toxina para bloquear
canales de tipo P estaria en un segmento hidrofébico presente en el extremo C-terminal de

esta toxina y el cual esta ausente en la secuencia primaria de la w-conotoxina GVIA.
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Canales de Ca®" involucrados en la transmisién sindptica

Debido al pequefio tamafio, y en muchos casos al dificil acceso, de la mayoria de los
terminales nerviosos, solo en pocos casos ha sido posible identificar la participacién de uno u
otro de tipo de canal en el proceso de liberacion por medio de técnicas electrofisiologicas de
fijacion de voltaje en los terminales sinapticos. La identificacion de los canales de Ca®* que
median la transmision sindptica, proviene principalmente de la sensibilidad farmacologica del
proceso de liberacion evaluado mediante el uso neurotransmisores marcados radioactivamente
o, mediante el registro de los potenciales de campo extracelulares o de potenciales y/o
corrientes de placa intracelulares en la postsinapsis. El uso de drogas y toxinas selectivas para
los distintos tipos de CCVD, ha permitido evidenciar que existe una gran diversidad en los

canales involucrados en la liberacion del neurotransmisor en los distintos sistemas estudiados.

La primer evidencia de que existian diferencias en los tipos de canales asociados al proceso de
liberacién proviene de los experimentos realizados con la @w-CgTx en la placa neuromuscular
de vertebrados, en los cuales se encontrd que esta toxina era muy efectiva en bloquear la
transmisién sinaptica en la rana y que carecia de efectos en el raton, mientras que las DHPs no
resultaban efectivas en ninguno de los dos sistemas (Kerr y Yoshikami, 1984; Sano y col.,
1987). Esta falta de efecto de la w-CgTx en la transmisidn sindptica en la placa neuromuscular
del raton contrastaba con el hecho de que esta toxina al ser inyectada en forma intracranial en
el cerebro de mamiferos producia un sintoma caracteristico de temblores en el animal
inyectado (Olivera., 1985), lo cual indicaba que en el SNC habia posiblemente canales
sensibles a la w-CgTx relacionados con la transmision sinaptica, como fue luego ampliamente
comprobado (ver Olivera y col., 1994; Dunlap y col., 1995). Asimismo, se reporté que la -
CgTx no era capaz de bloquear la contracciéon muscular en conejos pero era altamente efectiva
para bloquear este fenémeno en aves (Yoshikami y col., 1989; De Luca y col., 1991). Luego se
descubrio que la FTX, toxina capaz de bloquear corrientes de Ca®" insensibles a DHPs y o-

CgTx en el cerebro de mamiferos, era capaz de bloquear la transmision sinaptica en el
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calamar, la cual era también insensible a la w-CgTx y a las DHPs (Llinas , 1989). La FTX
resulté también muy efectiva para antagonizar la transmisiéon sinaptica en la placa
neuromuscular del ratdn, por lo cual se postulé que los CCVD involucrados ¢n la liberacion
del neurotransmisor en la placa neuromuscular de mamiferos son los canales de tipo P
(Uchitel y col., 1992). Estudios posteriores realizados con la w-AgalVA y la «w-MVIIC
sugieren que los mismos podrian ser de tipo P o de tipo Q (Protti y Uchitel., 1993; Bowersox y
col., 1995; Hong y Chang, 1995; Sugiura y col., 1995; Protti y col., 1996; Wright y Angus,
1996). A diferencia de lo que ocurre en la placa neuromuscular de la rana y del raton donde
los canales de tipo L no tienen una participacién relevante en condiciones normales (Sano y
col., 1987, Atchinson, 1989), en la placa neuromuscular del lagarto, el proceso de liberacion
es bloqueado por la w-CgTx y por la nifedipina e incrementado por el Bay K, lo cual indica
que en esta preparacton los canales de tipo L participan junto con los de tipo N en el proceso

de liberacion del neurotransmisor (Lindgren y Moore, 1989; 1991).

En los sistemas simpaticos el canal dominante que media la liberacion de noradrenalina es ¢l
canal de tipo N. Tanto la ®-CgTx como la w-MVIIA tienen efectos hipotensores debido a la
inhibicion de la liberacion de norepinefrina de la inervacion simpatica del sistema vascular
(Pruneau y Angus, 1990). En células cultivadas del ganglio cervical superior de rata, la
liberacion de adrenalina es completamente bloqueada por w-CgTx pero no por las DHPs
(Hirning y col., 1988). En la transimisién sinaptica simpatica periférica en ratas y ratones, se
ha postulado que los canales sensibles a la w-AgalVA pueden tener participacion en caso de
bloqueo de los canales de tipo N por alta frecuencia de estimulacion (Wright y Angus, 1996).
Asimismo, se ha reportado que la liberacion del neurotransmisor a partir de neuronas
parasimpdticas esta controlada principalmente por canales de tipo N y en menor grado por
canales de tipo P y Q (Waterman, 1996). En mamiferos, en las células cromafines de la
médula adrenal, la liberacion de catecolaminas estd mediada principalmente por entrada de
Ca’" a través de canales sensibles a las DHP, quiescentes en condiciones normales pero

reclutados por condiciones que favorezcan la fosforilacion, y en menor medida, por canales
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sensibles a la w-CgTx, a la FTX y a la w-AgaVA (Artalejo y col., 1992, 1994; Duarte y col,,
1993).

En neuronas centrales, hay abundante evidencia que apoya la participacion de los canales de
tipo Ny Py Q en la exocitosis del neurotransmisor. Asimismo hay evidencias de que el grado
de participacién de uno u otro tipo de canal varia en las distintas regiones y segun las
condiciones fisiologicas a las cuales estén sujetos y que, en algunos casos, mas de un tipo de
canal puede participar en el control de la liberacion en un mismo sitio. Existe consenso de que
los canales de tipo L no estan involucrados en la liberacion del neurotransmisor a nivel del
SNC dada la ineficacia de las DHPs para bloquear el proceso de liberacion en la mayoria de
los sistemas estudiados (Takahashi y Momiyama, 1993; Wheeler y col., 1994a,b; Dunlap y
col, 1995; Mintz y col., 1995; Reuter, 1995; Reuter, 1996). La unica excepcion conocida hasta
el momento es la liberacion de pe’ptides de los terminales gigantes de la neurohipofisis,
la cual esta mediada por entrada de Ca®" a través de canales de tipo L y N (Lemos y Nowicky,
1989). En estudios bioquimicos realizados en rebanadas de tejido o en sinaptosomas cargados
con neurotransmisores marcados radioactivamente, se ha demostrado que la w-CgTx es un
potente inhibidor de la liberacion de glutamato y de acido y-aminobutirico en el hipocampo,
de Ach de la corteza, de dopamina en el estriado y de noradrenalina del hipocampo (revisado
por Dunlap y col., 1995). Aunque la w-CgTx tiene gran potencia (ICs, ~1-10 nM), el bloqueo
que ejerce en mamiferos es parcial (~30%). Contrariamente, en sinaptosomas aislados a partir

2

de cerebro de ave, la 0-CgTx inhibe casi completamente la captacion de *>Ca’* estimulada

por K* (Alvarez-Maubecin y col., 1995). Los estudios electrofisiologicos, si bien mostraron en
algunos casos un porcentaje mayor de bloqueo por la ®-CgTx en algunas regiones del cerebro,
sobre todo en la transmision inhibitoria gabaérgica, reafirmaban la nociéon de que multiples
tipos de CCVD participan en el proceso exocitético (Luebke y col., 1993; Takahashi y
Momiyama, 1993; Wu y Saggau, 1994). Se ha encontrado que los canales sensibles a la w-
AgaVA (CCVD de tipo P y Q) se hallan muy relacionados con las exocitosis en el SNC. En
sinaptosomas de cerebro de rata la captacion de *Ca’ y la liberacion de [*H)glutamato y
[3H]dopamina dependientes de Ca**, son inhibidas con un ICsq de 20-30 nM por la @-AgaVA,

la cual a concentraciones saturantes de 100-200 nM produce un bloqueo del 50-70% (Turner y
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col., 1992, 1993; Mintz y col, 1992b). Este mismo efecto se¢ observa en estudios
electrofisioldgicos en rebanadas de tejido en los cuales se ha reportado que esta toxina inhibe
tanto eventos excitatorios como inhibitorios en un 80-90% (Luebke y col., 1993; Takahashi y
Momiyama, 1993). Estudios realizados en la sinapsis entre las células grano y las células de
Purkinje de cerebelo de rata, en los cuales se monitorearon las corrientes postsinapticas
conjuntamente con las variaciones de calcio en la presinapsis sugieren, en base a los efectos
del Cd¥', la ©-CgTx y la w-AgalVA, que muiitiples tipos de canales ejercerian un control
sinérgico sobre cada sitio activo de liberaciéon (Mintz y col., 1995). En estudios realizados en
células de hipocampo de rata en cultivo (Reuter, 1995), en los cuales se utilizé el colorante
fluorescente impermeable FM1-43, el cual puede incorporarse a las vesiculas sinapticas
durante la endocitosis y es luego lhiberado durante la exocitosis (Betz y col, 1992), se ha
podido monitorear la liberacion a partir de botones presinapticos identificados. Mediante el
uso de las toxinas w-CgTx y w-AgalVA y del colorante fluorescente sensible al Ca®* Fluo-3,
se encontr6 que la distribucion de los canales de Ca®* no era homogénea en los distintos
botones y que la exocitosis estaba controlada en algunos botones por canales de tipo Py Q y
en otros por canales de tipo P, Q y N (Reuter, 1995). En experimentos realizados en rebanadas
de tejido obtenidos de la region del hipocampo de rata, también se encontré que la aplicacion
conjunta de ©-CgTx y w-AgaVA a concentraciones saturantes para bloquear los canales Ny P,
respectivamente, no logra inhibir completamente la transmision glutamatérgica (Takahasht y
Momiyama, 1993; Wheeler y col., 1994a,b) y que la misma es inhibida por elevadas
concentraciones de w-MVIIC, bloquea.nte de los canales N, P y Q (Wheeler y col., 1994a,b).
En base a estos estudios y al uso de diferentes patrones de estimulaciéon y agentes
moduladores, Whecler y col (1994a), postulan que los canales involucrados en la transmision
glutamatérgica entre las neuronas de la region CA3 y CAl del hipocampo serian de tipo N y
de tipo Q, con un grado de participacioén que varia segun las condiciones fisiologicas en que se

encuentre el tejido.

Estas evidencias muestran que existe una gran diversidad en cuanto al grado de inhibicién y a

la potencia con la cual las distintas toxinas afectan el proceso de liberacion en las distintas
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especies. Esta variabilidad puede, en algunos casos, reflejar genuinamente diversidad en los
tipos de canales involucrados y en otros, puede deberse a diferencias en la accién y
especificidad de las toxinas en los distintos sistemas filogenéticos (revisado por Olivera y col,,
1994). Asimismo, en un mismo sistema, se han observado diferencias en la potencia con la
cual algunas toxinas bloquean el proceso de liberacion con respecto a la potencia con la cual
afectan las corrientes de Ca’* (revisado por Dunlap y col., 1995). Ademas de las diferencias
debidas a la complejidad del proceso de liberacion en si mismo y a las condiciones
experimentales, una de las fuentes posibles de variabilidad es el hecho de que en general, las
corrientes de Ca®* son evaluadas en los somas neuronales y/o en sistemas heter6logos y no se
sabe si en los terminales sindpticos se expresan los mismos tipos de canales de Ca®".
Recientemente, se han detectado diferencias tanto en los tipos de canales de Ca’* como en la
cinética de un mismo tipo de canal, definido farmacolégicamente, entre el soma y los
terminales sindpticos de las neuronas magnocelulares de la neurohipoéfisis (Fisher y Bourque,
1996). Como puede apreciarse, la elucidacion de los tipos de canales acoplados al proceso de
liberacidn del neurotransmisor es un campo de estudio complejo € interesante, el cual esta en
permanentemente revision ante la disponibilidad de nuevas toxinas y de técnicas, tanto
electrofisiologicas como bioquimicas y moleculares, que permiten realizar una mejor

discriminacion de los diversos tipos de canales de Ca>* presentes en los terminales sinapticos.
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Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar, utilizando métodos electrofisiolégicos y
farmacolégicos, los distintos tipos de CCVD involucrados en la transmision sindptica en la

placa neuromuscular de vertebrados.

Se estudiaran la placa neuromuscular del ratén y de la rana adultos, apuntando a elucidar las
similitudes y diferencias en los CCVD que median la entrada de Ca®* necesaria para que se

produzca la liberacién de Ach en distintas especies de vertebrados.

Se estudiard, en el raton, la farmacologia de los CCVD involucrados en la transmision
sindptica en terminales motores recientemente formados. Esto apunta a investigar si los
cambios que ocurren en la transmision sindptica durante la reinervacion de la placa
neuromuscular son acompadados por cambios en los tipos de CCVD acoplados al proceso de

liberacion del neurotransmisor.

Para realizar esta caracterizacion se evaluara el efecto de diferentes drogas y toxinas
antagonistas de los CCVD sobre distintos aspectos de la liberacién del neurotransmisor. Se
estudiara asimismo, el efecto de los antagonistas de los CCVD sobre las corrientes
perineurales de Ca® (Ic.) y de K™ activadas por Ca®* (Ixca)- Esto apunta a correlacionar el
perfil farmacolégico de la liberacion del neurotransmisor con los tipos de canales presentes

en las membranas de estos terminales motores.
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Animales

Para los experimentos en la placa neuromuscular de mamiferos, tanto normal como en
reinervacion, se utilizaron ratones macho adultos de la cepa Swiss de 30-40g de peso corporal.
Hasta el momento de su utilizacion, se los mantuvo en el bioterio bajo un régimen de 12 horas

de luz-oscuridad, con agua y alimento balanceado ad /ibitum.

Para los experimentos en la placa neuromuscular de anfibios se utilizaron ranas toro, R.
cataesbiana de 40-60 g de peso corporal. Hasta el momento de su utilizacion, estos animales
fueron mantenidos en una pileta con agua, a temperatura ambiente y alimentados, una vez por

dia, con pellets de alimento balanceado.

Preparaciones

Placa neuromuscular normal de ratdn: Se sacrificé a los animales por medio de una sobredosis
de anestesia (tribromoetanol al 2% en H,O bidestilada, 0.3 ml/10g de peso corporal, i.p.) y
posterior desangrado. Se removié el musculo levator auris con el nervio motor que lo inerva.
El levator auris es un muasculo superficial que se ubica inmediatamente debajo de la piel que
cubre la parte dorsal de la cabeza y cuello. Es un musculo fino de 2 o 3 capas de fibras y
consta de una parte cranial y una caudal. Las fibras de la parte cranial surgen de las espinas de
las primeras cuatro vértebras y se extienden transversalmente hacia la parte anterior de la base
de la auricula donde se insertan. Las fibras de la parte caudal se extienden desde la cuarta y
quinta vértebras cervicales hasta la parte posterior de la base de la auricula. Ambas partes son
inervadas por la rama auricular posterior del nervio facial que corre junto a la arteria auricular
posterior y alcanza al misculo en su parte caudal, cerca de la auricula (Angaut-Petit y col,,
1987). Se cuidé de extraer el nervio en forma intacta y dejando un cabo de extension
suficiente para facilitar la succion y estimulacién del mismo. Para la diseccién fina, el
musculo fue inmediatamente transferido a una caja de Petri con base de Sylgard que contenia
una solucién de Ringer normal para raton de la siguiente composicién: (en mM) NaCl, 137,
KCl, 5; CaCl,, 2; MgSO,, 1, NaHCOs, 12; NaH,PO,, 1, D-glucosa, 11, bajo burbujeo
constante con carbogeno (95% O,, 5% CO,), pH = 7.2, temperatura ambiente (19-22 °C). La
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preparacion se transfirié luego a una cadmara de acriclico, con base de vidrio cubierta con
Sylgard, para registros electrofisiologicos. El masculo se monté sobre el Sylgard y sujetandolo
con alfileres de diseccion, se lo estiré al maximo de su extensién con el objeto de obtener una

buena separacion entre los fasciculos.

En algunos de los experimentos en los cuales se evalué la liberacién evocada de
neurotransmisor en condiciones normales, se utilizé también la preparacion frénico-diafragma
del ratén (en la seccion de resultados del Capitulo 1 se especifica la preparacion con la cual se
trabajo en cada caso). El procedimiento utilizado para su disecciéon y montado en la camara de

registros electrofisiologicos fue el mismo que el descripto para el levator auris.

Placa neuromuscular de ratdn en regeneracion: Los ratones fueron anestesiados
(tribromoetanol al 2% en H,O bidestilada, 0.15 ml/10g de peso corporal, i.p.) y luego se
procedié6 a la desnervacion del musculo levator auris izquierdo. Se realizd una pequeiia
incision en la piel que cubre la parte posterior de la auricula, se localizé el nervio bajo la lupa
de diseccion y se realiz6 la desnervacion por medio de una compresiéon del mismo, con una
pinza de diseccion, durante 20-30 s. La compresion del nervio se realizé a una distancia de
aproximadamente Imm de su entrada al musculo. Inmediatamente luego de la compresion al
nervio, s¢ cerré la incision en la piel con un punto de sutura. Los animales fueron luego

mantenidos en el bioterio con el mismo régimen que los animales control.

En estas condiciones, a las 48 hs de la operacién no se registré actividad sinaptica. La
interrupcion de la transmision sindptica fue constatada por ausencia de contraccton muscular
ante un estimulo al nervio motor y ausencia de potenciales de placa evocados y espontaneos.
La transmision sindptica se reanuda aproximadamente a los 6-8 dias de la desnervacién. Se
trabajo con musculos en reinervacion en los estadios temprano (8-18 dias), intermedios (25-35
dias) y tardio (> 60 dias). Para la diseccién del musculo en el momento de realizar el

experimento, se procedié de la misma manera que la descripta para la preparacion de placa

neuromuscular normal.

Placa neuromuscular normal de rana: Se sacrificé a los animales por doble puncion (cerebral-
medular). Se removio el muisculo cutaneous pectoris con ¢l nervio motor que lo inerva

(pectoralis proprius). El cutaneous pectoris es un musculo fino (2 o 3 capas de fibras
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musculares) y superficial que se ubica inmediatamente debajo de la piel que cubre la parte
ventral del torax del animal. Para su diseccion y posterior montado en la camara de registros
electrofisiologicos se siguieron los procedimientos descriptos en el item 1. La solucion de

Ringer normal para anfibios utilizada fue de la siguiente composicién: (en mM) NaCl, 115;

KCl, 2; CaCl,, 1.8; Hepes, 5, pH 7.3.

Registros electrofisiolégicos

La camara de registros, sobre la cual se monta la preparacion a estudiar, se coloca sobre la
platina del microscopio del sistema de registros electrofisiologicos. Para los registros de
potenciales de placa evocados y espontaneos se utilizaron técnicas convencionales con
microelectrodos intracelulares. Los microelectrodos fueron preparados a partir de capilares de
borosilicato de aluminio con microfilamento (A-M Systems, Inc. #6030) en un estirador de
pipetas marca David Kopf, modelo 700 C y luego llenados con solucion de KCI 3M. En estas
condiciones la resistencia de los mismos vario entre 10 y 20 MCQ. Para los registros
extracelulares en el perineuro de las ramas finas del nervio motor (registro de corrientes
presinapticas) se utilizaron microelectrodos extracelulares preparados de la misma forma que
los intracelulares pero llenados con solucion de NaCl 2M, la resistencia de los mismos varid

entre 5y 15 MQ.

Esquema de una preparacion nervio-misculo de ratén

Registro extracelular
(corriente perineural)

Registro intracelular
(EPP, MEPP)
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El microelectrodo de registro se conecto al cabezal de un amplificador Axoclamp 2A. Como
referencia se utilizé un electrodo de Ag-AgCl distante, conectado a la solucién del bafio via un
puente de agar (agar 3.5% en 115 mM NaCl o 137 mM NaCl, dependiendo de si la solucién
del bafio era Ringer normal para rana o ratén, respectivamente). El cabezal del amplificador se
halla montado sobre un micromanipulador que permite realizar movimientos finos del
microelectrodo en los tres ejes del espacio. La salida del Axoclamp 2A (Vm = 10x) fue
amplificada 100x en un amplificador Axon Instruments, modelo Al 2020. La sefial de salida
de este amplificador fue visualizada en un osciloscopio Tektronik 5113 y al mismo tiempo
enviada, via una interfase analdgico-digital, a una computadora para su posterior analisis. En
algunos casos, los registros fueron digitalizados por medio de un sistema PCM (Medical

System Corp.) y grabados en una videograbadora Sony Betamax.

Tanto para los registros de potenciales de placa evocados neuralmente como para los registros
de corrientes perineurales se estimulé el nervio mediante un electrodo de succion. Estos
electrodos se construyeron con pipetas de vidrio de tamaiio adecuado al grosor del cabo del
nervio a fin de que este quedara firmemente succionado, evitindose asi fugas de corriente.
Para la generacion de pulsos de estimulacion se utilizd6 un conversor analdgico-digital,
controlado por una computadora, para disparar el estimulo en la unidad aisladora. Esta unidad
de estimulacion se halla acoplada al electrodo de succion, el cual se montd sobre un
micromanipulador que permite movimientos del electrodo en los tres ejes del espacio. La
generacion de pulsos y adquisicion de. seilales se realizaron por computadora, a través de un

conversor A/D-D/A Tecmar Labmaster, con el programa PCLAMP, version 5.5.

Liberacion de neurotransmisor evocadu por estimulacion del nervio

Luego de succionar el nervio motor con el electrodo de estimulacion, se estimulé el nervio
con pulsos de 0.01 ms de duracion, variandose la amplitud del estimulo hasta encontrar el
umbral para la contraccion del musculo. Luego de determinar el umbral, se trabajé con una

amplitud de estimulo supramaxima (5-10x el umbral).
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En los casos en los cuales se utilizaron soluciones de Ringer normal (tanto para mamiferos
como para anfibios), la contracciéon muscular fue suprimida con d-tubocurarina (d-Tc),
antagonista del receptor nicotinico de acetilcolina (Ach). La concentracion de d-Tc fue
graduada de manera tal que las amplitudes de los potenciales de placa evocados fluctuaran
entre los 0.5 y 4 mV. Este rango de amplitudes proporciona una adecuada relacion seflal-ruido
y asimismo evita tener que corregir la amplitud de los potenciales de placa por sumacién no
lineal (McLachlan y Martin, 1981). En los casos en los cuales se utilizaron soluciones de bajo
calcio, no fue necesario el uso de d-Tc para suprimir la contraccion muscular ya que la misma
se inhibe luego de unos minutos de incubacién de la preparacion en soluciones con una baja
relacion Ca®*/Mg®* En todos los casos, se comenzaron los registros de potenciales de placa

luego de 30-40 min de incubacion de la preparacion en la solucidn de trabajo correspondiente.

El microelectrodo de registro se insert6 en las fibras musculares en las regiones de las placas,
identificadas mediante el seguimiento visual de las ramificaciones finas del nervio motor (ver
Esquema). La correcta ubicacion del microelectrodo respecto de la placa neuromuscular, se
evalud por el tiempo que tarda el potencial de placa en alcanzar su amplitud maxima (Z;,si4.).
Se descartaron todos aquellos registros en los cuales el /4,4, contabilizado entre ¢l 10 y el
90% de la excursion temporal total (desde el pie al pico del potencial de placa) fuese mayor
que | ms. Se descartaron también todos aquellos registros en los cuales el potencial de reposo
(Vm) de la fibra muscular fuese < -60 mV. En los estadios tempranos de la reinervacién (8-
12d), solo se descartaron los registros con un Z;,4, > 1.3 ms y con un Vm < -50 mV. En todos
los casos, se descartaron todos aquellos registros en los cuales la variacion del Vm fuese > §

mV durante el periodo de adquisicion.

Cada experimento se realizé al menos dos veces y se evaluaron las respuestas de al menos 10
fibras por musculo (a menos que se indique otra cosa) en cada una de las diferentes
condiciones experimentales que se especifican en la seccion de Resultados. Todos los
experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (excepto aquellos en los cuales se
especifica la temperatura de trabajo), la cual variaba entre los 19 y 23 °C. En algunos
experimentos se controlé la temperatura (+ 1 °C ) de la solucion del bafio en la camara de

registros por medio de dispositivos termoeléctricos Peltier.
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Para todas las preparaciones utilizadas, la solucion del bafio fue cambiada cada 30 min por
solucion fresca burbujeada con O, (Ringer para rana) o con carbégeno (Ringer para raton).
Ademas, los experimentos con musculos de raton (tanto controles como en reinervacion)

fueron realizados bajo burbujeo constante con carbogeno (95% O,, 5% CO,).

Evaluacion del contenido cudntico de la liberacion

Para la evaluacion del contenido cuantico (m), numero medio de cuantos liberados por
impulso nervioso, de la respuesta evocada en soluciones de Ringer normal se utilizé el método
de la varianza (Martin, 1966). Como el niumero de cuantos en el potencial de placa fluctian de
acuerdo a la ley de Poisson, bajo condiciones constantes, se puede derivar /m a partir de la
varianza de las amplitudes de los potenciales de placa (EPPs) y de la media de las amplitudes

de los mismos.
m=(Xepp): 1 ((0krp) - (Oruico));

donde X.pp es la amplitud media de 50-100 potenciales de placa sucesivos y 6upp Y Gpido SON
la desviacion estandar de las amplitudes de los potenciales de placa y del ruido,
respectivamente. La varianza del ruido se midié utilizando intervalos de tiempo iguales a los

utilizados para obtener la media y la varianza de la amplitudes de los EPPs.

Luego de haber incubado la preparacion durante 30-40 min en solucion de Ringer normal con
la concentracion adecuada de d-Tc, se procedié de la siguiente manera: una vez impalada la
fibra muscular en la zona de placa, se estimul6 el nervio a una frecuencia de 0.5 Hz y se
registraron 50-100 EPPs. Se descartaron los primeros 20-30 potenciales previos a la
adquisiciéon de los 50-100 potenciales que se utilizaron para el andlists. Dado que un
requerimiento importante para la utilizacion del método de la varianza, es que la varianza
medida solo refleje las fluctuaciones debidas a la naturaleza estadistica del proceso de
liberacion, ademds de descontar la varianza producida por el ruido en cada registro, se
descartaron los primeros potenciales de!l tren de estimulacion a fin de evitar la varianza debida
a la disminucion de la amplitud de los EPPs que ocurre al comienzo de la estimulacién, ya sea

por variaciones en el tamaifio del cuanto o por fluctuaciones en el m (Hubbard y col., 1969).
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Para la evaluacion de los valores de contenido cuantico en condicion control (sin bloqueantes
de CCVD) se trabajé a una concentracion final de d-Tc de entre 1 y 1.6 uM (musculos
normales de ratén); 0.5 y 1.2 uM (musculos en reinervacion de raton) y de 3-4 uM (musculos
de rana). Se registré la actividad sinaptica en 10 fibras en ausencia de bloqueantes de CCVD,
luego se cambi6 la solucion del baiio por una solucion conteniendo el bloqueante de CCVD a
estudiar y, luego de al menos 1 hr de incubacidn, se registro la actividad sinaptica en otras 10
fibras. En los casos en los cuales se utilizaron varias concentraciones del bloqueante, las
mismas fueron aplicadas en forma creciente y siempre se evaluaron las fibras tratadas luego
de al menos 1 hr de incubacién en presencia de la concentracion correspondiente. Con el
objeto de obtener una buena relacion seilal-ruido, la concentracion de d-Tc utilizada en los
registros en presencia de bloqueantes de CCVD fue reducida de acuerdo al grado de bloqueo
observado a menos que se quisiese evaluar el efecto del bloqueante sobre las amplitudes de
los EPPs, casos en los cuales la concentracion de d-Tc no fue modificada a lo largo del
experimento. En algunos experimentos, aquellos en los cuales se muestra el efecto de alguno
de los bloqueantes de CCVD sobre una fibra muscular en particular, la droga o toxina se
agreg6 directamente a la soluciéon del baflo para evitar movimientos del electrodo y

variaciones en el Vm.

Para la evaluacion del contenido cuantico en soluciones de bajo calcio se utilizaron el método
directo y el método de las fallas (Martin, 1966). El método utilizado en cada caso se
especifica en la seccion de Resultados. El método directo es un método que se basa en el
hecho de que los potenciales miniatura representan a las unidades cudnticas que conforman el
potencial del placa evocado (del Castillo y Katz, 1954b). En los experimentos en los cuales se
evalué el contenido cuantico por el método directo, se incubd la preparacién (cutaneous
pectoris de rana toro) durante 30 min en una solucion de bajo Ca’* (0.6 mM) y elevado Mg**
(6 mM), el resto de los componentes y su concentracion en la solucién del bafio fueron los
mismos que los utilizados para preparar la soluciéon de Ringer normal. Una vez impalada la
fibra muscular en la zona de la placa, se registraron 100 potenciales de placa espontaneos
(MEPPs) y luego 50-100 potenciales de placa evocados (EPPs) a 0.5 Hz, descartandose, como

se menciond en el item anterior, los primeros 20-30 potenciales del tren. El contenido

cuantico se calculd de la siguiente manera:
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m = Xypp | Xysipp

donde X.pp es la media de las amplitudes de los potenciales de placa evocados por
estimulacion del nervio y X, zpp €s la media de las amplitudes de los potenciales espontaneos
o miniatura. Las amplitudes de los potenciales de placa evocados y espontaneos se corrigieron

al valor de Vm promedio de las fibras musculares de la preparacién en estudio.

El método de las fallas es un método estadistico que, al igual que el método de la varianza, se
basa en la distribucion de Poisson. En este caso se utiliza otra propiedad de esta distribucion.
La proporcion esperada de veces en las cuales la variable toma el valor x esta dada por e™
m*/x!. En el caso particular en que este valor es 0, es decir que no hay potencial de placa o que
ocurre una “falla” en la liberacion del transmisor ante un estimulo, esto se convierte en e™.

Por lo tanto el contenido cuantico (m) puede estimarse a partir de:
m=1In (N/xg)

donde N y x, representan, el nimero total de estimulos sucesivos por ensayo y el numero de

veces en el cual no se observa potencial postsinaptico ante un estimulo, respectivamente.

En los experimentos en los cuales se utilizd el método de fallas, la preparacién (frénico-
diafragma de ratén) se incubé durante 30 min en una solucién de bajo Ca’* (0.9 mM) y
elevado Mg** (7 mM), el resto de los componentes y su concentracion en la solucion del bafio
fueron los mismos que los utilizados para preparar la solucion de Ringer normal. Una vez
impalada la fibra muscular en la zona de la placa, se dieron 100-200 estimulos sucesivos a una
frecuencia de 0.5 Hz, contabilizdndose el nimero de estimulos para los cuales no habia

respuesta postsinaptica (falla).

En ambos casos, método directo o de fallas, se registrd la actividad sinaptica en 10 fibras en
ausencia de bloqueantes de CCVD, luego se cambi6 la solucion del bafio por una solucién con
la concentracion a estudiar del bloqueante de CCVD y luego de al menos 1 hr, se registré la
actividad sinaptica en otras 10 fibras. En los casos en los cuales se utilizaron varias
concentraciones de bloqueante, las mismas fueron aplicadas en forma creciente y siempre se
evaluaron las fibras tratadas luego de al menos 1 hr de incubacién en presencia de la

concentracion correspondiente del bloqueante.
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Liberacion espontdnea del neurotransmisor

Una vez disecada la preparacion y montada en la camara de registros electrofisioldgicos, se
procedio de la forma descripta para el registro de los potenciales evocados, excepto que en
esle caso no se succiond el nervio motor ni se agregd d-tc para inhibir la contraccion
muscular. Se utilizaron las soluciones de Ringer normal descriptas y en algunos casos también

las de bajo Ca’* y elevado Mg’

Una vez impalada la fibra muscular en la zona de la placa, se registraron los potenciales
miniatura durante periodos adecuados para obtener entre S0 y 200 eventos por fibra. De
acuerdo a la preparacion estudiada, este periodo varitaba entre 1 y 10 min. Se estudié la
actividad espontanea solo cuando los potenciales miniatura presentaban un £, < 1 ms
(excepto en los musculos en reinervacion tempranos, en los cuales se aceptaban todos
aquellos con un £, < 1.3 ms). Cuando se estudié la amplitud de los potenciales miniatura,
se descartaron todos aquellos registros en los cuales el Vm de la fibra muscular fuese < -60
mV (< -50 mV para los musculos en reinervacién tempranos) y/o la variacion del Vm fuese >

5 mV durante el periodo de adquisicién.

Se registrd la actividad sinaptica en 15 fibras en la soluciéon control (sin bloqueantes de
CCVD), se cambid luego la solucion del bafio por una solucion conteniendo la concentracién
de bloqueante de CCVD a estudiar, se esperaron al menos 40 min y se procedio a registrar la
actividad sinaptica en otras |5 fibras. En algunos casos se midi¢ la frecuencia de aparicion de
los potenciales miniatura directamente 'de la pantalla del osciloscopio, en otros casos, la sefial

fue digitalizada y grabada para su posterior analisis.

Liberacion de neurotransmisor evocada por alto potasio extracelular

El tratamiento de la preparacion y el registro de los potenciales miniatura se realizaron de la
manera arriba descripta. Se incubd la preparacion en solucién de Ringer normal, se midid la
frecuencia de aparicion de las seiiales en 15 fibras (como minimo). Luego se cambid la
solucion del bafio por una solucién de Ringer con una concentracion de K* elevada (12-20

mM), se esperaron 30 min y s¢ procedio a registrar la frecuencia en 15 fibras. Luego se
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cambid la solucién del bafio por una solucién con la misma concentracion de potasio con el
agregado del bloqueante de CCVD. Se esperaron al menos 40 min y se registré la frecuencia
de potenciales miniatura en 15 fibras. La frecuencia de potenciales miniatura evocada por alto
potasio es aquella medida en la solucion de alto potasio a la cual se le resta la frecuencia

medida en la solucién de Ringer normal.

Andlisis de los datos

En los casos en los cuales se expresan los valores de contenido cuantico, frecuencia y/o
amplitud de potenciales miniatura como porcentajes del control, el valor de 100% fueron la
media y el error estindar obtenidos en ausencia de bloqueantes de CCVD en todos los
experimentos realizados bajo una dada condicion. El porcentaje remanente en presencia de
una dada concentracion de CCVD se realizé con respecto a la media del control de cada

experimento. Los datos se expresan como media + error estandar de la media.

El ajuste de los datos experimentales de las curvas dosis-respuesta se realizé mediante una
funcién sigmoidea con pendiente variable de la forma: y = 100/(1 + (10"((log ICsy - x)ny));
donde y = % del valor control (considerado como 100%) en presencia del antagonista de
CCVD, x = log[antagonista de CCVD] y ny = coeficiente de Hill. Para estos ajustes se utilizd

el programa GraphPad Prism, version 1.3 (GraphPad Software, Inc.)

La significancia estadistica (expresada en valores de p en las secciones de Resultados) se
evalué mediante el Test de ¢ de Student, de dos colas y para datos no pareados. Para realizar

estos analisis se utilizd el programa GraphPad Instat tm (GraphPad Software, Inc.)
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Corrientes presindapticas

Las preparaciones utilizadas para realizar estos registros fueron el levator auris de raton
(normal y en reinervacion) y el cutaneous pectoris de rana. Una vez disecada la preparacion y
montada en la camara de registros electrofisioldgicos, se procedid, como se especificd
previamente, a la succion del nervio motor con el electrodo de estimulacion y a la evaluacion
del estimulo umbral para la contraccion del musculo. Luego se cambid la solucion del baifio
por una solucion de Ringer normal conteniendo entre 20 y 50 uM d-Tc para inhibir la
contraccion muscular y evitar cualquier contribucién postsinaptica a los registros perineurales.
Se utilizé la técnica de registro perineural descripta por Gundersen y col., (1982) y
perfeccionada por Mallart (1984, 1985). La misma consiste en insertar un microelectrodo
llenado con NaCl 2M en la vaina perineural de la ramas finas del nervio motor en las
cercanias de las zonas de las placas. Las seflales que se registran con un electrodo en esta
posicién no son exactamente ‘“‘corrientes de membrana” sino que reflejan los cambios de
conductancia que se producen en los ultimos nodos de Ranvier y en los terminales sinapticos
como consecuencia de la estimulacion del nervio. En esta localizacion, las corrientes
generadas en los terminales, las cuales circulan a través de la resistencia del perineuro
provocando una caida de tensidon en el electrodo de registro, se recogen con polaridad
invertida. En todos los casos, las deflexiones positivas sefialan positividad en el electrodo de
registro, por lo tanto, una corriente saliente en el terminal se vera como una deflexién negativa

en el sitio de registro y una corriente entrante, como una deflexion positiva.

Para estudiar las corrientes de calcio (I¢,), la preparacién se incubé durante 30 min en
solucidn de Ringer normal, con el agregado de d-Tc y bloqueantes de los canales de potasio
dependientes de voltaje (gK,) y de los canales de potasio dependientes de calcio (gKc,). Las
soluciones particulares para aislar la I¢, en las distintas preparaciones, y las combinaciones y
concentraciones de los bloqueantes de los canales de potasio utilizadas, se especifican en las
secciones de Resultados. Para el estudio de las corrientes de potasio activadas por calcio (Ixc,)
se trabajo6 en presencia del bloqueante de los canales gK,, DAP (0.5 - 1 mM). En los casos en
los cuales el agregado de bloqueantes de los canales de potasio provocaba disparos repetitivos

se agrego a la solucion del baiio procaina (50-200 uM). Como tanto la amplitud y la forma de
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la seffal varian de acuerdo a la posicién del electrodo respecto de los terminales sinapticos y
con la calidad del sello entre el electrodo y el perineuro, los registros (control y tratado) se
obtuvieron sin cambiar la posicion del electrodo. Los bloqueantes fueron agregados
directamente a la solucion del baio luego de haberse registrado una sefial control que se
mantuviese estable durante 10 min. La frecuencia de estimulacion utilizada en cada caso se

especifica en las secciones de Resultados.

Esquema de la circulacién de las corrientes en el perincuro de un terminal motor.

(Modificado de Redman y Silinsky, 1995).

1. Corricntes longitudinales locales asociadas con ¢l polencial de accion.

2. Corriente que sc produce por la entrada de Na' en los altimos nodos de Ranvicr.

3. Corricnte que se produce debido a la salida de K' ¢n la zona pre-terminal y (crminal.

4. Corriente que solo sc observa en presencia de bloqueantes de los canales de K' y que se debe a la entrada de Ca®' en los

terminales.
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Muateriales y Métodos

Reactivos, Droguas y Toxinas

La toxina FTX fue purificada y provista por R.R. Llinds y B.D. Cherksey (Dept. of Physiology
& Bipophysics, New York University, N.York, USA). Debido a que no se conoce con
exactitud la estructura de la FTX, las concentraciones empleadas se expresan en forma de
dilucién (ul/ml). Las omega conotoxinas »-CgTx y la ®-MVIIC se compraron a Peptides Int.
Co (Louisville, KY40224, USA) y a RBI (Natik, MA, USA). La w-AgalVA, la ®-MVIID y la
ChTx fueron generosamente provistas por Nicholas Saccomano (Pfizer Inc., Eastern Point
Rd., Grotton, CT 06340), Baldomero Olivera (Dpto. de Biologia, Universidad de Utah, Salt
Lake City, Utah, USA) y Ramoén Latorre (Dpto. de Biologia, Facultad de Ciencias Basicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile), respectivamente. La nitrendipina se compro en
Research Biochemicals Intermational, RBI (Natick, MA, USA). La isradipina (+ PN200-110)
fue generosamente provista por RBl como parte del Chemical Synthesis Program of the
NIMH, Contract NOIMH30003. El tribromoetanol se compré en Aldrich (Milwakee, WI,
USA). La d-tubocurarina (d-Tc), la procaina, la 3,4-diaminopiridina (DAP), el cloruro de
tetraetilamonio (TEA) y todos los otros reactivos utilizados fueron de grado analitico y se

compraron a Sigma Chemicals Co. (St. Louis, Mo, USA).
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Capitulo 1

Antecedentes y objetivos especificos

En la placa neuromuscular normal de mamiferos, la liberacion evocada del neurotransmisor
parece ser mediada solamente por CCVD del tipo P. Esta suposicion se basa en el fuerte
efecto inhibitorio que ejercen la FTX (Uchitel y col., 1992), la w-AgalVA (Protti & Uchitel,
1993; Hong y Chang, 1995; Bowersox y col., 1995) y la o-MVIIC (Bowersox y col., 1995;
Sugiura y col,, 1995) y en la insensibilidad del proceso de liberacién a la acciéon de la w-CgTx
(Sano y col., 1987; Protti y col., 1991; Protti y Uchitel, 1993; Wright y Angus, 1996) y a las
dihidropiridinas (Atchinson, 1989). Consistentemente con las evidencias de la participacién
de los canales de tipo P en la liberacion, las corrientes presinapticas de Ca®" resultan sensibles
a la w-AgalVA (Protti y Uchitel., 1993), a la ©-MVIIC (Lin y Lin-Shiau, 1995) e insensibles a
las DHPs (Penner y Dryer, 1986) y a la w-CgTx (Anderson y Harvey, 1987; Uchitel y Protti,
1994).

El objetivo de esta parte del trabajo fue continuar con el estudio de los CCVD involucrados en
la liberacién de Ach en la placa neuromuscular de mamiferos. Con este fin se evaluaron los
efectos de los bloqueantes de CCVD de tipo P y Q, (w-AgalVA), P, Q y N (o-MVIIC y w-
MVIID), N (0-CgTx) y L (nitrendipina) sobre la liberacién del neurotransmisor en la placa
neuromuscular de ratones adultos. El efecto de la w-AgalVA y la ®-MVIIC se evalu6 también

sobre las corrientes presindpticas de calcio (I¢,) y de potasio activadas por calcio (Ixc,).

Resultados

Accibn de los bloqueantes de CCVD sobre la liberacién de neurotransmisor evocada por

estimulacién nerviosa
Caracteristicas de los potenciales de pluca evocados (EPPs) por estimulacion nerviosa.

Dado que la cantidad de neurotransmisor liberado por impulso nervioso presenta un elevada

dependencia con la [Ca®*].. y con la corriente de Ca’* a través de los CCVD (Dodge y
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Rahamimoff, 1967, Augustine & Charlton, 1986), a fin de caracterizar los tipos de CCVD
involucrados en el proceso de liberacion, se evaluo el efecto de los distintos bloqueantes de
CCVD sobre el contenido cuantico de los potenciales sinapticos. Para evitar la contraccion
muscular y poder evaluar los potenciales sindpticos, se utilizaron dos tipos de tratamientos,
disminucion de la respuesta postsinaptica mediante la utilizacion del antagonista colinérgico
curare (d-Tc) (Figura 1A) o disminucion de la probabilidad de liberacién por medio de la
disminucion del [Ca’*].. y aumento del [Mg?*]. (Figura 1B). En la solucién de Ringer
normal se obtienen EPPs de amplitud disminuida por el efecto del curare pero de contenido
cuantico normal, en cambio en la solucion de bajo calcio-alto magnesio se disminuye la
amplitud como consecuencia de una disminucion del contenido cudntico y se producen,

asimismo fallas en la liberacion (ver del Castillo y Katz, 1954b, Martin, 1966).

A Ringer Normal B Bajo Ca*"-alto Mg?

I mV /

Figura 1: Potenciales de placa (EPPs) evocados por estimulacién nerviosa. Sc muestran registros representativos del tipo
de respucstas que se obticnen ante la estimulacion del ncrvio motor con pulsos dc voltaje supramaximos (Amplitud ~ 10 volts
durantc 0.01 ins) a una frecuencia de 0.5 Hez en solucion de Ringer normal en presencia de d-Tc (A) y en solucién de bajo calcio-
alto magnesio (B). En A, EPPs obtenidos en el musculo levator auris en solucion de Ringer normal en presencia de d-Te | pM;
m = 110.6 (cvaluado por cl método de la varianza). En B, EPPs obtenidos en ¢f musculo diafragma en Ringer contenicndo Ca®
0.9 mM y Mg?' 6 mM; m = 3 2 (cvaluado por ¢l método de fallas). Notese que aparccen algunas (allas en la liberacion (auscncia
de EPP ante ¢l cstimulo). En ausencia de d-Tc sc pucden obscrvar los potencialcs miniatura espontincos (MEPPs) que aparecen
cn forma no sincronica con ¢l cstimulo (flechas). Para mayor claridad, sc redujeron los artcfactos del cstimulo. El registro
mostrado c¢n B fuc oblenido por los alumnos de la materia Fisiologia del Sistema Nervioso durante cl trabajo prictico de
Transmision Sindptica rcalizado ¢l 29/11/96.
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Efecto de los bloqueantes de CCVD sobre la liberacion evocada en solucion de Ringer

normal.

Se evaluaron los efectos de bloqueantes de CCVD del tipo P, Q, N y L sobre la liberacion
evocada de neurotransmisor en solucion de Ringer normal ([Ca®*]. 2 mM). La liberacién
evocada resulté fuertemente antagonizada tanto por la w-AgalVA (100 nM) (bloqueante del
tipo P y Q) como por las omega conotoxinas o-MVIIC (I uM) y o-MVIID (3 puM)
(bloqueantes del tipo P, Q y N), e insensible a la ®-CgTx (5 pM) y a la nitrendipina (10 y 20
uM), bloqueantes de los CCVD de los tipos N y L, respectivamente (Figura 2). Estos
resultados muestran que todos aquellos bloqueantes que tienen como blanco los CCVD de
tipo P y Q resultaron efectivos, mientras que los bloqueantes especificos para los canales de
tipo N o L no presentaron efectos significativos sobre la liberacion. El fuerte efecto inhibitorio
de la -AgalVA y de la ®-MVIIC, asi como la falta de efecto de la @-CgTx y la nitrendipina
estan de acuerdo con datos previamente reportados (Sano y col., 1987; Atchinson, 1989; Protti
y col., 1991; Protti y Uchitel, 1993; Bowersox y col., 1995; Hong y Chang, 1995; Wright y
Angus, 1996).

120 —

100 —

80 —

60 —

40

20 —

Contenido cuantico (% del control)

\ kS
D  o-MVIIC

& AR

©-CgTx _ Nitrendipina o-AgalVA _ 0-MVII

Figura 2: Efecto de los bloqueantes de CCVD sobre la liberacién evocada. Las [ibras control [ucron evaluadas en solucion
de Ringer normal (1.2-1.8 uM d-Tc). Las [ibras tratadas fucron cvaluadas en los mismos musculos luego de 1 hr de incubacion
con ¢l bloqueante de CCVD respectivo. La @-AgalVA(100 nM), ©-MVIID (3 uM) y la @-MVIIC (1 pM) redujeron fuertemente
la respuesta. La -CgTx (5 pM) y la nitrendipina (20 pM) no tuvieron cfecto. Los resultados con las w-conotoxinas se
obtuvieron en ¢l diafragma (control m = 73.02 + 4,30); los de @-AgaVA y nitrendipina cn ¢l levator auris (control m = 105.5 +
8.5). Cada barra representa la media + E.S. de los valores obtenidos en 2-4 preparaciones nervio-musculo. (*) p < 0.0001.
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Tanto la w-AgalVA como la ®-MVIIC y la ©-MVIID afectaron significativamente la varianza
de las amplitudes de los potenciales de placa provocando, en algunos casos, fallas en la
liberacion (Figura 3). Ninguno de los bloqueantes de CCVD utilizados afecté el potencial de

membrana de reposo de las fibras musculares ¢l cual fluctuaba entre los -60 y -80 mV.

o-MVIID

0.5mV

w-AgalVA 2ms o-MVIIC

Figura 3: Efecto de las toxinas w-Agal VA, -MVIIC y o-MVIID sobre los EPPs. Registros representativos de 50 EPPs
succsivos cvocados a 0.5 Hz. Notese que tanto la w-AgalVA como la -MVIIC y la w-MVIID redujeron las amplitudes de los
potenciales de placa y aumentaron su varianza con respeclo a los valores oblenidos en registros control. A (in dc oblener una
mayor relacion scilal-ruido, las concentraciones de d-Tc se redujeron en presencia de los bloqueantes de CCVD. Debido a esto,
no sc¢ pucde clectuar una comparacion dirccta entre las amplitudes de los potenciales de placa en auscncia y presencia del
bloqueante. La concentracion de d-Te (uc: control, 1.4 pM; w-AgalVA, 0.4 uM; 0-MVIID, 0.9 uM. La -MVIIC sc cvalué en
auscncia de d-Te.

Si bien estudios previos habian demostrado que la w-MVIIC era un efectivo bloqueante de la
liberacién del neurotransmisor, tanto en SNC (Wheeler y col., 1994a,b) como en la placa
neuromuscular (Bowersox y col., 1995; Hong y Chang, 1995; Lin y Lin-Shiau, 1995), no

existia informacion con respecto a la accion de la @-MVIID sobre el proceso de liberacion.
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Nuestros resultados muestran (Figura 4) que ain cuando ambas toxinas resultaron capaces de
antagonizar fuertemente la liberacion, este proceso resulté mas sensible a la w-MVIIC (ICs, =

39 nM) que a la ©-MVIID (ICsy = 1.37 uM).
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Figura 4: Sensibilidad de Ia liberacién evocada a la accién de las w-conotoxinas MVIIC y MVIID. Las curvas dosis-
respucsta muestran cl cfecto de la @-MVIID (A) y la ©-MVIIC (B) sobre ¢l contenido cudntico de la liberacion cvocada en la
preparacion frénico-diafragma. Los valores de contenido cudntico se cxpresan como porcentaje de su propio control. Cada punto
representa la media £ E.S. de los valores obtenidos en 2-4 preparaciones nervio-masculo. Las fibras control fucron estudiadas
cn solucién de Ringer normal en presencia de 1-2-1.8 uM d-Te. Las fibras tratadas fucron evaluadas en los mismos musculos
luego de al menos | hr de incubacion en presencia de la toxina respectiva. La w-MVIIC bloqueo la liberacion con un ICsg = 39
nM (Intervalo de confianza del 95% = 34.3 a 44.4 aM; ny = -1.4 £ 0.12; R? = 0.999). La w-MVIID bloqueé la liberacion con
un ICsy = 1.37 uM (Intervalo de confianza del 95% ='1.04 a 1.8 uM; nyy = 1.6 £ 0.2; R? = 0.980).

La sensibilidad de la liberacion del neurotransmisor a la accion de la w-MVIIC en presencia
de 2 mM Ca’ y 1 mM Mg?" en el medio extracelular, resulté un orden de magnitud mayor
que el reportado por Bowersox y col. (1995) en presencia de una mayor concentracion de
iones divalentes en el medio extracelular. Asimismo, y en forma consistente con la menor
potencia que presentan las w-conotoxinas para bloquear la liberacién del neurotransmisor en
presencia de una elevada [Ca“]w (Kerr y Yoshikami, 1984; Olivera y col., 1994; Bowersox y
col., 1995), al elevar la [Ca”]cxl de 2 a 10 mM en la continua presencia de ®-MVIIC 3 uM, se

produjo un incremento de ~20x en el contenido cuédntico. El mismo aumenté de 0.24 £ 0.04 a
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4.84 £ 1.39 (n = 10 fibras). Dado que en este caso se estaba trabajando en ausencia de d-Tc, se
pudo comparar el efecto producido por el aumento de la [Ca®*].y sobre las amplitudes de los
potenciales de placa. Se encontré que también las amplitudes de los EPPs aumentaron ~20x
con respecto al valor obtenido en la solucidon con calcio normal. Las mismas aumentaron de

02+003mVa34+05mV(n=09 fibras) (Figura 5).

Si bien elevar la [Ca®"]. de 2 a 10 mM provocé un significativo incremento en la liberacion
del neurotransmisor, el bloqueo ¢jercido por -MVIIC 3 uM en presencia de [Ca’*]. 10 mM
continué siendo muy fuerte (Control: Ca®* 2 mM sin toxina, n = 78.63 * 8.94; Tratadas: Ca*
2 mM, ®-MVIIC 3 uM, m = 0.24 + 0.04; Reversion por calcio: Ca** 10 mM, o-MVIIC 3 uM,
m = 4.84 + 1.39). Este resultado no coincide con resultados anteriores que indican que el

efecto de esta toxina es totalmente reversible por Ca® (Lin y Lin-Shiau, 1995).

©-MVIIC 3 M

@-MVIIC 3 uiM
Ca” 10 mM

Ca’' 2mM

I mV

Sms

Figura 5: El aumento de [Ca’'].. antagoniza el efecto de la ©-MVIIC sobre los EPPs. Registros representativos de 50
EPPs succsivos cvocados a 0.5 Hz en solucion de Ringer nonmal sin d-Tc en presencia de @-MVIC 3 uM cn la preparacion
frénico-diafragma. En (a), 1a [Ca®'Jesy =2 mM y cen (b) [Ca?'|ew = 10 mM. Sc obscrva que hubo un significativo aumento cn las
amplitudes de los EPPs y quc desaparecen las fallas de liberacion. Obsérvese la presencia de potenciales miniatura (MEPPs) cn
la cola de ambos registros.

Mg2:

Sensibilidad de la liberacion evocadu en bajo Ca**-alto ala accion de la w-AgaVA.

Estudios previos de este laboratorio mostraron que la w-AgalVA bloqueaba la liberacion
evocada del neurotransmisor en condiciones fisiolégicas (Ca® y Mg?* extracelular, 2 y | mM
respectivamente) con un ICsy ~ 10 nM (Protti y Uchitel, 1993). Dado que el proceso de
liberacién del neurotransmisor es altamente dependiente de la [Ca®*].« y que esta dependencia

es ain mayor cuando se disminuye la probabilidad de liberacién mediante la reduccion del
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[Ca’*).. y ¢l aumento del [Mg?'].« (Dodge y Rahamimoff, 1967; Augustine y Charlton, 1986),
fue de interés investigar si la sensibilidad del proceso de liberacion a la accién de la w-
AgalVA resultaba modificada al disminuir la probabilidad de liberacion. La curva dosts
respuesta obtenida en presencia de 0.9 mM Ca?* -6 mM Mg®" (Figura 6A) muestra que la
sensibilidad de la liberacion a la accion de la w-Agal VA (ICso = 16.8 nM) resulté similar a la
obtenida en calcio normal (ICs, = 14.4 nM) (Figura 6B). En estos experimentos el contenido
cuantico en la solucién de bajo Ca®*-alto Mg®* en ausencia de bloqueantes de CCVD fue de
2.02 + 0.08 (estimado mediante el método de las fallas) y el obtenido en los experimentos
realizados en solucion de Ringer normal fue de 90.5 + 3.7 (estimado mediante el método de la
varianza). La curva dosis-respuesta obtenida en la solucion de Ringer normal, realizada en el
musculo levator auris, resulté similar a la obtenida por Protti y Uchitel (1993) en la

preparacion frénico-diafragma en las mismas condiciones experimentales.

El método de la varianza que se utiliza para estimar el m se basa en que la liberacion sigue una
distribucidn de Poisson y esto podria no cumplirse al utilizar una solucion de Ringer normal
en la cual la probabilidad de liberacion es elevada (del Castillo y Katz, 1954b; pero ver
Martin, 1966 y Hubbard y col., 1969). En este caso la liberacion seguiria una distribucion
binomial y por ende estariamos sobrestimando el valor de m, sobre todo en las fibras control
(sin bloqueante de CCVD) con lo cual podriamos estar también sobrestimando el porcentaje

de bloqueo ejercido por las toxinas en estudio.

Dado que se ha reportado que la w-AgalVA no tiene efectos sobre las amplitudes de los
potenciales miniatura (Hong y Chang, 1995), el efecto de esta toxina sobre la cantidad de
neurotransmisor liberado por impulso nervioso puede evaluarse directamente por su efecto
sobre las amplitudes de los EPPs. Se realiz6 un experimento en el cual no se cambid la
concentracion de d-Tc entre el control y el tratado con w-AgalVA 30 nM a fin de comparar el
efecto de esta toxina sobre las amplitudes de los EPPs y sobre el m estimado por el método de
la varianza. Se encontrd que esta toxina redujo las amplitudes de los EPPsy el mal 31 + 5y
35 + 5% de sus valores control, respectivamente (11 fibras, 1 musculo). Estos resultados son

consistentes con el hecho de que los ICsy para el bloqueo de la liberacion por w-AgalVA
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reportados por Protti y Uchitel (1993) en base al m estimado por el método de la varianza y
por Hong y Chang (1995) en base al efecto de esta toxina sobre las amplitudes de los EPPs

sean similares.

[Ca®'],, 0.9 mM (Diafragma) B [Ca®'],,, 2 mM (Levator auris)
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Figura 6: Sensibilidad de la liberacién evocada a la accién de la w-AgalVA. A, Curva dosis-respucsta obienida en ¢l
masculo diafragma que muestra ¢l efecto de la w-AgalVA en solucion de Ringer bajo Ca?'-alto Mg?'. Cada punto representa el
contenido cudntico (media t E.S.), expresado como porcentaje de su valor control, de los datos obtenidos en 2-3 preparacioncs
nervio-musculo. Las fibras control fucron cvaluadas cn solucion de Ringer contenicndo 0.9 mM Ca® y 6 mM Mg?" (m =202 +
0.08). Las fibras tratadas fucron cvaluadas en los mismos misculos luego de al menos | hr dc incubacion con las diferentes
dosis de w-AgalVA. ICs = 16.77 nM (Intervalo de confianza del 95% = 11.3 a 24.8 nM; ny, = -080 % 0.11; R2=0.957). B
Curva dosis-respucsta obtenida en ¢l misculo levator auris que muestra el efecto de la w-AgalVA en solucion de Ringer normal
(Ca® =2 mM; Mg" = | mM). Cada punto representa ¢l contenido cudntico (media + E.S.), expresado como porcentaje de su
valor control, de los datos obtenidos en 2-4 preparaeiones nervio-misculo. Las fibras control fucron evaluadas en solucidn de
Ringer normal, en presencia de 1.2-1.8 mM d-Te (m = 90.5 £ 3.7). Las fibras tratadas fucron cvaluadas cn los mismos musculos
luego dc al menos 1 hr de incubacion con las distintas dosis de w-AgalVA. ICso = 14.38 nM (Intervalo de confianza del 95% =
7.98225.90M;n, =-0.81 1 0.18; R? = 0.996).

Reversibilidad del efecto de lu w-AgulVA

Estudios previos muestran que los efectos de la w-AgalVA sobre 1a contraccion muscular son
rapidamente reversibles mediante el lavado de la preparacion en solucién de Ringer libre de
toxina (Bowersox y col., 1995; Hong y Chang, 1995). Asimismo, otros estudios muestran que
los efectos de esta toxina sobre la liberacion evocada de neurotransmisor y sobre las corrientes

presinapticas de calcio no son revertidos por el lavado de la preparacién con solucion libre de
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toxina (Protti y Uchitel, 1993). Dado que los experimentos mencionados se habian llevado a
cabo a diferentes temperaturas, fue de interés investigar si la controversia respecto a la
reversibilidad del efecto de la w-AgalVA sobre la placa neuromuscular puede deberse a las

diferentes temperaturas a las cuales se realizan los ensayos.

Se evaluaron los efectos de la w-AgalVA (100 nM) sobre la liberacion evocada por
estimulacién neural a 21-22 °C y a 31-33 °C. En los experimentos realizados a 31-33 °C se
encontro que el efecto de la w-Agal VA sobre ambos tipos de liberacion era revertido mediante
el lavado en solucion de Ringer sin toxina (0.6-0.8 ml/min durante 2 horas). A esta
temperatura la diferencia entre los valores de contenido cuantico de la liberaciéon evocada
control (previo al agregado de w-AgalVA) y aquellos obtenidos luego del lavado de la toxina
no resultaron significativamente diferentes (p > 0.2; n = 10 fibras). Contrariamente, en los
experimentos realizados a 21-22 °C, los efectos de la w-AgalVA persistian luego de 2 horas de
lavado en solucion de Ringer libre de toxina (Figura 7). En ambos tipos de liberacion, los
valores control previo al agregado de toxina resultaron significativamente mas elevados que

aquellos obtenidos luego del lavado (m control versus m lavado, p = 0.0004; n = 11 fibras).

Asimismo, en experimentos realizados a 21-22 °C en solucién de bajo Ca**-alto Mg?* en
donde se parti6 de un contenido cuantico de 1.46 + 0.14 (n = 27 fibras, 2 preparaciones), el
bloqueo ejercido por la w-AgalVA (30 nM) sobre el contenido cuantico (m = 38.20 £ 5.6 %
del control; n = 27 fibras) tampoco pudo ser revertido luego de 2 hs de lavado en la misma
solucioén libre de toxina (m = 43.24 + 7.7 % del control; n = 23 fibras). En forma consistente
con estos resultados, Rosato Siri (1995, Seminario de Licenciatura, Dpto. de Biologia, F.C.E.
y N., UBA), mostr6 que ¢l efecto bloqueante de la w-Agal VA 100 nM sobre la liberacién de
neurotransmisor evocada por K, podia ser totalmente revertido por lavado en soluciéon de
Ringer sin toxina si el experimento se realizaba a 31-33 °C, mientras que los efectos

bloqueantes persistian aun luego de 2 hr de lavado si el experimento se realizaba a 21-22 °C.
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Figura 7: Reversibilidad del efecto de la o-AgalVA.

El diagrama dec barras ilustra la reversibilidad del efecto de la @-AgalVA sobre el contenido cuantico (m) a dos temperaturas
diferentes. Las fibras control fueron evaluadas en presencia de 1.2-1.8 uM d-Tc. El bloqueo ejercido por e-AgalVA 100 nM fue
evaluado en los mismos musculos luego de al menos | hr de incubacién con esta toxina. La reversibilidad del efecto de la o-
AgalVA fue evaluada en los mismos musculos luego de 2 hr de lavado (0.6-0.8 ml/min) con la misma solucién libre de toxina.
Nétese que a 31-33 °C el efecto de la @-AgalVA puede ser revertido por medio del lavado mientras que el efecto de la misma a

21-22 °C persiste aun lucgo de este procedimiento. Cada barra representa la media + E.S. de los valores obtenidos en 2
preparaciones nervio-musculo.

Acci6n de los bloqueantes de CCVD sobre las corrientes presindpticas
Caracteristicas de las senales perineurales

En la unién neuromuscular de vertebrados, la caracterizacion biofisica de los canales
presentes en la membrana presindptica resulta impracticable en la mayoria de las
preparaciones debido al pequefio tamaifio ¢ inaccesibilidad de los terminales sinapticos. Esto
ha impedido la medicion directa de las corrientes ionicas a través de los CCVD presentes en
estas membranas. Sin embargo, por medio de la técnica de registro extracelular en el
perineuro de las ramas finas de los nervios, cercanas a la placa neuromuscular (ver esquema
en Meétodos), es posible registrar sefales eléctricas, “corrientes perineurales”, que
corresponden a los cambios de conductancia que se generan en los ltimos nodos de Ranvier y
en los terminales sinapticos ante la estimulacion del nervio motor (Gundersen y Miledi, 1982;

Brigant y Mallart, 1982; Mallart, 1985a). Estudios realizados con bloqueantes selectivos para
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los distintos canales 16nicos han permitido identificar cuales son los componentes de la sefial
asociados a un tipo particular de canal y asimismo, mediante la aplicacion localizada de estos
bloqueantes se pudo inferir de déonde provenian estas corrientes (Brigant y Mallart, 1982;
Mallart, 1984, 1985a). En la figura 8A se ilustra el tipo de seflales que se obtienen en la
preparacion de ratén en solucién de Ringer normal en presencia de 30-50 uM d-Tc. Se utiliza
esta elevada concentracion del antagonista del receptor de Ach a fin de evitar cualquier
contribucion postsinaptica a los registros perineurales. Las seflales constan de una primer
deflexion positiva (flecha) que representa la descarga pasiva de la membrana terminal como
consecuencia de las corrientes generadas por el potencial del accién. La primer deflexion
negativa corresponde a la corriente de Na® entrando en los ultimos nodos de Ranvier, y la
segunda deflexion negativa corresponde a la suma de la corriente saliente de K™ a través de los
canales de potasio dependientes de voltaje y la corriente entrante de Ca™ que ocurre en los
terminales como resultado de la onda despolarizante. En estas condiciones, la corriente
entrante de Ca®* queda enmascarada por la gran corriente de K' fluyendo en direccién
opuesta. Sin embargo, mediante el uso de bloqueantes de los canales de potasio es posible
desenmascarar y realzar esta corriente de Ca** (I¢,) entrante a los terminales (Gundersen y

Miledi, 1982; Brigant y Mallar, 1982; Mallart, 1985a).

En estos terminales motores, en presencia de 10 mM TEA (bloqueante de los canales gKv y
gKca) y 250 uM DAP (bloqueante de los canales gKv) es posible obtener una corriente
saliente (Figura 8B), que refleja principalmente la entrada de Ca®* a los terminales y que
consta de un componente rapido de corta duracion (~5 ms) y un componente tardio de larga
duracién (100-500 ms). El componente de larga duracion es un fendmeno de tipo regenerativo
provocado por la despolarizacion sostenida que se produce en presencia de los bloqueantes de
los canales de potasio (Gundersen y Miledi, 1982; Mallart, 1985a; Penner y Dryer, 1986). Se
ha demostrado que estos dos componentes difieren en su sensibilidad a los bloqueantes de los
CCVD y a la frecuencia de estimulacion, siendo ¢l componente de larga duraciéon mas
sensible a ambos tratamientos (Penner y Dryer, 1986; Mallart, Molgé y Thesleff, 1989; Braga
y Rowan, 1994). En la Figura 7C puede observarse que el componente de larga duracion se

reduce considerablemente al ser sometido a una estimulacion de 0.5 Hz.
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Figura 8: Corrientes perineurales. A llusira el tipo de scilales perincurales que sc obticnen cn solucion de Ringer normal en
presencia de 30 uM d-Tc. La flecha (a) corricntes locales asociadas con el potencial de accion, (Na') corresponde a la corriente
entrantc de Na' en los altimos nodos de Ranvicr y (K°) reficja la suma de la corriente entrante de Co® y la saliente de K que
ocurren ¢n los termuinales. El registro mostrado cs cl promedio de las respuestas obtcnidas ante 10 estimulos sucesivos a una
frecuencia de 0.5 Hz. B, imucstra una seial perincural obtenida en Ringer normal, d-Te 30 uM, TEA 10 mM y DAP 250 pM. La
scilal consta de una deflexién ncgativa scguida por una gran onda positiva “le,” que consta de dos fases. En ¢l inscrto s¢
muestra un registro expandido que permile obscrvar claramente la primer deflexion negativa de Na® que se toma como control
de la estabilidad del registro durante ¢l experimento. Los registros mostrados son ¢l promedio de 2 respuestas oblenidas a una
frecuencia de 0.002 Hz. C Muestra 5 registros sucesivos obtenidos en Ringer normal, d-Te 30 pM, TEA 10 mM, DAP 250 pM,
a una frecuencia de 0.5 Hz Notese que csle tratamiento disminuye tanto la amplitud como la duracion de la fasc tardia sin
afectar la amplitud ni la duracion de la fase rapida. Para mayor claridad se redujeron los artefactos del estimulo.
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Lfecto de la o-MVIIC y de la w-AgaVA sobre lu corriente presindptica de calcio (I¢,).

Estudios previos mostraron que la w-AgaVA a una concentracién de 100 nM era capaz de
suprimir totalmente el componente lento y disminuir significativamente la fase rapida (Protti y
Uchitel, 1993), mientras que la w-MVIIC ain a elevadas concentraciones (1-5 uM) solo era
capaz de bloquear el componente lento sin afectar siquiera parcialmente el componente rapido
(Lin y Lin-Shiau, 1995). Dado que la @-MVIIC, en forma similar a lo que ocurre con la -
AgalVA, resulté capaz de bloquear completamente la liberacidn (ver también Bowersox y
col., 1995), fue de interés re-evaluar sus efectos sobre la l¢,. Se encontré que esta toxina, a
una concentraciéon de | puM suprimié completamente el componente tardio. Asimismo,
disminuia significativamente la fase rapida de la I¢, siempre y cuando el tiempo de incubacién
fuese suficientemente prolongado (Figura 9A). Como ya se habia mostrado previamente
(Protti y Uchitel, 1993), la w-AgalVA 100 nM es capaz de suprimir completamente la I,
(Figura 9B, trazo c). Asimismo, se observa que la w-AgalVA 10 nM (concentracion cercana al
ICs para el bloqueo de la liberacion evocada en este mismo musculo) es capaz de reducir
considerablemente la I¢,. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Protti en esta
misma preparacion (Tesis doctoral, F.C.E. y N.; UBA), quien mostr6 que el bloqueo ejercido
por la w-AgalVA 10 nM era de ~ 40%, cuantificado en base al area positiva de la seiial

presinaptica (lc,) remanente luego de 20 min del agregado de la toxina.

Sensibilidad de la corriente de potasio activada por calcio (Iyc,) a la accion de la w-Agal VA

yla o-MVIIC.

En los terminales motores de vertebrados, se ha demostrado que existen canales de potasio
dependientes de calcio y voltaje (gK.,), sensibles a TEA y caribdotoxina (toxina que bloquea
especificamente los canales de potasio dependientes de calcio de conductancia alta e
intermedia), que se activan como consecuencia de la llegada un potencial de accion y la
subsiguiente entrada de Ca’ al terminal presinaptico. A través de estos canales fluye una
corriente de potasio, dependiente de la [Ca“]c,(l que, conjuntamente con la corriente que fluye
a través de los gK,, contribuye a la repolarizacion del terminal presindptico (Mallart, 1985b;

Anderson, Rowan y Strong, 1988). En la figura 10, se ilustran los tipos de seflales perineurales
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Figura 9: Efecto de la «-MVIIC y la w-Agal VA sobre la I¢.. La Ic, control s¢ obtuvo en solucion de Ringer normal en
presencia de d-Tc 30 uM, TEA 10 mM, DAP 250 uM y procaina 50 pM (trazos a). En A, los registros b y ¢ sc obtuvicron a los
40 y 75 mun luego del agregado de w-MVIIC | pM (concentracion final) a la solucidn del baiio, respectivamente. En B, ¢l
registro b sc obtuvo a los 35 min del agregado de w-Agal VA 10 nM a la solucion del baio (concentracion final). El registro ¢ se
obtuvo a los 60 min del agregado dc w-AgalVA 100 nM a la solucion del baito (concentracion final). Los registros a, b y ¢ del
inscrio cn A y cn B, se¢ lomaron inmediatamente después de los registros a, b y ¢ de los barridos largos. Como pucde obscrvarse
en ninguno de los dos casos hubo variaciones ¢n la sciial de Na' (sciial que se utiliza como control de la estabilidad del registro)
durantc el curso de los experimentos. La frecuencia de estimulacion (uc de 0.002 Hz. Para mayor claridad sc redujeron los
artefactos de cstimmulo.
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que se obtienen en presencia de | mM DAP a fin de bloquear solamente los canales gK,. En
estas condiciones, ante la estimulacion del nervio, se obtienen sefiales que presentan, luego de
la deflexion negativa debido a la corriente de Na*, una fase negativa tardia correspondiente a

la activacién de la Igc,.

K(Cuw)
I mV

Figura 10: Corrientes de potasio activadas por calcio (Ixca)

Registros representativos de la scitales perincurales que se obtiencn en solucion de Ringer normal en presencia de d-Tc 50 pM y
DAP | mM. Sc observa que lucgo de la scital negativa correspondiente a la entrada de Na®, hay una deflexion positiva que es
inmediatamentc cortada por una deflexién ncgativa lenta (Ixc. ). La scital que se muestra en el panel de la derecha se obtuvo ¢n
una rama mas fina que la que sc muestra ¢n cl panel de la izquicrda. Los registros mostrados son ¢l promedio de 3 registros
sucesivos evocados a 0.5 Hz. Para mayor claridad sc redujcron los artcfactos de estimulacion.

En la placa neuromuscular de la rana, se ha demostrado que estos canales gK. estan
espacialmente cercanos y funcionalmente relacionados con los CCVD involucrados en la
liberacion del neurotransmisor (Robitaille y Charlton, 1992; Robitaille y col., 1993). Estudios
mas recientes mostraron que la Ig¢, también estd involucrada en la regulacién de la liberacion
del neurotransmisor en la placa neuromuscular del raton (Vantapour y Harvey, 1995).
Asimismo, estudios previos de este laboratorio (Protti y Uchitel, en vias de publicacién)
mostraron que las dos toxinas que bloquean completamente la liberacion del neurotransmisor

y lal¢,, 1a FTX (1 pl/ml) y la w-Agal VA (100 nM), son efectivos antagonistas de la Ixc,.

Fue de interés investigar si la ®-MVIIC resultaba también un antagonista efectivo de la Ixc,.

Se encontré que esta toxina, a una concentracion de | uM, suprimié casi completamente la
Ixces (Figura 11A). En forma consistente con lo observado para el bloqueo de la I¢, (ver Figura
9A), el efecto maximo se logroé luego de un prolongado tiempo de incubacidén en presencia de

I uM @-MVIIC (90 min).
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A o-MVIIC

B w-Agal VA

C o-MVIIC

05mV

b Sms

Figura 11: Sensibilidad de 1a Ixc. a la accién de la ©-Agal VA y a la ©-MVIIC. La Ik, control (registros a, en A, By C)
fue obtemda en solucion de Ringer normal en presencia de d-Tc 50 pM y DAP | mM. En A sc obscrva ¢l fuerte efecto
inhibitorio que ¢jerce la -MVIIC a una concentracion inal de 300 nM (registro b) y 1 pM (registro ¢) luego de 30 y 90 min de
haber agrcgado csta toxina a la solucion del baiio, respectivamente. En B se mucstra ¢l fuerte blogquco que cjercen bajas
concentraciones de w-Agal VA sobre la Ixca. Los registros b y ¢ fucron tomados lucgo de 30 min de llcvar la solucion del baito a
una concentracion final dc 10 y 30 nM de w-AgaVA, respectivamente. En C se obscrva que la o-MVIIC a una concentracion
final de 30 (registro b) y 100 nM (registro c) no resulté cfectiva para suprimir la lke,. Los registros b y ¢ fueron tomados luego
de 40 min dc haber agregado la toxina a la solucion del baito. En todos los casos la frecucncia de estimulacién fue de 0.5 Hz.
Los trazos quc sc mucstran son ¢l promedio de 3 registros succsivos. Para mayor claridad sc redujeron los artefactos del

cstimulo.
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Con el fin de correlacionar la accion de la w-AgalVA y la w-MVIIC sobre la I, y sobre la
liberacién del neurotransmisor, se estudiaron los efectos de estas dos toxinas en dosis cercanas
el 1Cs, para el bloqueo de la liberacién. Aunque no es posible realizar una cuantificacion
precisa de la Ikc,, se observé que la w-AgalVA a una concentracion de 10 nM era suficiente
para reducir la Ixc, en forma sustancial (~ 50 %) (Figura 11B). La evaluacion del efecto de
bajas dosis de @-MVIIC resulté mas complicada debido a los largos tiempos de incubacién
requeridos. En la figura 11C se muestra que la o-MVIIC a 30 y 100 nM no bloqueé la Ig¢, en
forma significativa. Dado que encontramos que aun a mayores concentraciones se debia
incubar la preparacion en presencia de esta toxina durante mas de 60 min para obtener el
efecto maximo, es posible que el efecto observado a bajas concentraciones esté subestimado

debido a un tiempo de incubacién insuficiente.
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Discusion

En esta parte del trabajo hemos re-evaluado y extendido resultados previos en relacion al
fuerte efecto inhibitorio que ejercen la w-AgalVA (Protti y Uchitel, 1993; Bowersox y col.,
1995; Hong y Chang, 1995; Wright y Angus, 1996), la w-MVIIC (Bowersox y col., 1995; Lin
y Lin-Shiau, 1995; Wright y Angus, 1996) y la ®-MVIID sobre la transmision sindptica en la
placa neuromuscular del raton. Asimismo, se evaluaron los efectos de las DHPs y de la -
CgTx, las cuales, en forma consistente con datos previamente reportados (Sano y col., 1987,
Atchinson, 1989; Wright y Angus, 1996), no presentaron efectos inhibitorios sobre la

liberacién evocada del neurotransmisor en esta preparacion en condiciones normales.

Tanto la liberacion evocada de neurotransmisor como las corrientes presinapticas de calcio y
de potasio activadas por calcio I, e lkc,, respectivamente, son altamente sensibles a bajas
concentraciones de w-AgalVA (1Cs, ~ 10-30 nM). Considerando la relacion no-lineal que
existe entre la [Ca’*].. y la liberacion del neurotransmisor (Dodge y Rahamimoff, 1967,
Augustine y Charlton, 1986, Wu y Saggau, 1994, Borst y Sakmann, 1996), es factible suponer
que el ICs para el bloqueo de la corriente de calcio a través de los CCVD presentes en la
membrana presinaptica sera mayor que el ICs, para el bloqueo de la liberacion, ya que
pequeilas reducciones en la corriente de calcio provocan grandes reducciones en la respuesta
sinaptica. El Ky que ha sido reportado para el bloqueo por la w-AgalVA de las corrientes de
tipo P en células aisladas es de ~ 1-2 nM (Mintz y col,, 1992a,b; Wheeler y col., 199%4a,
1994b; Randall y Tsien, 1995) mientras que el K, para el bloqueo de las corrientes de tipo Q
es de 90-200 nM (Zhang y col., 1993; Wheeler y col., 1994 a,b; Randall y Tsien, 1995). Por lo
tanto, tomando en consideracion una relacion entre la liberacion del neurotransmisor y la
[Ca’).x del tipo: m o« [Ca?"].." donde n ~ 3-4 (Dodge y Rahamimoff, 1967, Agustine y
Charlton, 1986, Wu y Saggau, 1994), si los CCVD de tipo P median la entrada de Ca®
necesaria para gatillar la liberacion, el ICs, esperado seria < | nM mientras que si dominan

este proceso los CCVD de tipo Q, el mismo seria > 20 nM (Wheeler y col, 1994b).
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Protti y Uchitel (1993), reportaron que ¢l ICs, para el bloqueo de la liberacion de Ach por la
®-AgalVA en la placa neuromuscular del ratén en condiciones normales (concentracion de
Ca’y Mgz'r en el medio extracelular de 2 y 1 mM, respectivamente) es de 10 nM. Datos
posteriores confirmaron que el 1Cs, para el bloqueo de la transmision sindptica en la placa
neuromuscular de mamiferos fluctuaba entre los 5-20 nM (Bowersox y col., 1995; Hong y
Chang, 1995; Wright y Angus, 1996; Protti y col., 1996). Asimismo, Wessler y col. (1995),
evaluando directamente la liberacion de [JH]Ach en la placa neuromuscular del raton,

encontraron que el ICs, para el bloqueo de este proceso con w-AgalVA también es de 20 nM.

Estudios inmunohistoquimicos realizados con un anticuerpo dirigido contra la subunidad o
del canal de calcio del cerebro de rata (Ousley y Froehner, 1994), mostraron que el mismo
reconocia antigenos altamente concentrados en la placa neuromuscular del diafragma de rata.
Asimismo, mostraron que en el cerebro la inmunoreactividad se concentraba principalmente
en las células grano del cerebelo, mientras que las células de Purkinje no presentaban tincidn
especifica con este anticuerpo. Considerando que las corrientes de Ca®* a través del canal
formado por la subunidad o, expresada en oocitos asi como una fraccién las corrientes HVA
de las células grano de cerebelo son de tipo Q (Zhang y col., 1993; Wheeler y col., 1994 a,b;
Randall y Tsien, 1995), la presencia de inmunoreactividad en la placa neuromuscular
conjuntamente con un ICsy que no coincidia con el reportado para las corrientes de tipo P,
llevé a la pregunta de si la liberacion en la placa neuromuscular de mamiferos no estaria
mediada por canales de tipo Q en vez de por canales de tipo P como habia sido postulado en

un principio (Uchitel y col., 1992; Protti y Uchitel, 1993).

Cabe scflalar que en cstudios mas recientes realizados con anticuerpos dirigidos contra la
proteina o, de cerebro de rata junto con anticuerpos contra la sintaxina, proteina presente en
la membrana de los terminales sinapticos (Westenbroek y col., 1995), indican que la
subunidad a,;, del canal de calcio se expresa también abundantemente en los somas y
dendritas de las células de Purkinje, zonas en las cuales los estudios electrofisiolégicos han
mostrado que > 90% de las corrientes HVA son de tipo P (Llinas y col., 1989; Mintz y col.,
1992a,b; Usowickz, y col., 1992). Asimismo, estudios de localizacién de transcriptos de la

subunidad a4 realizados mediante hibridizacion in situ con sondas de RNA o DNA (Stea y

72



Cupitulo 1

col. 1994), muestran que la distribucion de los transcriptos es compatible con la distribucién
de las corrientes HVA de tipo P y de tipo Q. Asimismo, en este estudio Stea y col. (1994)
demuestran que las caracteristicas de las corrientes a través de los canales formados por la
subunidad a,, expresada en sistemas heterdlogos pueden variar entre las de tipo P y las de

tipo Q segin sea la subunidad (3 con la cual se las co-exprese.

En las células grano del cerebelo, basandose principalmente en la cinética de inactivacién y la
sensibilidad a la w-AgalVA, ha sido posible determinar la contribucién de los canales de tipo
Py Q a la corriente total de alto voltaje de activacion (Randall y Tsien, 1995; pero ver Tottene
y col., 1996). Sin embargo, la discriminacion entre los canales de tipo P y Q basada en el ICs,
para el bloqueo de la liberacion por la w-AgalVA puede ser errénea. Debe considerarse por
ejemplo que el 1Cs, reportado para el bloqueo por la w-AgalVA, tanto de la liberacion de
glutamato en preparaciones sinaptosomales de corteza cerebral de rata (Turner y col., 1992;
Turner y Dunlap, 1995) como de la transmisién sindptica inhibitoria en el cerebelo de rata
(Takahashi y Momiyama, 1993), es también de 10-30 nM. A primera vista estos resultados
parecerian indicar que la liberacion sensible a w-AgalVA es mediada principalmente por

canales de tipo Q.

Sin embargo, estos ICs, asi como los reportados para la liberacién en la placa neuromuscular
de mamiferos (Protti y col., 1993; Bowersox y col., 1995; Hong y Chang, 1995; Wessler y col.,
1995; Wright y Angus, 1996, Protti y col., 1996) podrian llevar a error en la estimacién del K,
aparente para el “binding” de una toxina al “canal exocitotico” (canal involucrado en la
entrada de Ca’* responsable de gatillar la liberacién del neurotransmisor) debido a la
complejidad del proceso de liberacion y a los muchos factores (patron de estimulacidn,
temperatura, pH, voltaje, concentracion efectiva del bloqueante en la brecha sinaptica, etc.).
Por ejemplo, si cada sitio de liberacién estuviese controlado por mas canales que los
necesarios (presencia de canales redundantes o “spare channels™) para lograr un aumento de
calcio intracelular tal de permitir la liberacion, el K, para la unidn del antagonista-canal
estaria subestimado debido a la necesidad de bloquear todos esos canales redundantes antes de

que se viese un efecto sobre la liberacién (Dunlap y col., 1995).
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En neuronas de Purkinje, Mintz y col (1992a), basandose en las diferencias e¢n la tasa de
disociacion (K,y) de la w-AgalVA a diferentes voltajes y considerando una tasa de asociacién
(Kou) de 25 ms, con una concentracién de w-AgalVA de 100 nM, calcularon que el Ky (Ky =
Ken/ Kop ) seriade ~2 nM a -80 mV y de ~ 10 uM a +130 mV. Estas grandes diferencias en el
K, a distintos voltajes son también otra fuente posible de error en la estimacion del mismo a
través del 1Cs, para el bloqueo de la liberacién con w-AgalVA, ya que en la mayoria de los
casos en los que se evalua el efecto de las toxinas sobre la liberacion del neurotransmisor no
es posible controlar el voltaje de la presinapsis. Lamentablemente, hasta el momento no ha
sido posible una evaluacion directa de las corrientes de Ca’* a través de los CCVD presentes
en la presinapsis. Sin embargo, el fuerte efecto inhibitorio que ejerce la w-AgalVA a una
concentraciéon de 10 nM sobre la I, y la lg¢, sugiere que el Ky para el bloqueo de los VDCC
presentes en estas membranas seria cercano a ese valor, lo cual es consistente con la
farmacologia de los canales de tipo P (sensibilidad a la w-AgalVA: Ky ~1-2 nM; ~100% de
bloqueo a una concentraciéon de 100 nM). Estos resultados, conjuntamente con el hecho de
que el 1Cs para el bloqueo por la w-AgalVA de la liberacidon evocada neuralmente, ya sea en
Ca’ normal o en bajo Ca’*, y de la liberacion evocada por alto K (Protti D., Tesis Doctoral,
F.CEE. y N, UBA, 1995) sean similares (~10-20 nM), refuerzan la posicion de Dunlap y col.
(1995), quienes argumentan que hasta que no se puedan medir directamente las corrientes a
través de los canales exocitoticos, no se podra discriminar con precision entre los distintos
tipos de canales basandose en ¢l leU‘ esperado para la accion de una dada toxina sobre el

proceso de neurosecrecion.

Un tema controvertido respecto a la accion de la w-AgalVA es si su efecto en la placa
neuromuscular es de caracter reversible (ver Protti y Uchitel, 1993; Bowersox y col, 1995,
Hong y Chang, 1995). Los presentes resultados, conjuntamente con los presentados por Rosato
Siri (Seminario de Licenciatura, F.C.E. y N., UBA, 1995) muestran que el bloqueo ejercido
por la w-Agal VA, tanto en la liberacion evocada neuralmente como en la evocada por alto K,
puede ser revertido en forma significativa (>80%) mediante el lavado en solucion de Ringer
sin toxina si el experimento se realiza a 31-33 °C. Contrariamente, los efectos de esta toxina

sobre ambos tipos de liberacion persisten aun luego de 2 hr de lavado en solucién de Ringer
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sin toxina si el experimento se realiza a 21-22 °C. Estos datos sugicren que la controversia
entre la reversibilidad del efecto de la w-AgalVA sobre la contraccion muscular (Bowersox y
col,, 1995; Hong y Chang, 1995) y la no-reversibilidad del efecto sobre la liberacion del
neurotransmisor y sobre la I¢, (Protti y Uchitel, 1993), podrian explicarse en base a las

diferentes temperaturas a las cuales dichos experimentos han sido realizados.

Una posible explicacion para la diferencia en la reversibilidad de los efectos de esta toxina a
distintas temperaturas podria ser que el Ky de la o-AgalVA fuese modificado, ademas de por
el voltaje (Mintz y col., 1992b), por la temperatura. Seria interesante estudiar si la temperatura
es capaz de ejercer un efecto tan dramatico como el voltaje sobre el K, aparente para la unién
de la w-Agal VA al canal de calcio. Dado que tanto las corrientes de calcio (Cota y col; 1983,
Mc Allister-Williams y Kelly, 1995) como la liberacion del neurotransmisor (Hubbard y col.,
1971; Nishimura y col, 1993) presentan una elevada y compleja dependencia con la
temperatura, se requieren mas estudios para clarificar los efectos de este factor en la accion

que ejerce la w-Agal VA sobre los CCVD involucrados en la transmision sinaptica.

Con respecto a los efectos de la @-MVIIC, encontramos que la sensibilidad de la liberacion
del neurotransmisor a la accion de esta toxina es mas elevada (ICs, = 39 nM) que lo que habia
sido previamente reportado (1Csy ~0.3-0.5 uM) por Bowersox y col. (1995). Dado que se ha
reportado que existe interferencia de los cationes divalentes con el “binding” de las w-
conotoxinas (Witcher y col., 1993; Kristipati y col., 1993), las diferencias encontradas en los
ICs, para el bloqueo de la liberacién podrian explicarse en base a que utilizamos una
concentraciéon menor de cationes divalentes en el medio extracelular que la utilizada por
Bowersox y col. (1995). Ademas, los prolongados tiempos de incubacidn necesarios para
lograr un bloqueo maximo de la l¢, y la k¢, con la ©-MVIIC muestran que el tiempo para
alcanzar el equilibrio en la brecha sindptica es otro factor importante a considerar con
respecto a las diferencias en los efectos de las bajas concentraciones de @-MVIIC sobre la
liberacion del neurotransmisor. La curva dosis-respuesta mostrada por Bowersox y col.
(1995), fue realizada luego de incubar la preparacion con las distintas dosis de toxina durante
30 min mientras que en el presente estudio, la evaluacion de los efectos de esta toxina se

realizaron luego de al menos 1 hr de incubacion de la preparacion con la dosis
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correspondiente de toxina. El significativo aumento en la liberacion que se produce al
aumentar al [Caz"]cx. en presencia de una dosis elevada de esta toxina esta de acuerdo con
datos previamente reportados sobre la competencia entre el calcio y las w-conotoxinas (Kerr y

Yoshikami, 1984; Bowersox y col., 1995).

Estudios previos habian mostrado que la ©-MVIIC, aiin a concentraciones elevadas (1-5 uM),
solo bloqueaba el componente lento de la I¢, y bloqueaba solo parcialmente la liberaciéon del
neurotransmisor si esta era evocada en presencia de DAP, bloqueante de los canales gK, (Lin
y Lin-Shiau, 1995). Estos autores también encontraron que bajas dosis de o- MVIIC y Cd*",
bloqueante inespecifico de todos los tipos de CCVD de alto voltaje de activacién (ver Hille,
1992), actuaban en forma sinérgica para antagonizar el componente rapido de la I¢, y también
para suprimir la liberacion en presencia de DAP. Basandose en estos resultados, Lin y Lin-
Shiau (1995) propusieron que la w-MVIIC tiene como blanco solo una poblacion de los
multiples tipos de CCVD que podrian estar involucrados en el control de la liberacion de Ach

en la placa neuromuscular del raton.

Si bien contrariamente a lo reportado por Lin y Lin-Shiau (1995), se encontré que la @w-MVIIC
1 uM es un efectivo antagonista de ambos componentes, el bloqueo del componente rapido
requeria tiempos de incubacion muy prolongados. Esto resulta consistente con el hecho de que
este primer componente positivo de la sefial perineural no puede ser totalmente atribuido a la
entrada de calcio y que los iones que contribuyen a esta corriente pueden variar con la
posicion del electrodo respecto a las placas (Penner y Dryer, 1986; Mallart y col., 1989).
Ademds, se ha demostrado que este primer componente es mas resistente a los bloqueantes de
los CCVD que ¢l componente de larga duracion (Hevron y col., 1986; Braga y Rowan, 1994,
ver Capitulo 2). Si bien las ¢, temprana y tardia podrian ser llevadas por diferentes tipos de
CCVD (Penner y Dryer, 1986), es muy factible que la elevada sensibilidad de la I, de larga
duracion, tanto a la alta frecuencia de estimulaciéon como a los bloqueantes de CCVD, se deba
a que este componente es de tipo regenerativo (Gundersen y col., 1982) y por ende puede
tener una elevada dependencia de la activacion de la fase temprana, con lo cual pequeiias

modificaciones de esta primer fase llevarian a grandes modificaciones en la fase tardia.
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Exceptuando el prolongado tiempo de incubacion requerido para obtener un bloqueo maximo
con la ®-MVIIC, se encontrd que los efectos de esta toxina sobre 1a I, resultan similares a los
de la w-AgalVA (ver también Protti y Uchitel, 1993). Estos resultados son consistentes con
datos previos que indican que la @w-MVIIC bloquea los canales de tipo P en forma lenta,
potente y con una reversibilidad muy lenta (Randall y Tsien, 1995; McDonough y col., 1996).
Estos resultados conjuntamente con el hecho de que esta toxina es capaz de inhibir
completamente la liberacion de Ach y también la Ik, (esta ultima corriente se obtiene en
presencia de una elevada concentracién de DAP) no apoyan la hipotesis propuesta por Lin y
Lin-Shiau (1995). Esto no significa que los presentes resultados descarten la posibilidad de
que multiples tipos de canales coexistan en estos terminales motores y que, bajo ciertas
condiciones experimentales, mas de un tipo de CCVD pueda estar controlando la liberacion
como se ha demostrado que ocurre en algunas sinapsis del SNC (Takahashi y Momiyama,
1993; Mintz y col.,, 1995; Reuter, 1995). Estos resultados, sin embargo, muestran que si mas
de un tipo de canal estuviese controlando la liberacién del neurotransmisor en este sistema,
estos tipos de CCVD no pueden ser discriminados basandose en los efectos de la w-AgalVA 'y
la @-MVIIC. Tumer y Dunlap y col. (1995), reportaron que la liberaciéon de glutamato en
sinaptosomas purificados a partir de corteza cerebral de rata, donde se postula que son los
CCVD de tipo P los mediadores de la liberacion, presenta una sensibilidad a la accion de estas
dos toxinas similar a la que presenta la placa neuromuscular del ratén. Estos autores
reportaron que el ICs, para el bloqueo de la liberacion d glutamato por a la accion de la -

AgalVA de la ®-MVIIC es de 12.2 nM y 35 nM, respectivamente.

Un resultado interesante es que la sensibilidad de la liberacion a la accién de la w-MVIID
(ICsp = 1.37 uM) resulté mucho menor que la sensibilidad de este fendmeno a la accion de la
@-MVIIC (ICs, = 39 nM). Esta diferencia fue inesperada debido a la potencia similar con la
cual ambas w-conotoxinas son capaces de desplazar el “binding” de la ['*’lJo-MVIIC del sitio
“no-N” de alta afinidad en membranas de cerebro de rata (Monje y col., 1993). Este resultado
podria estar indicando que las condiciones experimentales afectan la potencia de ambas
toxinas en forma diferencial o que el “binding” de cada toxina una de las w-conotoxinas a este

sitio no afecta el funcionamiento del canal con la misma potencia. Alternativamente, podria
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estar mostrando que los CCVD presentes en estos terminales motores pueden ser algo
diferentes de los CCVD que tienen como blanco la ®-MVIIC y la @-MVIID en las membranas

de cerebro de rata.

En resumen, este trabajo muestra el fuerte efecto inhibitorio de la w-AgalVA bajo diferentes
condiciones experimentales, el fuerte antagonismo ejercido por la ®-MVIIC y ©-MVIID y la
falta de efecto de la nitrendipina y la w-CgTx. A partir de estos resultados, podemos concluir
que en la unién neuromuscular del ratén, la entrada de Ca®* desde el medio extracelular
ocurre principalmente a través de CCVD de tipo P (y/o Q), los cuales son altamente sensibles
tanto a la w-AgalVA como a la w-MVIIC. Asimismo, se concluye que en condiciones
normales los canales de tipo N y L no contribuyen significativamente al proceso de liberacion.
Para discriminar si se trata de una poblacion homogénea o heterogénea de CCVD de tipo P o
si se trata de CCVD de tipo Q, se requiere la implementacion de otras técnicas que permitan
evaluar en forma mas directa las caracteristicas biofisicas y farmacolégicas de las corrientes a

través de los canales presentes en la membrana presinaptica de estos terminales motores.
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Antecedentes y objetivos especificos

En la placa neuromuscular de la rana los canales involucrados en liberacién del
neurotransmisor se los considera como CCVD de tipo N en base a la elevada sensibilidad que
presenta esta preparacion a la w-CgTx y a su insensibilidad a las dihidropiridinas (Kerr y
Yoshikami, 1984; Sano y col., 1987; Koyano y col., 1987, Armon y col., 1988; Molgé y col.,
1991). Estudios realizados con «-CgTx conjugadas con fluoréforos muestran que los
receptores para esta toxina se hallan presentes en las zonas activas de la presinapsis alineados
justo frente a los receptores postsinapticos de Ach (Robitaille y col., 1990, Cohen, 1991;

1993).

El objetivo de esta parte del trabajo fue estudiar en esta preparacion, el efecto de los
bloqueantes de CCVD de tipo P y Q, efectivos en suprimir la liberacién del neurotransmisor
en la placa neuromuscular del ratén, y comparar sus efectos con ¢l del bloqueante de CCVD
de tipo N. Asimismo, se intentd correlacionar el perfil farmacolégico de la liberacion del
neurotransmisor con el de las corrientes de calcio, Iy, y el de las corrientes de potasio
activadas por calcio Ixc, presentes en estos terminales motores. Se evaluaron los efectos del

bloqueante de CCVD de tipo N, la 0-CgTx y los efectos de los bloqueantes de tipo P, la FTX
y de tipo Py Q, la w-AgalVA.
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Resultados

Efecto de las toxinas I'TX, w-AgalVA y w-CgTx sobre lu liberacion evocada en solucion de

Ringer normal.

Se estudi6 el efecto de la FTX, la w-AgalVA y la 0-CgTx sobre la liberacion evocada en
solucion de Ringer normal en presencia de d-Tc (3-4 uM) para bloquear la contraccion
muscular. El valor de contenido cuantico (m) fue evaluado por el método de la varianza. El
valor medio de m obtenido en la condicion control (sin bloqueantes de CCVD) fue de 174 +
16. Las concentraciones seleccionadas para evaluar el efecto de los bloqueantes de tipo P en
esta preparacion, se eligieron en base a los efectos de estas toxinas sobre la transmision
sinaptica en la placa neuromuscular de raton (Uchitel y col., 1992; Protti y Uchitel, 1993). La
concentracion del bloqueante de tipo N, que se utilizé como control positivo del bloqueo de la
liberacion evocada en esta preparacion, se eligié en base a los efectos reportados previamente
en la placa neuromuscular de la rana (Kerr y Yoshikami, 1984; Sano y col., 1987; Koyano y

col, 1987). Tanto la ®-CgTx (1 uM) como la FTX (0.1 pl/ml) redujeron m en forma
significativa (p <0.01) (Figura 1).

En experimentos preliminares, se encontré que la w-AgalVA 100 nM, concentracién a la cual
bloquea > 90% de la liberacion evocada en el ratén (Protti y Uchitel, 1993, ver Capitulo 1,
Figura 1), no presentaba efecto alguno sobre la liberacion. Dado que esta toxina, aparte de
bloquear los CCVD de tipo P (Mintz y col., 1992b) bloquea los de tipo Q, pero a mayores
concentraciones, se utilizdé una dosis mayor al rango de dosis inhibitorias del 50% (90-200
nM) reportadas para el bloqueo de este tipo de canales (Wheeler col., 1994a y b; Randall y
Tsien, 1995). Se encontré que la w-AgaVA a una concentracion de 0.5 uM durante 1 h de
incubacién, no present6 efecto alguno sobre el contenido cuantico (Figura 1). Tampoco se
encontraron efectos sobre la liberacion del neurotransmisor al preincubar la preparacion con
0.5 uM de esta toxina durante 5 h (o-AgalVA, m = 286.81 £ 40.98, n = 13 fibras, | musculo.

Control sin toxina m = 242.08 + 32.75 n = 16 fibras, 2 musculos). Ninguna de las toxinas
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utilizadas tuvo efectos sobre los potenciales de reposo de las fibras musculares los cuales

fluctuaban en ambas condiciones, control y tratadas, entre los -65 y-90 mV.
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Figura 1: Efecto de la FTX, w-Agal VA y ©-CgTx sobre la liberacién evocada. E! diagrama de barras ilustra los cfectos de
las toxinas sobre ¢l contenido cuintico (1) como porcentaje del propio control. El valor medio de contenido cuintico oblenido
cn cste grupo de experimentos fuc m = 174 + 16. La concentracion de d-Tc fuc 3-4 pM para los controles, w-AgalVA y o-
CgTX; la FTX sc cstudio sin d-Tc. Cada barra ¢s la media * E.S. dc los valores obienidos ¢n 3-5 preparaciones.

En la figura 2 se muestran registros representativos de los EPPs obtenidos en la solucién
control y en presencia de las distintas toxinas. La FTX, a una concentracion de 0.1 pl/ml
durante 1 h, provocoé un incremento en la varianza de las amplitudes de los EPPs y frecuentes
fallas en la liberacion. Debido al fuerte efecto inhibitorio de la FTX sobre las amplitudes de
los potenciales de placa, previo al agregado de la toxina, se lavé la preparacion con Ringer
normal en ausencia de d-Tc con el objeto de aumentar la relacién seiial/ruido. En ausencia de
d-Tc ademas de los potenciales de placa evocados se pueden observar, en forma no sincrénica
con el estimulo, potenciales de placa espontianeos. La amplitud de los mismos parecia no ser
modificada por la FTX, pero este parametro se estudio y cuantificé en experimentos que se

detallan mas adelante.
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El otro bloqueante de CCVD de tipo P utilizado, la w-AgalVA (0.5 uM durante 1 y S h), no
tuvo efectos sobre la amplitud de los EPPs ni sobre la varianza de las amplitudes de los
mismos. Puede también observarse ¢l fuerte efecto ejercido por la w-CgTx (1 uM) sobre las
amplitudes de los EPPs y su varianza. Los resultados obtenidos con la ®-CgTx son
consistentes con datos previamente reportados sobre el fuerte efecto inhibitorio que ejerce esta
toxina sobre la transmision sinaptica en la placa neuromuscular de rana (Kerr y Yoshikami,

1984; Sano y col., 1987, Koyano y col., 1987).

Control

IlmV

5 misec

w-AgalVA

Figura 2 Registros representativos de los potenciales de placa evocados en presencia de las distintas toxinas
bloqueantes de CCVD. Registros representativos de 50 cstimulos succsivos dados a una frecuencia de 0.5 Hz que ilustran cl
efecto de las toxinas FTX (0.1 pl/ml), w-CgTx (1 uM) y o-Agal VA (0.5 uM) sobre la varianza dc las amplitudes de los EPPs.
La concentracion de d-Tc fuc 4 pM para cl control y 3 puM para la w-AgalVA y la o-CgTX. La FTX sc cstudié en auscncia de
d-TC. La fecha cn el registro en presencia de FTX esta seilalando la aparicion de un MEPP.
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A fin de estudiar con mas detalle la sensibilidad de liberacion evocada a la FTX, se estudio la
dosis-dependencia del efecto bloqueante de esta toxina. En la figura 3, puede observarse que
la FTX bloque¢ la liberacion evocada de neurotransmisor en forma dosis-dependiente y con
un ICso de 0.02 pl/ml. El ICsy resulté similar al reportado para el bloqueo de la liberacién
evocada en la placa neuromuscular del ratén evaluada en las mismas condiciones

experimentales (ICso = 0.016 ul/ml, Uchitel y col. 1992).
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Figura 3. Sensibilidad de la liberacién de neurotransmisor a la FTX en un medio con {Ca’*|.« normal.

El contenido cuantico (m) fue calculado cn presencia de d-Tc, 3-4 uM en los controles, 2-2.5 uM para concentraciones de FTX
de hasta 0.04 p¥/ml. El resto de las concentraciones de FTX se evaluaron en ausencia de d-Te. Cada uno de los puntos
experimentales cs la media + E.S. de los valores obtenidos en 3 preparacioncs nervio-musculo. Los valores sc expresan como
pt;rccnlnjc de su propio control. 1Cse = 0.02 ul mi” (Intervalo de confianza del 95% = 0.017 2 0.025 pl mi™* ; ny =219 £ 0.31;
R® =0.989).

En vista de los datos conflictivos obtenidos con los bloqueantes de CCVD de tipo P uttlizados,
se evaluaron los efectos de la FTX sobre la liberacidon evocada en soluciones de bajo calcio-
alto magnesio a fin de estudiar el efecto de este antagonista en otras condiciones

experimentales. Asimismo, se evaluaron los efectos de dosis elevadas de FTX sobre la
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liberacién espontanea, a fin de discriminar si el fuerte efecto inhibitorio ejercido por esta
toxina sobre las amplitudes de los EPPs se debia solo a una accién presinaptica o podia ser en

parte atribuido a un efecto postsinaptico.

Efecto de lu I'TX sobre la liberacion evocada en un medio de bajo Ca*'-alto Mg*"

Para estudiar el efecto de la FTX en una solucion con bajo Ca®*-alto Mg®*, se incubd la
preparacion en una solucion salina de la misma composicion que el Ringer normal, excepto
que las concentraciones de Ca®* y Mg?* en la misma eran de 0.6 y 6 mM, respectivamente. La
contraccion muscular desaparece a los pocos minutos de incubacién de la preparacion en esta
solucioén por lo cual no se requiere el uso del antagonista colinérgico (d-Tc). Dado que en esta
condicion es factible medir tanto las amplitudes de los EPPs como la de los MEPPs, el
contenido cuantico (/m) se evalud por el método directo (ver Métodos). En esta condicién el m
control fue de 7.16 + 1.81. La FTX (0.02 pl/ml) redujo el ma 3.14 £+ 0.8 (» < 0.01, n =10
fibras), provocando frecuentes fallas en la liberacion. El efecto sobre el contenido cuantico (~

50% de bloqueo) resulté similar al obtenido en la condicion de Ca®* normal (ver Figura 3).

Efecto de lu ITX sobre la liberacion espontdnea de neurotransmisor.

Se estudiaron los efectos de la FTX 0.1 ul/ml, concentracion a la cual suprime > 90% de la
liberacion evocada, sobre las amplitudes y la frecuencia de los potenciales miniatura en

soluciones de Ringer normal y de bajo Ca*-alto Mg?*.

Las amplitudes medias de los potenciales miniatura, las cuales resultaron idénticas en ambas
condiciones (0.67 * 0.06 mV), no se vieron significativamente modificadas luego de 1 h de

incubacion de la preparacion con esta concentracion de FTX (Figura 4A).

Sin embargo, la incubacion con FTX provocé un incremento de la frecuencia de los MEPPs de
2.6 veces en la solucion de Ringer normal y de 1.9 veces en la solucién de bajo Ca’*-alto Mg®*
(Figura 4B). Este efecto potenciador de la FTX sobre la frecuencia de los MEPPs ha sido

previamente reportado en la placa neuromuscular del ratén (Uchitel y col., 1992).
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Figura 4. Efecto de la FTX sobre la liberacion espontdnea de neurotransmisor. El diagrama de barras en A muestra que
tanto en la solucion de Ringer normal como en la de bajo Ca?'-alto Mg?', las amplitudes de los MEPPs en presencia de FTX
(0.1 pul/ml) no resultaron significativamente diferentes a las medidas previo al agregado de toxina (amplitud control = 0.67 +
0.06 mV). Los datos se expresan como porcentajes del valor de amplitud control. En B se muestra que la frecuencia de MEPPs
se vio significativamente aumentada por la presencia de FTX tanto en la solucion de Ringer normal (**p < 0.02) como en la de
bajo Ca**-alto Mg** (* p < 0.04). Cada barra representa la media + E.S. de los valores obtenidos en 2-3 preparaciones nervio-
musculo.

Efectos de las toxinas I'TX, w-Cglx, w-AgalVA sobre las corrientes presindpticas de calcio
(l C a) °

A fin de evaluar en forma mas directa la accion de los bloqueantes de CCVD sobre la entrada
de calcio a los terminales sindpticos, se estudio el efecto de los mismos sobre las corrientes
presinapticas de calcio (I¢,). Como se mostro en la seccion de raton (ver Capitulo 1, Figura 7),
mediante el bloqueo de los canales de potasio, es posible desenmascarar y realzar la corriente
de calcio que entra a los terminales sinapticos debido a la despolarizacion provocada por la
llegada del potencial de accion. En mamiferos, es posible obtener una corriente saliente que
consta de una fase rapida que se hace aparente al bloquear los canales de potasio voltaje

dependientes con DAP 250 uM y una fase mds prolongada, que solo se evidencia al bloquear
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ademads otros tipos de canales de potasio mediante el agregado de TEA 10 mM (Mallart, 1985,
Penner y Dryer, 1986; Anderson y col., 1988). La figura S ilustra el tipo de corrientes
presinapticas que se obtuvieron en la preparacion de rana en condiciones normales (A)
(Ringer normal, d-Tc 30-50 uM ) y luego del agregado de bloqueantes de canales de potasio
(B). A diferencia de lo que ocurre en las preparaciones de ratén (ver Capitulo 1, Figuras 7 y
8), mediante el uso de DAP (100-250 uM) y TEA (1-10 mM), las I, obtenidas presentaron
solo el componente de corta duracion (Figuras 5 y 6). Esto puede deberse a que en las ramas
terminales de los nervios motores de la rana, los canales de Na®, K* y Ca®* se hallan en
muchos casos co-localizados, y también a que existe una gran inhomogeneidad en la
distribucion y en la densidad de estos canales ionicos a lo largo de estas membranas (Mallart,

1984).

ImV

Figura 5: Corrientes presindpticas. En A s¢ mucstra una corricnic perineural obtenida en solucion de Ringer normal con el
agregado de d-Tc 50 pM y procaina 200 pM. Estas corrientes constan de una primer deflexion positiva (flecha), reficjo de las
corricntes locales asociadas con ¢l potencial de accion, seguida por dos deflexiones negativas que corresponden a la cntrada de
Na' en los ultimos nodos de¢ Ranvier (Na') y a la entrada de Ca® y salida de K’ en los tenminales (K') (ver Métodos y Capitulo
1 para una descripcion mas detallada de las corricntes perincurales). En B sc muestra que la scgunda deflexidon ncgaliva presenle
¢n la seital control (trazo a) sc transforma cn una onda positiva luego de incubar la preparacion durante 30 min con DAP 100
nMy TEA 10 mM (trazo b). Las scitales que sc ilustran son ¢} promedio dc 3 registros consecutivos evocados a una [recuencia
de 0.5 Hz. Para mayor claridad, se redujcron los artcfactos de cstimulacion.
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En algunos casos se aumento la [Ca*’)., a fin de incrementar la amplitud y duracién de esta
corriente. Este procedimiento tampoco resulté efectivo para obtener las corrientes de larga
duracion (Fig 6 B, C, D y E, trazos a). Se encontré que las corrientes obtenidas en estas

condiciones resultaban insensibles a la frecuencia de estimulacion (datos no ilustrados).

A fin de determinar si las I, obtenidas en presencia de DAP (100-250 uM) y TEA (10 mM)
eran sensibles a los bloqueantes de CCVD efectivos en suprimir la liberacion evocada, se
evalud si la ©-CgTx y la FTX podian antagonizar esta corriente. Asimismo, se evaluo el efecto
del Cd™*, bloqueante inorganico inespecifico de todos los tipos de CCVD de alto voltaje de
activacion y efectivo antagonista de la liberacion evocada en la placa neuromuscular de
vertebrados (Cooper y Manalis, 1984; Uchitel y col., 1992; Rowan y col., 1994). Como se
ilustra en la figura 6, la FTX ain a concentraciones elevadas (1 pl/ml) tuvo un leve efecto en
algunas preparaciones (B y C) y ninguno en otras (D). El bloqueo por w-CgTx (5 uM)
tampoco resulté muy consistente (A y C). El bloqueo por Cd**, antagonista inespecifico de los
CCVD de alto voltaje de activaciéon, muestra que solo un pequefio componente de esta
corriente puede atribuirse a la entrada de calcio al terminal (D). Este resultado es consistente
con lo reportado por Braga y Rowan (1994) para el efecto de este antagonista sobre la fase
rapida de las I¢,. Como se observa en los registros mostrados en (E), caso en que se obtuvo
una segunda fase de mayor duracién, la ®-CgTx no afectd la fase rapida pero bloqued
completamente el componente de mayor duracion. Estos resultados estan de acuerdo con los
reportados por otros autores quienes postulan que en los terminales motores, este componente
no puede adjudicarse solo a la entrada de calcio y que ademas, las corrientes responsables de
generar esta fase temprana pueden variar con la posicion del electrodo respecto a las placas

(Hevron y col., 1986; Mallart y col., 1989).
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a=DAP 100 uM; TEA 10 mM: Ca®' 1.8 mM a=DAP 100 uM; TEA 10 mM; Ca®' 6 mM
b=a+w-CgTx 5 uM (25 min) b=a+FTX 1 pl/ml (50 min)

IO.S mV ﬂ/ 0.5mV

2ms 2ms
’t M c
l a=TEA 10 mM; Ca>* 10 mM a=DAP 250 uM; TEA 10 mM; Ca®' 10 mM
b=a+FTX | pl/ml (30 min) b=a+FTX | pl/ml (40 min)
¢ =b+w-CgTx 5 uM (30 min) ¢ =b + CdCl, 500 uM (20 min)

E

a=DAP 250 uM; TEA 10 mM; Ca®' 5 mM
b=a+w-CgTx 5 uM (50 min)

Figura 6 Efecto de la FTX, ©-CgTx y Cd** sobre Ia fase temprana de la I¢. En todos los casos las ¢, control sc obtuvieron
cn Ringer normal, ¢n presencia de d-Te 30-50 pM y procaina 100-200 uM, lucgo de al menos 30 min de incubacién con los
blogucantes de los canales de K (las concentraciones de estos bloqueantes asi como la concentracion de Ca?* sc especifica en

cada caso).
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidid utilizar otra combinacion de
bloqueantes de canales de K* para obtener la I, Como se observa en las figuras 7 (trazos a),
en presencia de TEA (10 mM) y Bario (200 uM) es posible obtener corrientes presinapticas
que presentan un componente saliente de larga duracién. El hecho de que la combinacion
TEA-bario fuese mas efectiva que la combinacion TEA-DAP para bloquear completamente
los canales de K* puede deberse al hecho de que el bario, a diferencia de la DAP, es un

bloqueante mas inespecifico y afecta a todos los tipos de canales de K* (ver Hille, 1992).

Se ha postulado que el componente de larga duracién, debido a su alta sensibilidad a la
frecuencia de estimulacién y a los bloqueantes de CCVD inorganicos, puede atribuirse
totalmente a la activacion de los canales de Ca?* presentes en la membrana de los terminales
sinapticos motores (Gundersen y col., 1982; Penner & Dryer, 1986; Mallart y col., 1989). Por
lo tanto, previo a evaluar los efectos de las toxinas especificas para los distintos tipos de

CCVD, se estudiaron los efectos del Cd** y de la alta frecuencia de estimulacion.

El componente de larga duracién (150-400 ms) obtenido en estas condiciones (Figura 7, trazos
a) resulto altamente sensible a la frecuencia de estimulacion y al Cd**. La figura 7A muestra
que al segundo estimulo de un tren de estimulacion a 0.5 Hz, el componente de larga duracion
se vio significativamente afectado. La depresion de la I, causada por el cuarto estimulo del
tren fue la méaxima inhibicion obtenida al mantenerse la estimulacion a esta frecuencia. Esta
inhibicion resultd reversible y luego de 3 min, se obtuvo una sefial que no presentaba
diferencias respecto a la sefial control. El Cd** fue capaz de bloquear completamente la fase
tardia y gran parte de la fase rapida, de la corriente obtenida en estas condiciones (Figura 7B).
Estos resultados son consistentes con los obtenidos por otros autores en preparaciones de
anfibios y de mamiferos (Gundersen y col., 1982; Penner & Dryer, 1986; Mallart y col., 1989;
Braga y Rowan, 1994). Se encontr6 asimismo, que la frecuencia de estimulacién, utilizando
esta combinacion de bloqueantes de canales de K, no podia ser superior a | pulso cada tres
minutos dado que a frecuencias superiores a este valor, tanto la amplitud como la duracion del

componente tardio sufrian reducciones.
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Figura 7. Efecto de la frecuencia de estimulacion y del Cd** sobre la I¢,. Los registros a cn A y B son representativos de las
Ica obtenidas cn solucion de Ringer normal en presencia de d-Te 50 pM, procaina 200 pM, TEA 10 mM y BaCl, 200 uM. Los
registros en A mucstran ¢l efecto de estimular ¢l nervio mediante un tren a 0.5 Hz. Solo se muestran los primeros 4 cstimulos de
un tren de 10, ya que no sc obscrvaron reducciones de la lea cn los cstimulos subsiguicntes. Sc obtuvo una completa
recupceracion de la scilal lucgo de 3 minutos sin cstimulacion. En B se mucstra que la I, (a) fue completamente bloqueada luego
de 30 min del agregado de CdCl,, a una concentracion final de 200 uM, a la solucién del baiio (b). En ¢l inserto sc mucstra que
no hubicron variaciones cn la scial de Na' (schal que sc toma como control de la cstabilidad del registro) durante ¢l
experimento. Los registros a y b del inscrto fucron obtenidos inmediatamente despucés de los registros a y b del barrido rdpido.
Para mayor claridad, se redujcron los artefactos de estimulacion de los registros que se muestran cn ¢l inserto. Cada registro es
el promedio dc 2 respucstas sucesivas. La [recuencia de estimulacion fue de 0.0055 He.

Las I, obtenidas en presencia de esta combinacion de bloqueantes de K*, resultaron altamente
sensibles a la ®-CgTx. La w-CgTx (5 uM) bloqued cast completamente el componente de
larga duracion, mientras que afectd solo parcialmente la fase rapida (Figura 8A). El efecto de

esta toxina comenzaba a ser evidente a los 20-30 min del agregado de la misma a la solucién
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del baflo y el efecto maximo se alcanzaba a los 40-50 min. Estos tiempos son consistentes con
los observados en la liberacién evocada y con datos reportados previamente sobre el efecto de
la w-CgTx sobre las corrientes presinapticas (Silinsky y Solsona, 1992). La FTX (! ul/ml)
también inhibié la I, obtenida en estas condiciones, sin embargo esta toxina, a diferencia de
la w-CgTx, solo afecté el componente de larga duracion en forma parcial (Figura 8B). La -
AgalVA (0.5 uM) no provocé efectos detectables sobre la I¢,, atn luego de 40 a 60 min de
incubacion (Figura 8C). Los resultados obtenidos con la w-CgTx y la w-AgalVA son
consistentes con los obtenidos en la liberacion de neurotransmisor. La FTX, sin embargo, a
una concentracion un orden de magnitud mayor que la necesaria para bloquear completamente

la liberacion evocada, solo fue capaz de suprimir parcialmente la I,

Lfecto de las toxinas Chlx, w-Cglx y I'TX sobre lu corriente presindptica de potasio

dependiente de calcio (Ii,).

Al igual que en la placa neuromuscular del raton, la despolarizacion y el subsiguiente aumento
de Ca** citoplasmastico que ocurre en los terminales sinapticos causan la activacion de las
corrientes de potasio dependientes de calcio y voltaje, Ixc,, las cuales, conjuntamente con las
corrientes de potasio dependientes de voltaje, Ik,, contribuyen a la repolarizacion de la
membrana del terminal. (Mallart, 1985b; Tabti y col., 1989; Lindgren y Moore, 1989; Morita
y Barrett, 1990; Robitaille y Charlton, 1992; Robitaille y col., 1993; Vantapour y Harvey,
1995). Se ha demostrado que las Iy, presentes en estos terminales motores, son sensibles al
efecto de la caribdotoxina (ChTx), bloqueante de los canales de potasio dependientes de
calcio y voltaje gK¢, de conductancia intermedia y alta e insensibles a la apamina, bloqueante
de los gK¢, de pequefia conductancia, los cuales ademads son insensibles al voltaje (Anderson
y col., 1988; Robitaille y Charlton, 1992). En la placa neuromuscular de la rana se ha
demostrado por métodos histoquimicos y electrofisioldgicos que los gK¢, se encuentran
espacialmente cerca y funcionalmente relacionados con los canales de calcio presentes en los
sitios de liberacion (Robitaille y Charlton, 1992; Robitaille y col., 1993). En vista de estos
datos morfolégicos y funcionales que muestran la proximidad entre los gK¢, y los CCVD

involucrados en la liberacion del neurotransmisor y considerando que la activacion de los
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canales gK, depende de la [Ca“],_.xl (Mallart 1985b), fue de interés evaluar el efecto de las
dos toxinas efectivas en suprimir la liberacion del neurotransmisor, la ®-CgTx y la FTX, sobre

la [KCu~

Para obtener las Ig¢, se utiliza solamente ¢l bloqueante de los canales gKv, DAP, ya que tanto
el TEA como el bario tienen también efectos sobre la gK, (ver Hille, 1992). Se utilizé una
concentracion elevada de DAP, 0.5 mM, en aras de maximizar la Ix¢, (Mallart, 1985b; Tabti y
col., 1989). En la figura 9 (trazos a) se muestran registros representativos de las corrientes
presinapticas obtenidas en solucién de Ringer normal en presencia de d-Tc 50 uM, procaina
200 uM y DAP 0.5 mM. La fase negativa tardia que presentan estos registros se debe a la
activacion de canales de K* y es dependiente de la [Ca®*).,, (Mallart 1985b, Anderson y col.,
1988, Tabti y col., 1989). Como se observa en A, la ChTx (300 nM) ejercié un fuerte efecto
inhibitorio sobre esta corriente (Ab), sin embargo este bloqueo no fue total. Como se observa
en Ac, el agregado de BaCl, a la corriente previamente bloqueada por ChTx provocé un grado
de inhibicién aun mayor y solo asi se evidencié la onda positiva de larga duracion (I¢,). El
hecho de haber tenido que agregar BaCl, para obtener un bloqueo total de las Ig¢,, ain en
presencia de una clevada concentracion de ChTx, puede deberse a la presencia de canales
gKc, resistentes a la ChTx y bloqueados por Ba** a concentraciones micromolares, como los
previamente descriptos en otras preparaciones (Wang y col., 1992). Este resultado es
consistente con la aparicion de I¢, con fases mas prolongadas en presencia de Ba’* y TEA que
en presencia de TEA y DAP. Cuando se estudid el efecto indirecto de los bloqueantes de
CCVD sobre la Ix¢,, se encontré que la w-CgTx (5 uM) era capaz de inhibir fuertemente esta
corriente (Figura 9 Bb). El agregado de CdCl, luego del efecto méximo de la w-CgTx,
evidencia que existe una proporcion de esta corriente insensible al bloqueante de tipo N, la
cual resulta suprimida por Cd** (fig 9 Bc). Como se observa en el inserto de la figura 9B, el
efecto inhibitorio de la ®-CgTx no pudo ser revertido mediante el aumento de la [Ca* ] a 10
mM. A diferencia de la ©-CgTx, la FTX (1 pl/ml) no presentd efecto inhibitorio alguno sobre

la Ixca luego de 60 min de haber sido agregada a la solucion del bafio (Figura 9 Cb).
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Figura 8 Efectos de la »-CgTx, FTX y w-Agal VA sobre la c.. En A sc muestra el electo de la 0-CgTx (5 pM) sobre la lca.
Aa, corricnte control obtenida cn solucién de Ringer (30 uM d-Tc, 200 uM procaina) con el agregado de TEA (10 mM) y BaCl,
(200 uM) y Ab, lucgo de 60 min de agrcgar la toxina a la solucion del bailo. Los registros ilusirados son ¢l promedio dc S
respuestas sucesivas. En B se muestra que la FTX (1 ul/ml durante 60 min) reduce la amplitud de la e, (Bb) con respecto al
control (Ba obtenida como cn Aa). Los registros ¢n a y b son ¢l promedio de 3 respuestas sucesivas. En C, los registros
muestran que no hay variacioncs significativas en la lc, lucgo de 40 min del agregado dc w-AgalVA (0.5 uM) (Cb) con respecto
o la scilal control (Ca) oblenida como en A. Los registros a y b en C son ¢l promedio de dos respuestas succsivas. En A, By C,
los registros a y b dc los insertos fueron tomados inmediatamente después de los registros a y b de los barridos rdpidos a y b,
respectivamente. Para mayor claridad, se redujeron los artefactos de estimulo de los registros que sc mucstran en los inscrtos.
Los registros que se muestran en csta figura son representativos de los efectos de cada una de las loxinas cn 2-4 preparaciones
nervio-musculo. La frecuencia de estimulacion fuc de 0.0055 Hz Para mayor claridad, se rcdujeron los artefactos de
estimulacion de los registros que se ilustran cn los insertos.
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I 0.5mV

Figura 9 Efectos de la ©-CgTx y la FTX sobre la lxc,. Las Ik, control, trazos (a), fucron obtenidas en solucion de Ringer
normal ¢n presencia de d-Te 50 uM, procaina 200 pM y DAP 0.3 mM. A (b), lx(cay lucgo 60 min de incubacion con ChTx 300
nM. El BaCl; (200 pM) bloquca complctamentc la lxc¢. y pone en evidencia una onda positiva de larga duracién. B (b), efecto
de la @-CgTx 5 pM lucgo de 50 min (efecto maximo). El efecto blogueante comensé a ser evidente a los 25 min. El agregado de
CdCl, (200 uM) bloquea ain mas esta corriente (c). En el inserto se muestra que lucgo de aumentar la [Ca¥' | a 10 mM (b) la
corriente no sufre variacioncs respecto al (a) pero desaparccen los disparos repetitivos. C, la Ixea control (a) no se ve modificada
luego de 60 min del agregado de FTX 1 pl/ml a la solucién del bafto (b) y es completamente bloqucada por la adicion de CdCl,
200 uM (c). Frecuencia de estimulacién 0.5 Hz. Para mayor claridad, sc redujeron los artefactos de cstimulacion. Los registros
ilustrados representan los resullados obtenidos con cada una de las toxinas en 2-3 preparaciones nervio-musculo.

94



Cupitulo 2

Discusién

Los resultados presentados demuestran que en la placa neuromuscular de la rana, la FTX
bloquea completamente la liberacion del neurotransmisor en forma dosis-dependiente (ICsp =
0.02 ul ml™") y suprime parcialmente la corriente presinaptica de Ca’*. Los efectos sobre la
liberacién del neurotransmisor estan de acuerdo con su accion en la placa neuromuscular del
ratén (Uchitel y col,, 1992) y en la sinapsis gigante del calamar (Llinds y col., 1989). Sin
embargo, en estos dos sistemas mencionados, la FTX bloquea completamente las corrientes
presinapticas de Ca’* La w-AgaVA, toxina que también bloquea la liberaciéon del
neurotransmisor y las corrientes presinapticas de Ca®* en la placa neuromuscular del ratén a
concentraciones nanomolares (Protti y Uchitel, 1993; ver Capitulo 1), no afecta ninguno de
estos parametros, aun a dosis elevadas y con tiempos de incubacién prolongados. Estudios
recientes sobre las corrientes de Ca®* presentes en las varicosidades formadas por las neuritas
de las motoneuronas de Xenopus en cultivo, muestran que las mismas son bloqueadas por la
®-CgTx (1-2 uM) y que son insensibles a la w-AgalVA (500 nM) (Poage y Meriney, 1996). Si
bien la FTX, anatgonista de CCVD de tipo P en mamiferos (Llinas y col., 1992b), es capaz de
suprimir la transmision sindptica en esta preparacion, los resultados obtenidos con la -
AgalVA descartan la posibilidad de que los CCVD de tipo P o de tipo Q, con el perfil
farmacoldgico descripto en mamiferos (Llinds y col., 1989; Mintz y col.,, 1992a,b; Usowicz y
col., 1992; Protti y Uchitel., 1993, Hohg y Chang, 1995; Wheeler y col., 1994a,b; Randall y
Tsien, 1995; Wright y Angus., 1996), estén involucrados en el proceso de liberacion en la
placa neuromuscular de la rana. Es interesante destacar sin embargo, que en un estudio
reciente, Dupere y col. (1996), trabajando con las nuevas toxinas sintéticas sSFTX3.3 y FT'X3.3
(Moya y Blagbrough, 1996) en células de purkinje de cerebelo de rata, describen, en base a la
sensibilidad de las corrientes de Ca’* a estas dos toxinas, 3 subtipos de canales dentro de una
poblacion de >90% de canales clasicamente descriptos como P (Llinas y col., 1992b). Uno de
estos subtipos de canales, el cual resulta insensible a la s-FTX3.3. y es bloqueado por la

FTX3.3, parece ser insensible a la »-AgaVA.
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Al comparar los efectos de la FTX con los del bloqueante de CCVD de tipo N, la @-CgTx,
estos resultados muestran que ambas toxinas son capaces de suprimir completamente la
liberacion del neurotransmisor (para la @-CgTx ver también Kerr y Yoshikami, 1984; Sano y
col., 1987; Koyano y col., 1987) mientras que la I¢, resulta casi completamente bloqueada por
la @-CgTx y solo parcialmente por la FTX. A partir del bloqueo parcial de una corriente
macroscopica como la I¢,, no es posible discriminar si la FTX esta bloqueando parcialmente
una poblacion homogénea de canales sensibles a ©-CgTx o suprimiendo la corriente a través
un subtipo de canales sensibles a la @-CgTx. Sin embargo, teniendo en cuenta que se utilizo
una concentracion de FTX 10 veces superior a la necesaria para bloquear completamente la
liberacion del neurotransmisor, la hipétesis de un bloqueo parcial de una poblacion
homogénea de canales parece la menos probable. Podria ocurrir que las condiciones
experimentales que se utilizan para obtener la I, modifiquen la afinidad de la FTX por los
CCVD. Esto no parece probable puesto que en condiciones experimentales similares y
utilizando los mismos rangos de concentracion, Uchitel y col.(1992) mostraron que en la placa
neuromuscular del ratdn, esta toxina suprime completamente la liberacion del neurotransmisor
y la ¢,

Dado que tanto la FTX como la w-CgTx resultan efectivos bloqueantes de la liberacion del
neurotransmisor y considerando la co-localizacion espacial y funcional de los canales de
potasio dependientes de calcio (gK¢,) y los canales de Ca’* en las zonas activas de liberacion
en estos terminales motores (Robitaille y Charlton, 1992; Robitaille y col., 1993), supusimos
que ambas toxinas serian capaces de suprimir en forma indirecta la Igc,. Los resultados
obtenidos con la w-CgTx son consistentes con esta suposicion ya que esta toxina
efectivamente bloquea la g, sensible a ChTx. La falta de efecto de la FTX sobre la Ik¢, no
parece estar de acuerdo con los efectos de la ChTx sobre la liberacién de neurotransmisor
reportados por Robitaille y col. (1993). Estos autores proponen que la cercania entre los
canales gK¢, y los CCVD aseguran una rapida activacion de los canales gK¢, como
consecuencia de la entrada de Ca’* durante el potencial de accién. De esta forma, estos
canales gK¢, estarian regulando la cantidad de neurotransmisor liberado mediante la

modulacién de la cantidad de Ca®* que entra por impulso nervioso. Bajo la suposicion de que
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en los terminales motores de la rana habria mas de un tipo de CCVD sensible a la o-CgTx,
una posible explicacion para la falta de efecto de la FTX sobre la Igc, es que el considerable
aumento en la entrada de Ca** que ocurre debido a la despolarizaciéon mas sostenida por la
accion de la DAP, bloqueante de los canales de potasio dependientes de voltaje (Llinas,
Walton y Bohr, 1976), seria suficiente para activar los canales gK¢, aun en presencia de FTX.
Esto implica que estos canales serian activados por Ca?* entrando por CCVD que no estan
involucrados en el proceso de liberacion en condiciones normales. Cabe sefialar que en la
placa neuromuscular del ratén, la FTX bloquea completamente la I¢¢, obtenida en las mismas

condiciones experimentales (Protti y Uchitel, en prensa).

Otro punto relevante a la suposicion de que la poblacidn de canales sensibles a la ©-CgTx
presentes en la placa neuromuscular de la rana es heterogénea, es el hecho de que ¢l efecto de
la @-CgTx sobre al lgc, no resultara reversible por Ca’* mientras que el Ca’* es capaz de
revertir el efecto de esta toxina sobre la liberacion del neurotransmisor (Kerr y Yoshikami,
1984). Zengel y col. (1993) reportaron que en la placa neuromuscular de la rana, el aumento
del [Ca®").., es capaz de revertir el efecto que tiene la ©0-CgTx sobre la amplitud del EPP pero
no revierte el efecto sobre el aumento de las amplitudes de los EPP provocado por alta
frecuencia de estimulacién. Estos autores proponen también que la @-CgTx podria estar
actuando sobre dos sitios presinapticos diferentes. La falta de efecto de la FTX sobre la Ixc, y
el bloqueo parcial que ejerce sobre la I¢, sugieren que esta toxina podria estar actuando sobre
una sub-poblacion de canales sensibles a la @-CgTx que seria también sensible a la FTX.
Olivera y col., (1987), basandose en experimentos realizados con la w-CgTx y la @-CmTx (-
conotoxina MVIIA de Conus magus), en los cuales muestran que la ®-CmTx solo tiene como
blanco una sub-poblacion de canales sensibles a la @-CgTx, también sugieren la presencia de

mas de un tipo de canal sensible a la -CgTx en los terminales motores de la rana.

Con respecto al sitio de accion de la FTX en estos terminales motores, el hecho de que no
ejerza efecto alguno sobre la amplitud de los MEPPs indica que esta toxina no presenta
efectos postsinapticos ni efectos sobre el tamaflo del cuanto de Ach. Estos resultados,
conjuntamente con la capacidad de esta toxina para antagonizar la Ig,, sugieren que el sitio de

accion mas probable son los CCVD presinapticos. Sin embargo, el hecho de que provoque un
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aumento sobre la fyipp,, 10 cual concuerda con su accidn en la placa neuromuscular del raton
(Uchitel y col., 1992), no coincide con lo reportado para la w-CgTx, el otro bloqueante de la
liberacion en este sistema. Esta ultima toxina no afecta la liberacién espontanea a bajas
concentraciones (Sano y col., 1987), en cambio, si se la utiliza a una concentracién de 10 uM
reduce la fypps (Grinell y Pawson, 1989). Dado que la fyy:pps €n la placa neuromuscular de la
rana depende casi exclusivamente de la [Ca®*),, (ver por ejemplo Matthews y Wickelgren,
1977), es factible suponer que la reduccién del influjo de Ca’* mediante un bloqueante de
CCVD no tenga efecto sobre la fyy:pps, 0 que la reduzca como se report6 para la ®-CgTx. Sin
embargo, al igual que ocurre con la FTX, algunos de los iones divalentes y trivalentes
bloqueantes de los CCVD provocan un aumento de la liberacion espontanea (ver Revision por
Van der Kloot y Molgo, 1994). Dado que la [Ca“],.,l es mantenida por la interaccidn de varios
sistemas (Duncan y Statham, 1977), el bloquear una de las vias de entrada de Ca®* podria
tener efectos opuestos sobre cualquicra de los otros sistemas involucrados en mantener la
homeostasis. Duncan y Statham (1977), mostraron que en los terminales motores de la rana la
JSmepps por encima de los 20 °C es, por un lado, mucho mas variable que a bajas temperaturas
y, por el otro, menos sensible a las reducciones en el influjo de Ca’* desde el medio
extracelular. Estos autores proponen que esto ocurre porque a esta temperatura la [Ca®*); es
gobernada principalmente por un mayor eflujo de Ca®* de los depositos intracelulares. Por lo
tanto, la temperatura a la cual se realizaron los presentes experimentos (19-22 °C) podrian
explicar, al menos en parte, el inesperado aumento en la frecuencia. Estos experimentos no
descartan que la FTX siendo una molécula con alta densidad de carga, aparte de afectar los
CCVD presentes en la membrana, pueda afectar la liberacién basal del neurotransmisor por
algin otro mecanismo, como se postula que ocurre con el cd”, luego de un tiempo
prolongado de incubacién (Braga y Rowan, 1994), y con otros iones divalentes (Co®™*, Mn*") y

trivalentes (La**, Gd’*) antagonistas de canales de Ca®* (ver Van der Kloot y Molgé, 1994).

Estos resultados tomados en conjunto, indican que la mayor parte de la I¢, registrada en
presencia de bloqueantes de los canales de potasio tiene las caracteristicas farmacoldgicas de
los canales de tipo N descriptos en mamiferos (ver Olivera y col., 1994). Sin embargo una

fraccion de esta corriente, que probablemente incluye la corriente que media la liberacion del
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neurotransmisor, perteneceria a un tipo de canales con farmacologia mixta. Dado que tanto la
-CgTx como la FTX bloquean la I¢, y suprimen la liberacién del neurotransmisor mientras
que la w-AgalVA no presenta efecto alguno sobre estos procesos, es posible suponer que el
subtipo de canales que es afectado por ambas toxinas, no presenta un perfil farmacologico
consistente con los canales de tipo P, Q o N de mamiferos (Olivera y col., 1994; Dunlap y
col.,1995). Canales de calcio que presentan sensibilidad tanto a la w-CgTx como a la FTX han
sido reportados en los terminales sinapticos de la neurohipéfisis de rata (Wang y Lemos,
1994). En el cerebro de aves también se han descripto canales de Ca** con farmacologia
mixta, sensibles en este caso a la w-CgTx y a la w-AgalVA, involucrados en la liberacion del
neurotransmisor (Sivaramakrishnan y Laurent, 1995). En sinaptosomas purificados a partir del
cerebro de pollo, la mayor parte de la captacion de *Ca?* inducida por elevado K* es
bloqueada por la w-CgTx y también parcialmente por la FTX, la w-AgalVA y las ©-
conotoxinas ®-MVIIC y o-MVIID (Lundy y col., 1994; Alvarez-Maubecin y col., 1995). Estos
autores muestran que en los sinaptosomas de cerebro de pollo, l1a FTX es efectiva en el mismo
rango de concentraciones que se requiere para bloquear la captacidon de “Ca’ en
sinaptosomas de corteza cerebral de rata. Estos resultados son consistentes con el hecho de
que en la preparacidn de rana el ICs, para el bloqueo de la liberacion es similar al reportado
por Uchitel y col., (1992) para la liberacién en mamiferos. Si bien a diferencia de lo que
ocurre en la preparacion de la rana, en los sinaptosomas de pollo la w-AgalVA es capaz de
antagonizar la captacion de *’Ca’’, el efecto solo se observa a concentraciones mucho mas

elevadas que las necesarias para bloquear esta captacion en los sinaptosomas de rata.

La selectividad de la FTX, tanto natural como las sintéticas, por los canales de tipo P sigue
siendo motivo de mucha controversia (ver Olivera y col., 1994). Manfridi y col. (1993)
reportaron que en células del cerebro de mamiferos, la FTX solo bloquea corrientes
insensibles a las DHPs y la @-CgTx mientras que Brown y col. (1994) reportaron que ademas
de bloquear las corrientes de tipo P, la FTX presenta efectos antagonicos sobre otras corrientes
HVA. Asimismo, estudios realizados con las FTX sintéticas s-FTX3.3. y FTX3.3, muestran
que estas toxinas son capaces de bloquear corrientes de tipo P, N'y L en células de cerebro de

rata (Brown y col, 1994; Norris y col., 1996). El presente trabajo confirma los resultados de
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los estudios que muestran que la FTX no es especifica para bloquear corrientes de tipo P
(Brown y col., 1994) ya que es capaz de inhibir algunos procesos sensibles a la »-CgTx. Sin
embargo, los presentes resultados muestran que por medio de esta toxina se puede evidenciar
que existe heterogeneidad, al menos farmacoldgica, en la poblacion de CCVD sensibles a la
o-CgTx presentes en estos terminales motores. Esta heterogeneidad en los canales sensibles a
la w-CgTx presentes en los terminales sinapticos se ve reforzada por el hecho de que se ha
reportado que la FTX no es capaz de inhibir la liberacion del neurotransmisor en las sinapsis
del érgano eléctrico del pez Gymnotus carapo, la cual es total e irreversiblemente bloqueada

por la -CgTx (Sierra 'y col., 1995).

En resumen, los presentes resultados muestran que en los terminales sinapticos de la unién
neuromuscular de la rana existe, desde ¢l punto de vista farmacologico, una poblacion
heterogénea de CCVD sensibles a la w-CgTx y que la liberacion del neurotransmisor estaria
mediada por una poblacion cuya farmacologia no coincide con la de los canales de tipo N ni la
de los de tipo P o Q descriptos en mamiferos. Si bien se requieren mas estudios para
determinar el tipo/s de canal que media la liberacion en esta preparacion, el hecho de que la
FTX pueda antagonizar este proceso tan eficientemente como lo hace en el ratén o en la
sinapsis gigante del calamar, sugiere que los canales involucrados en la misma funcion en los

distintos sistemas compartirian un sitio comun reconocido por la FTX.
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Antecedentes y objetivos especificos

Durante el proceso de regeneracion y maduracion de las sinapsis, la liberacion del
neurotransmisor se halla afectada en varios aspectos. Se ha reportado que los potenciales de
placa evocados presentan un contenido cudntico bajo y una latencia muy prolongada. Aparece
rapidamente fatiga en respuesta a la alta frecuencia de estimulacién y la frecuencia de
liberacion espontanea es muy baja (Bennett y col., 1973; Dennis y Miledi, 1974a; 1974b;
Tonge, 1974; Argentieri y col., 1992). Las conductancias ionicas subyacentes al potencial de
accion, la propagacion del potencial de accion y el factor de seguridad para la conduccion en
axones total o parcialmente desmielinizados, presentan también diferencias con respecto a los
axones normales (Bostock y col., 1981, Shraeger, 1993). Asimismo, durante la reinervacién de
los musculos esqueléticos del ratén, se han descripto cambios tanto en la densidad como en la
distribucion de los canales ionicos presentes a lo largo de las ramas terminales de los axones

motores (Angaut-Petit y Mallart, 1985a, 1985b; Angaut-Petit y col., 1990).

En la placa neuromuscular normal del ratén, la liberacion evocada de Ach es mediada
principalmente por CCVD de tipo P, sin participacion significativa de los canales de tipo L y
N (ver Capitulo I). Sin embargo, bajo ciertas condiciones fisiolégicas y/o experimentales, se
ha reportado la participacion de los CCVD de tipo L (Atchinson y O’Leary, 1987; Atchinson,
1989; Pancrazio y col., 1989; Hong y Chang, 1990; Smith y col., 1995) y de tipo N (Wessler y
col., 1990; Protti y col., 1991; Hong y col,, 1992) en la transmisién sinaptica en la placa
neuromuscular del ratén. Durante la maduracién de la placa neuromuscular de vertebrados, se
han reportado cambios en la farmacologia de los CCVD acoplados a la liberacion del
neurotransmisor en aves (Gray y col., 1992) y anfibios (Fu y Huang, 1994). En mamiferos, sin
embargo, no hay informacion respecto a los canales que median e proceso de liberacion de

Ach durante la maduracidn de las sinapsis neuromusculares.

El objetivo de esta parte del trabajo fue estudiar qué tipos de CCVD median la liberacién de

neurotransmisor en las sinapsis neuromusculares recientemente formadas. Con este fin se
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estudio la sensibilidad de la liberacion del neurotransmisor a los bloqueantes de CCVD del
tipo Py Q (w-AgalVA) y de los tipos N y L, (w-CgTx y nitrendipina, respectivamente) durante

el proceso de reinervacion del musculo levator auris del ratén.

Resultados

Caracteristicas de la respuesta evocadu por estimulacion nerviosa en el levator auris normal

y durante lu reinervacion.

Durante los estadios tempranos de la reinervacion (< 20 dias luego de la desnervacion, ver
Métodos), en forma similar a lo previamente reportado en otras preparaciones (Bennett y col.,
1973; Dennis y Miledi, 1974b; Tonge, 1974), los potenciales de placa evocados presentaban
menor amplitud y latencia mas prolongada que en los musculos normales. Asimismo, durante
un tren de estimulacidn, las amplitudes de los potenciales placa presentaban una fluctuacién
mucho mayor que en los masculos normales (Figura 1A, Figura 2). Consistente con esta
observacion, el contenido cuantico estimado de la liberacion evocada (m) resulté mucho
menor en los musculos en reinervacion durante los estadios tempranos que en los musculos
controles y en los reinervados tardios (> 60 dias luego de la desnervacion) (Figura 1B, Figura
5). Los valores de m obtenidos tanto en los musculos control como en los musculos en
reinervacion durante los distintos estadios resultaron similares a los reportados previamente en

la placa neuromuscular del raton (Tonge 1974).

Los potenciales de membrana (Vm) de las fibras de los musculos control fluctuaban entre los -

65 y -85 mV y los de las fibras musculares de los musculos en reinervacién entre los -55 y -75

mV.
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Figura 1: Caracteristicas de los EPPs en el levator auris normal y en regeneracién. A, rcgistros rcpresentativos de 50
estimulos sucesivos evocados a 0.5 Hz. El pancl superior tlustra ¢l tipo de respucstas obtenidas en un misculo normal y cl
inferior, aquellas oblenidas en un misculo cn reincrvacion ambos incubados en solucion de Ringer normal en presencia de d-te
1.3 uM (normal) o 0.6 uM (reinervacion). B, ¢l grafico de contenido cudntico (m) versus latencia mucstra que los EPPs en los
cstadios tempranos post-desnervacion prescitan valores de m menores y latencias mas largas que los EPPs en los musculos
norinales. Para los musculos nommales cada punto ¢s la media de 10 fibras por musculo (9 masculos); E.S. <10% para my <2%
para la latencia. Para los muasculos en reinervacion a los 62-65 dias, cada punto representa la media de 14 fibras (2 masculos),
E.S. <20% para m y < 4% para la latencia. Para los musculos en reinervacion de 8-14 dias (110 fibras, 14 masculos), 17 dias
(I1 fibras, | misculo) y 25-32 dias (38 fibras, 4 ‘musculos), cada punto represcnta la media de 2-7 fibras cuyas placas
terminales sc hallaban ubicadas a aproximadamente la misma distancia del clectrodo de estimulacion. Para cstos datos, ¢l E.S.
fue dc 5-30% para el m y dc 2-15% para la latencia.

La latencia medida en estas condiciones (desde el artefacto de estimulacién hasta el comienzo
del EPP, ver Métodos) refleja la suma de la velocidad de conduccidn y el retardo sinaptico. Se
ha demostrado previamente que el retardo sinaptico en las placas neuromusculares
recientemente formadas no es significativamente diferente del que se observa en musculos
normales (Dennis y Miledi, 1974). Asimismo, se sabe que la velocidad de conduccién se
encuentra significativamente disminuida en los nervios en regeneracién con respecto a los

nervios normales (Bennett y Florin, 1974; Shraeger, 1993). Por lo tanto, la prolongada latencia
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observada en las respuestas evocadas en los musculos en reinervacion pude adjudicarse

principalmente a una disminucion en la velocidad de conduccion del impulso nervioso.

Durante el curso de la reinervacion en algunas fibras musculares se detectaron, mas
frecuentemente en los estadios tempranos (< 20 dias luego de la desnervacion), potenciales de
placa evocados con doble pico (Figura 2). En algunos casos, estos picos presentaban un
umbral diferente por lo cual este tipo de respuestas puede adjudicarse a la presencia de
inervacidn polineural en algunas de las fibras musculares (Dennis y Miledi, 1974b). Estas
fibras no fueron incluidas en los analisis para la estimacion del contenido cuantico. Cabe
seflalar que el fendmeno de inervacion polineural no se cuantificé ni se estudié con mas
detalle y que solamente se lo consideré como otro indicio electrofisiologico de la reinervacién

de los musculos dada la frecuente aparicion de este fendmeno en las placas neuromusculares

recientemente formadas.

A B

Figura 2: Inervacién polineural durante el curso de la reinervacién. Registros representativos la respuesta obtenida ante
una estimulacion a 0.5 Hz en una fibra poli-incrvada dc un musculo a los 13 dias luego dc la desnervacion. La preparacion fue
incubada en solucion de Ringer normal con d-Tc 0.6 pM. En A se observan las respuestas oblenidas con un estimulo de 10 volts
durante 0.01 ms (Vm = -59 mV). Las flechas (a) y (b) seiialan las dos latencias con que aparccen los EPPs. En B sc¢ muestran
las respuestas obtenidas en la misima fibra luego de reducir la amplitud del estimulo a 5 volts (Vm = -58 mV). Pucde observarse
que la respuesta de menor latencia (a) desaparece al disminuir ¢l estimwlo. Para mayor clandad, se redujeron los antefactos de

estimulacion.
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Lfecto de los blogueantes de los CCVD sobre la liberacion evocada

Para discriminar cual/es de los distintos tipos de CCVD participa en el proceso de liberacion
durante la reinervacion utilizamos la w-AgalVA, la ®-CgTx y la nitrendipina, bloqueantes de
los CCVD de tipo Py Q, N y L, respectivamente. La w-AgalVA 30 nM redujo en forma
significativa el contenido cudntico. A una concentracion de 100 nM esta toxina suprimié casi
completamente la liberacion evocada (Figura 3). El efecto la w-AgalVA resultdé similar al
observado en el levator auris normal (ver Capitulo 1, Figura 5). Como se ilustra en la figura 4,
la w-AgalVA 30 nM afectd considerablemente la varianza de las amplitudes de los EPPs en

las placas maduras y en las recientemente formadas.

La o-CgTx (1 y 5 uM), al igual que ocurre en la placa neuromuscular normal (Sano y col.,
1987; Protti y col., 1991, Wright y Angus, 1996; ver ademas Capitulo 1, Figura 1), no causé

una reduccion significativa del contenido cuantico en los musculos en reinervacion (Figura 3).
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s T T
E 80 7
8 wok
©
o
X 60
Q
2
S a0-
31
o
S
=
L
g 20—
@)
0

IyM  5uM ;M 5 u 0 M

Figura 3: Efecto de la o-AgalVA, o-CgTx y nitrendipina sobre el contenido cuéntico de la liberacién evocada. El
diagrama de barras muestra que en los musculos en reinervacion, la o-AgalVA, redujo m en forma significativa (control, m =
37.8 £2.7) y que la @-CgTx, no afecto la liberacion forma significativa (control, m = 28 + 2.7). La nitrendipina, redujo el m en
forma significativa (control, m = 24.8 + 1.7). Las fibras control se evaluaron en los muisculos incubados en solucién de Ringer
normal en presencia de d-Te (0.6-1 pM). Las fibras tratadas se evaluaron en los mismos musculos luego de al menos | hr de
incubacion con el bloqueante de CCVD respectivo. Cada barra representa la media + E.S. de datos obtenidos en 2-6
preparaciones nervio-musculo. Los datos se presentan como porcentaje del propio control. ** P < 0.0001; * P < 0.001. Los
valores de significancia estadistica se reficren a las comparaciones realizadas entre las fibras tratadas con los bloqueantes de

CCVD versus los controles sin droga.
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Nomal o-AgalVA 30nM

| mV
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Reinervado o-AgalVA 30 nM

Figura 4: Efecto de la w-Agal VA sobre la varianza de las amplitudes de los EPPs en el levator auris normal y durante
la reinervacién. Registros representativos de 50 estimulos dados a una frecuencia de 0.5 Hz en masculos incubados cn
solucién de Ringer normal. A, ilustra el considerable aumento en la varianza de los EPPs causada por la w-AgalVA cn muasculos
normales. Cantrol, d-Tc 1.1 uM, tratado, lucgo de 1 hr de incubacion con w-AgalVA 30 nM y d-Tc 0.5 pM. B, tlustra ¢l fuerte
electo inhibitorio que cjercen bajas concentractones de w-AgalVA en los musculos en reincrvacion (EPPs registrados en un
musculo 14 dias luego de la desncrvacion). Control, d-Tc 0.8 uM; tratado, luego de 1 hr de incubacidn cn presencia de o-

AgalVA30nMyd-Tc 0.4 uM.

La nitrendipina (1-10 pM), provocé una disminucidn significativa (~40-60%) del contenido
cuantico en los musculos en reinervacion y no causé efecto alguno en el levator auris normal
aun a elevadas concentraciones (Figura 3; ver ademas Capitulo 1, Figura 1). La nitrendipina,
al igual que la @w-AgalVA, causé un significativo incremento en la varianza de las amplitudes

de los EPPs en las placas inmaduras. Sin embargo no tuvo efecto alguno sobre las amplitudes
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de los EPPs en los musculos normales (Figura 5). Ninguno de estos bloqueantes afecté el Vm

de las fibras musculares.

Normal Nitrendipina 20 utM

05mVv

Sms

Reinervado Nitrendipina 10 M

05 mV

Sms

Figura 5: Efecto de la nitrendipina sobre la varianza de las amplitudes de los EPPs en el levator auris normal y durante
la reinervacién. Registros representativos de 50 estimulos dados a una frccuencia de 0.5 Hz en misculos incubados cn
solucién dc Ringer normal. A, ilustra la falta de cfecto de la nitrendipina sobre las amplitudes de los EPPs ¢n musculos
normales. Control d-Tc 1.6 uM; tratado, lucgo de | hr de incubacion con mitrendipina 20 pM y d-Tc 1.6 pM. B, ilustra que cn
los musculos en reinervacion (EPPs registrados en un masculo 11 dias lucgo de la desncrvacion), la nitrendipina reduce
fuertemente las amplitudes de los EPPs v aumenta su varianza, causando cn algunos casos [allas ¢n la liberacion. Control, d-Te
1.2 uM; tratado, lucgo de 1 hr de incubacion en presencia de nitrendipina 10 pM y d-Tc 0.2 uM.
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A fin de comparar el efecto de los bloqueantes de CCVD sobre el contenido cuantico
estimado y sobre las amplitudes de los EPP en los musculos en reinervacién, se trabajé sin
disminuir la concentracién de d-Tc al agregar el bloqueante. En forma consistente a lo que
ocurre en musculos normales (ver Capitulo 1), la w-AgalVA 30 nM redujo el m y las
amplitudes de los EPPs al 62 + 10 y 52 + 7% de sus valores control, respectivamente (15
fibras, 1 musculo, 18 dias post-desnervacion). Los efectos de la nitrendipina sobre las
amplitudes de los EPPs también resultaron similares a sus efectos sobre el m. La nitrendipina
(1 uM) redujo el m y las amplitudes de los EPPs al 49 + 9% y. 42 £+ 5% de sus valores control,

respectivamente (10 fibras, 1 masculo, 13 dias post-desnervacién).

Se evalué también el efecto del Cd**, bloqueante inorganico de todos los tipos de CCVD de
alto umbral de activacion (P, Q, N y L). En forma similar a lo reportado en la placa
neuromuscular normal (Cooper y Manalis, 1984; Uchitel y col., 1992; Braga y Rowan, 1994),
el Cd** (200 pM) inhibié el 93 + 6.5% (n = 3 fibras) de la liberacién en forma rapida y
reversible (% recuperacion luego del lavado con solucién de Ringer normal 67.8 + 83%,n =3

fibras).

Iifecto del bloqueante de CCVD de tipo 1 sobre lu liberucion evocada durante el curso de la

reinervacion.

Con el objeto de estudiar si la sensibilidad al bloqueante de CCVD de tipo L era permanente o
se perdia durante el curso de la reinervacion, se estudio el efecto de la nitrendipina en estadios
mas tardios (~30 dias y ~60 dias luego de la desnervacion) en los cuales el contenido cuantico
de la liberacion se recuperaba hacia sus valores normales. En el diagrama de barras de la
figura 6, se muestran los contenidos cuanticos en ausencia y en presencia de nitrendipina 10
UM en el levator auris normal y durante el curso de la reinervacion. Como se observa, la
maxima sensibilidad a la nitrendipina ocurre en los estadios tempranos de la reinervacion.
Puede apreciarse que si bien a los 60 dias, la nitrendipina reduce el contenido cuantico de la

liberacion en un 30%, esta reduccion no resulta significativa.
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Figura 6: Sensibilidad a la nitrendipina durante el curso de la reinervacién. El diagrama de barras mucstra quc los cfectos
de la nitrendipina sobre ¢l contenido cudntico (m) fucron maximos cn los primeros ¢stadios de la reinervacion y que los mismos
disminuycron a medida que ¢l m sc recuperaba a sus valores normales. Cada barra representa la media t E.S. de datos obtenidos
en 2-6 preparaciones nervio-masculo (5-10 fibras por misculo). El contenido cudntico fue evaluado en musculos incubados ¢n
solucion de Ringer normal cn ausencia (barras vacias) y en presencia de nitrendipina 10 pM (barras rayadas). En todos los casos
las fibras tratadas fucron cvaluadas en los mismos musculos que la fibras control lucgo de al menos | hr de incubacién en
presencia de la droga. **P < 0.0001; *P < 0.002. Los valores de significancia estadistica se refieren a las comparaciones
realizadas entre las fibras tratadas con los bloqueantes de CCVD versus los controles sin droga.

Efecto de la w-AgalVA y de la nitrendipina sobre la liberacion espontdnea de Ach.

Si bien la liberacion espontanea de Ach es fundamentalmente dependiente de la concentracién
interna de Ca®*, las variaciones del Ca®" extracelular afectan la frecuencia de MEPPS (figpps)
(Fatt y Katz, 1952; Hubbard y col., 1968). En la placa neuromuscular de vertebrados, esta
dependencia de la fy:pps CON la [Ca“]m, no coincide con la baja o ausente sensibilidad que
presenta este tipo de liberacion a los bloqueantes de CCVD capaces de suprimir la liberacion

evocada (Kerr y Yoshikami, 1984; Protti y Uchitel, 1993; Hong y Chang, 1995). Ademas, se
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ha reportado que algunos bloqueantes de la entrada de calcio no solo no disminuyen la
frecuencia de MEPPs sino que la aumentan (Uchitel y col., 1992, ver Van der Kloot y Molgo,

1994; ver Capitulo 2, Figura 4B).

En la placa neuromuscular normal del ratdn, la liberacion espontanea es independiente de la
entrada de Ca’" a través de los canales de tipo P, el tipo de canal que media la liberacion
evocada de Ach (ver Capitulo 1, Protti y Uchitel, 1993; Hong y Chang, 1995). Fue de interés
estudiar si en las placas inmaduras la liberacion espontanea de Ach resultaba sensible a los
bloqueantes efectivos en suprimir la liberacién evocada. Encontramos que ni la w-AgalVA
100 nM ni la nitrendipina 10 uM afectaron la frecuencia de MEPPs (Figura 7A). La w-Aga
IVA, de acuerdo a lo ya reportado en otras preparaciones de ratén (Protti y Uchitel, 1993;
Hong y Chang, 1995) no afectd la fyy:pps €n la preparacion levator auris normal (fjypps control
=35+4 min",fMl.;pp,. en presencia de w-AgalVA 100 n M =31 %5 min! : P>05 n=13
fibras, 1 masculo). La nitrendipina, sin embargo, causd un leve aumento de la liberacion
espontanea en el levator auris normal (fygpps control = 57 + 10 min’'; J/mepps €N presencia de

nitrendipina 10 uM = 88 + 10 min’';  <0.04, n = 35 fibras, 2 musculos).

En las placas recientemente formadas, otra cuestion de interés con respecto a la sensibilidad
de la liberacion espontanea a estos bloqueantes de CCVD, es saber si el impacto que tienen
sobre la amplitud de los EPPs, puede deberse a un efecto sobre el tamafio del cuanto de Ach
y/o sobre la sensibilidad post-sinidptica a la Ach. Los histogramas de distribuciéon de
amplitudes realizados en ausencia y presencia de los bloqueantes (Figura 7B), muestran que ni
la @-AgalVA 100 nM ni la nitrendipina 10 uM afectaron significativamente las amplitudes de

los MEPPs.
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Figura 7: Efectos de la w-Aga IVA y de la nitrendipina sobre la liberacién espontdnea durante la reinervacién. A, ¢l
diagrama de barras muestra que la /\eprs 10 resultoé significativamente afectada luego de al menos 1 hr de incubacién ya sea con
w-AgalVA 100 nM o con nitrendipina 10 uM. Cada barra representa la media + E.S. de al menos 15 fibras por misculo (1-2
musculos). B, Histogramas dc distribucion de amplitudes de MEPPs obtcnidos en misculos luego de 17-23 dias de la
desnervacion. Los histogramas representan la distribucion de amplitudes de MEPPs (100 cventos por fibra) antes (control, n = 4
musculos) y luego de al menos | hr de incubacion con w-AgalVA 100 nM (n = 2 nuisculos) o con nitrendipina 10 uM (n =2
musculos). Tanto en las fibras control como en las fibras tratadas, sc detectaron algunos cventos con amplitudes mayores de 5
mV, los cuales no fucron incluidos cn ¢l analisis de amplitudes. Los histogramas fueron ajustados mediante una distribucion de
Gauss. La amplitudes medias + desvio estandar fueron: Control, 1.3 £ 0.5 (R? = 0.97); w-AgalVA, 1.6 £ 0.5 (R?=095) y

Nitrendipina, 1.2 + 0.4 mV (R*=091).
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Efectos de lu w-AgalVA y la nitrendipinu sobre la liberacion evocada por K.

Un método muy comunmente utilizado para evaluar los tipos de CCVD presentes en los
terminales sinapticos y que no involucra un potencial de accion propagado, es inducir la
secrecion mediante el aumento del [K']... La despolarizacion que causa este tratamiento
provoca un considerable incremento en la fyypps. Este incremento de la fypps resulta
dependiente del [Caz"]c,\.l (del Castillo y Katz, 1954b; Cooke y Quastel, 1973; Ceccarelli y col.,
1988). En forma consistente a lo previamente reportado en la placa neuromuscular de
vertebrados (Dennis y Miledi, 1974a), la fyy:pps resultd significativamente incrementada al
incubar los musculos en una solucion de Ringer conteniendo una elevada concentracion (10-
20 mM) de K" (Figura 8 A y B). En estas condiciones, la ®-AgalVA 100 nM, como habia sido
previamente reportado en placas maduras (Protti y Uchitel, 1993), fue capaz de antagonizar
(~70% de bloqueo) el aumento de la fy:pps €vocada por K* en forma significativa (Figura 8A).
La nitrendipina (10 uM), sin embargo, no resulté efectiva para suprimir este tipo de liberacion
en los musculos en reinervacion (Figura 8B), lo cual contrasta con el fuerte efecto inhibitorio
que se observé en la liberacion evocada neuralmente (Figura 3). Cabe destacar que la
nitrendipina tampoco produjo ningin efecto sobre la fygpps €vocada por K' en las
preparaciones normales ([K'].. 10 mM, 407 + 36 MEPPs/min; [K']. 10 mM + nitrendipina
10 uM, 384 + 80 MEPPs/min, /> > 0.7, n= 18 fibras, 1 musculo).

Lfecto de la nitrendipina sobre lu lutencia del EPP

Cuando se estudiaba el efecto de la nitrendipina sobre la liberacién evocada, se encontré que
las dosis mas elevadas de esta droga (5 y 10 uM), aparte de reducir la liberacion evocada
neuralmente, causaban un aumento considerable en la latencia del EPP (Figura 9A). Esta
accion de la nitrendipina contrasta con la total falta de efecto de la w-AgalVA sobre este
parametro, aun a dosis que reducian las amplitudes de los EPPs en > 90% (Figura 9A). Como
puede observarse, la aplicacion de w-AgalVA (30 y 100 nM) luego del la disminucién en la
liberacion y el aumento en la latencia causados por la nitrendipina 10 uM (Control (a), m =

29.9; latencia = 6.8 ms; Nitrendipina 10 pM (b), m = 18, latencia 8 ms), antagoniz6
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fuertemente la liberacion sin causar alteraciones significativas en al latencia de la respuesta
(w-AgalVA 100 nM (d), m = 2; latencia = 8.3 ms) (Figura 9B). Se realiz6 la comparacion
entre las latencias de los EPPs en las fibras tratadas con cada uno de los tres bloqueantes de
CCVD utilizados y las fibras control en los respectivos musculos y se encontré que solo la

nitrendipina afectaba este parametro en forma significativa (Figura 9C).
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Figura 8: Efecto de la @-AgalVA y la nitrendipina sobre la liberacién evocada por K'. A, cl diagrama de barras ilustra el
bloqueo que ejercio la w-AgalVA 100 nM sobre la frecuencia de MEPPs evocados por alto K'. B, el diagrama de barras
muestra que la nitrendipina 10 pM no afecté la liberacion evocada por K'. En ambos casos las [ibras tratadas con alto K" fueron
evaluadas en los mismos musculos control (K 5 mM) luego de al menos 30 min de incubacion de los misculos en la solucion
de Ringer con alto K' (10 0 20 mM). Las fibras tratadas con los bloqueantes de CCVD fueron evaluadas en esos mismos
musculos luego de al menos 1 hr de incubacion con el bloqueante respectivo. Cada barra representa la media + E.S. de al menos
15 fibras por musculo (2-3 musculos lucgo de 10-14 dias de la desnervacion). * P < 0.002 en alto K' ausencia (control) versus
presencia (tratado) con el bloqueante de CCVD.
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Figura 9: Efecto de la nitrendipina sobre la latencia del EPP. A, promedio de 50 EPPs cvocados a 0.5 Hz, obtenidos en
misculos incubados en solucion de Ringer normal lucgo dc 14 dias de la desnervacion. Panel superior: EPPs registrados ¢n la
misma fibra muscular antes (a) y despucs (b) de 40 min de incubaciéon con nitrendipina 10 uM. (a), Vm = -58 mV, m = 21.6,
latencia 10.} ms; (b), Vm = -62 mV, m = 8.3, latencia 13.2 ms. Pancl inferior: EPPs registrados en la misma fibra antes (a) y
después (b) de |5 min de incubacion con w-AgalVA 100 nM. (a), Vm = -62 mV, m = 38.3, latencia = 5.1 ms; (b), Vm = -62
mV, m = 2, lalencia = 5.2 ms. S¢c mantuvo la misma |d-Tc) antes y después de agregar ¢l bloqucante. B, EPPs obtenidos como
en A, cn un musculo luego de 12 dias de la desnervacion (a) control, (b), (C) y (d) se obtuvicron cn la misma fibra lucgo de 40
min de incubacién con nitrendipina 10 uM, w-AgalVA 30 nM y w-AgalVA 100 nM, respectivamente. El Vm varié de -69 mV
(a) a -66 mV (d), [d-T¢| sc mantuvo constante durante ¢l experimento. C, efectos de los bloqueantes de CCVD sobre la latencia
del EPP. Los datos sc expresan como porcentaje de cambio en la latencia con respecto al valor obtenido cn los mismos musculos
antes del agregado de la droga o toxina. Las fibras traladas fucron evaluadas luego de al menos | hr en presencia del bloqueante
de CCVD respectivo. Las barras representan la media + E.S. obtenidas en: 60 fibras de 6 musculos a los 8-17 dias (0-AgalVA
30 nM); 12 fibras de | masculo a los 12 dias (w-CgTx 5 pM) y 58 fibras de 9 musculos a los 11-32 dias luego de la
desncrvacion (nitrendipina 10 pM). * P < 0.0001 ¢n ausencia (control) versus presencia (tratado) del bloqucante de CCVD. C,
cada punto representa los valores de m y laencia obtenidos cn una fibra muscular, en presencia de nitrendipina 10 uM,
expresados como porcentaje de la media del valor control del musculo. Datos tomados de 9 musculos a los 11-32 dias luego de
la desncrvacion (Regresion lincal, R?=0.002).
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El efecto de la nitrendipina sobre la latencia del EPP parece ser independiente de su efecto
sobre el contendido cudntico. Como puede observarse (Figura 9D), no se encontré correlacion
(R? = 0.002) entre el porcentaje de bloqueo del contenido cuantico y el incremento en la
latencia provocados por esta elevada concentracion de nitrendipina. En los masculos
normales, la nitrendipina 10 uM también provocé un pequeiio pero significativo incremento
en la latencia del EPP (Control, 2.1 £ 0.06 ms, Nitrendipina 10 uM, 2.4 £ 0.05 ms; P < 0.001,
n = 35 fibras de 3 masculos) sin afectar el m. De la misma manera, en los musculos en
reinervacion de >60 dias, la nitrendipina 10 uM provocé un incremento considerable sobre la
latencia del EPP (% de incremento respecto del control, 32.8 + 8%, P> < 0.001, n = 16 fibras

de 2 masculos luego de 62-65 dias de la desnervacidn) sin afectar significativamente el m.

Es importante destacar que a una concentraciéon de 1 uM, la nitrendipina redujo el m (ver
Figura 3) sin afectar la latencia del EPP en forma significativa (Control, 44 + 0.4 ms,
Nitrendipina 1 uM, 4.7 + 0.5 ms, P > 0.6, n = 12 fibras de 1 masculo a los 13 dias luego de la
reinervacién. Control, 2.7 + 0.2 ms, Nitrendipina 1 uM, 2.9 £ 0.2 ms, P > 0.4, n = 13 fibras de

I musculo a los 17 dias de la reinervacion).

Asimismo, en experimentos preliminares realizados con otra DHP, la isradipina (+ PN200-
110), encontramos un efecto depresor del la liberacion, aunque de menor potencia (entre 15 y
30% de bloqueo de la liberacidn evocada neuralmente) que el efecto causado por la
nitrendipina, probablemente debido a que utilizamos la mezcla racémica del antagonista y el
agonista de los canales de calcio (ver McDonald y col., 1994). Sin embargo el efecto de la
isradipina 10 uM sobre la latencia del EPP resulté similar al encontrado con la nitrendipina

(datos no mostrados).

Considerando que en los estadios tempranos de la reinervacion las preparaciones
neuromusculares pueden ser mas fragiles que las maduras, realizamos un experimento en una
preparacion en los primeros estadios de la reinervacion para evaluar posibles efectos del
etanol sobre los parametros en estudio (contenido cuantico y latencia). Se incub6 un musculo

en reinervacidon (10 dias post-desnervacion) con 0.1% etanol y se evaluaron el contenido
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cuantico y la latencia (m = 14.48 + 2.38; latencia = 14.24 £ 0.77 ms; n = 6 fibras). Se aumentd
la concentracion de etanol a 0.3% y se registraron las fibras tratadas. No se encontraron
diferencias significativas ni en el contenido cuantico ni en la latencia luego de al menos 60
min de incubacion con esta concentracion de etanol (m = 14.98 £ 2.80; latencia = 13.93 + 1.06
ms, n = 6 fibras). Este resultado conjuntamente con la reversibilidad que presenté el efecto de
la nitrendipina ante el lavado en solucion de Ringer normal conteniendo 0.01% etanol (datos
no mostrados), descartan la posibilidad de que el efecto de la nitrendipina sobre la liberacion
del neurotransmisor se debiese al deterioro de las placas neuromusculares recientemente

formadas durante el curso del experimento.

Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de evaluar si el efecto de la nitrendipina

sobre la latencia del EPP podia deberse a una disminucion en la velocidad de conduccion del

impulso nervioso.

Efecto de la nitrendipina sobre lus corrientes perineurales

En los terminales motores maduros, existe una distribucion segregada de canales de Na* y de
K". Los canales de K*, junto con los canales de Ca?’, solo estan presentes en la porcion final
de las ramas terminales de los nervios motores. En cambio, los canales de Na® se hallan
presentes en los ultimos nodos y heminodo, siendo muy escasos o inexistentes en la
membrana terminal (Brigant y Mallart, 1982). La figura 11A, ilustra el tipo de sefiales
perineurales que se obtienen, ante la estimulacion del nervio, en un terminal motor maduro
(ver Capitulo 1, Figura 7). En los terminales motores en regeneracion, hay cambios tanto en la
distribucién como en la densidad de los canales i6nicos, estando los canales de Na* y los de
K, y probablemente también los de Ca®*, presentes a los largo de toda la membrana pre-
terminal y terminal de los nervios motores. Asimismo existe gran variabilidad en la forma de
las sefiales perincurales a lo largo de las distintas ramas debido a que existe gran
heterogeneidad en el estado de regeneracion y mielinizacion de las mismas (Angaut-Petit y

Mallart, 1985a y 1985b; Angaut-Petit y col., 1990).
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En la figura 11 B y C, se ilustra el tipo de seflales obtenidas en los musculos en reinervacion
entre los dias 13 y 17 post-desnervacion. En algunos casos, particularmente en posictones
cercanas a puntos de ramificacion de las ramas terminales, se detectaron sefiales muy
complejas (C). Este tipo de sefiales podrian estar reflejando la actividad de varios axones con

diferentes velocidades de conduccién debido a heterogeneidad en su estado de mielinizacion.

Como puede observarse, la nitrendipina 10 uM no tuvo efectos detectables en las corrientes
perineurales obtenidas en los musculos normales (A) pero provocd un incremento en la
latencia de las corrientes perineurales obtenidas en los muasculos en reinervacion (B y C). Este
resultado es consistente con el marcado efecto de la nitrendipina sobre la latencia de los EPPs
en los musculos en reinervacion. Este incremento en la latencia de ~0.3 ms, era acompafiado
por diversos grados de reduccion en la amplitud de la seflal. Debe tenerse en cuenta que
pequeiias variaciones en la amplitud de las seflales perineurales pueden deberse a artefactos
mecanicos. Estos resultados sugieren que los efectos causados por las altas concentraciones de
nitrendipina sobre la latencia del EPP se deben a modificaciones en la velocidad de

conduccidn de las seiiales a lo largo del axon.

. : V2
Corrientes perineurales de Ca®' (I¢,)

Con el fin de evaluar en forma mas directa la accion de los bloqueantes de CCVD sobre la
entrada de Ca’* a los terminales sinapticos, se intent6 obtener las corrientes perineurales de
Ca®* en los terminales motores en reinervacién. Se probaron varias combinaciones de
bloqueantes de los canales de potasio, y se aumentd la [Ca’*]., de 2 a 6y 10 mM, ya que en
algunos casos se obtenian seflales muy pequeiias y de corta duracién y en otros no era posible
obtener seflales que pudiesen ser adjudicadas a la entrada de Ca’" al terminal. Esta dificultad
en obtener sefales de Ca’' fue previamente reportada por Angaut-Petit y Mallart (1985 ay b)
utilizando la técnica de registro extracelular focal en los terminales motores en regeneracion

del musculo triangularis sterni del ratéon.

En la figura 12 se muestran algunos de los experimentos en los que se pudo obtener una

corriente saliente, luego de la aplicacion de distintas combinaciones de los bloqueantes de los
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canales de potasio TEA, DAP y Ba®*, la cual muy probablemente refleje la entrada de Ca® a
los terminales sinapticos. En todos estos experimentos preliminares, lo que se observé luego
de 10-30 min de la aplicacién de estos bloqueantes, fue la presencia de disparos repetitivos
ante un estimulo y en muchos casos de disparos espontaneos a una frecuencia muy elevada
(>20 Hz). En A y B, se observa que aparece una corriente saliente luego de la incubacién con
los bloqueantes, pero las mismas resultaron de corta duracion e inestables. En E, se observa
que la corriente saliente de larga duracién obtenida luego de la incubacién con TEA, DAP y
Ba’* y Ca® 10 mM (trazo a), desaparecio en forma espontanea luego de la aparicion de los
disparos repetitivos (trazo b) que no pudieron ser evitados aun en presencia de esta elevada
[Ca®]... El aumento de Ca®* de 2 a 10 mM produjo un corrimiento en la latencia de la sefal
(comparar C y D), consistente con la disminucidn en la excitabilidad que produce el aumento
de iones divalentes en el medio extracelular (Hille, 1992). Cabe selalar que en experimentos
realizados en los masculos en reinervacién, observamos que la disminucion del Ca*
extracelular de 2 a 0.6 mM causaba una disminucién en la latencia de las corrientes

perineurales y del EPP (datos no mostrados).

El curso temporal que presentan las corrientes salientes obtenidas en presencia de los
bloqueantes de los canales de K* y el hecho de que las mismas se inactivaran rapidamente
debido a la alta frecuencia de disparos, sugiere que se trataria corrientes de Ca’* regenerativas
stmilares a las que se obtienen en los terminales maduros del ratén y de la rana (ver Capitulo
1, Figura 8C y Capitulo 2, Figura 7A). En estos experimentos preliminares realizados en los
terminales inmaduros, no se pudo revertir ¢l fenémeno de disparos repetitivos mediante ¢l
aumento de [Ca’'].. ni mediante el uso de procaina. Esta elevada inestabilidad de las
corrientes de Ca?* impidio la evaluacion del efecto de las drogas y toxinas antagonistas de los
canales de Ca®". Seria interesante investigar mas a fondo la cuestion de la inactivacién de las
corrientes de Ca®* durante la maduracion, dado que este fenémeno podria estar relacionado
con la rapida fatiga que presentan las placas recientemente formadas ante la alta frecuencia de

estimulacion (Bennett y col., 1973)



Figura 11: Efecto de la nitrendipina sobre las corrientes perineurales. A Registro representativo de las corrientes
perincurales oblcnidas en una preparacion normal incubada en solucion de Ringer cn presencia de d-Tc 50 uM (linca continua)
y luego de 50 min dc haber agregado nitrendipina (10 pM) a la solucion del bafto (linca de puntos). La flecha indica la descarga
pasiva dcl tcrminal asociada con la propagacion del potencial de accion, (Na') indica la corvicute entrante de Na' en ¢l sitio de
registro y (K') refleja la suma de la corriente entrante de Ca®' y la corriente saliente de K' en ¢l terminal. Notese que la
nitrendipina no provoc6 cambios detectables cn la latencia de la seiial. B y C son registros representativos de las corricntcs
perineurales que se obtiencn ¢n las ramas terminales de los musculos en reinervacion (14-17 dias lucgo de la desncrvacion)
incubados en solucion de Ringer, en presencia de d-Tc 20 uM (lincas continuas) y luego de 30 min (B) o 60 min (C) dc haber
agregado nitrendipina (10 tM) a la solucion del bafio (lineas punicadas). Notese que la nitrendipina provocé un aumento en la
latencia de las scilales y que en C, este aumento de la lalencia ¢s acompaiado por una considerable reduccion en la amplitud de
la sefal. Todos los trazos son el promedio dc 10 respuestas sucesivas evocadas a una frecuencia de 0.5 Hz. Para mayor claridad,
se redujeron los artefactos del estimulo.

119



Cupitulo 3

05mV

| 0.5mV

5ms Sms

0.5mVv

5ms

50 ms

Figura 12: Corrientes perineurales de Ca® (I¢s). A, Schales perincurales obtenidas en un misculo en reinervacion (13 d)
incubado en solucién de Ringer normal [d-TC) = 30 uM (a) y lucgo de agregar DAP 250 uM y TEA 10 mM. (a), promedio de
10 episodios a 0.5 Hz; (b), | cpisodio. B, scilales perincurales oblenidas en un musculo cn reinervacion (35 d) incubado en
solucién de Ringer normal [d-TC) = 30 uM (a) y lucgo de agregar TEA 10 mM y BaCl; 200 uM (b). En cl inserto se mucstra la
actividad cspontdnca rcgistrada 5 min después dc haber obtenido el trazo (b). (a), promedio dc 3 cpisodios a 0.5 Hz, (b), |
cpisodio. C, scilal perincural obtenida en un musculo en reincrvacion (13 d) en solucién de Ringer normal en presencia de d-TC
30 uM. D, la misma seilal que en C lucgo de 10 min del agregado de TEA 10 mM, BaCl; 200 uM, DAP 250 uM y dec aumentar
la [Ca®'}cu @ 10 mM. Nétese ¢l cambio cn la latencia de la sciial. E, el trazo (a) fue tomado luego de registrar la scital que sc
muestra en D y el trazo (b) fuc tomado 5 min después del trazo (a). Para mayor claridad, se redujcron los artefactos del estimulo.

120



Cupitulo 3

Discusién

En las placas recientemente formadas del ratén, la liberacion evocada del neurotransmisor es
fuertemente antagonizada por la w-AgalVA, bloqueante de los canales de tipo Py Q. La
sensibilidad de la liberacion de Ach a la accion de esta toxina (30 y 100 nM provocaron ~50 y
95% de bloqueo, respectivamente) es similar a la que presentan los musculos normales (ICso =
14.4 nM; 100 nM > 95% de bloqueo; ver Capitulo 1) y esta de acuerdo con resultados previos
en roedores (Protti y Uchitel, 1993; Hong y Chang, 1995; Wessler y col., 1995) y humanos

(Protti y col., 1996).

Asimismo, se observo que durante la reinervacion, la @-CgTx no afecta la liberacion evocada
neuralmente en forma significativa. Esto indica que los canales de tipo N, como ocurre en las
placas maduras del raton (Sano y col., 1987; Protti y Uchitel, 1991; Bowersox, 1995; Wright y

Angus, 1996, ver ademas Capitulo 1), no contribuyen a este tipo de liberacion.

Contrastando con la similitud en los efectos de la w-AgalVA y la @-CgTx en las preparaciones
normales y en regeneracion, se observo que el bloqueante de CCVD de tipo L, nitrendipina,
reduce significativamente la liberacion evocada neuralmente en las placas inmaduras (1 uM
bloquea ~40%) y no resulta efectivo para antagonizar este fenomeno en las placas maduras.
Esta falta de efecto de las dihidropiridinas en la transmisién sinaptica en musculos normales
ya habia sido previamente reportada (Penner y Dryer, 1986; Atchinson, 1989). La reduccién
de la liberacion evocada por el bloqueante de tipo L en las placas recientemente formadas esta
de acuerdo con datos previos que indican que los canales de tipo L estan involucrados en la
liberacion de Ach en sinapsis neuromusculares en desarrollo (Gray y col., 1992; Fu y Huan,
1994). Asimismo, en experimentos realizados en nuestro laboratorio (Santa Fe y Uchitel,
trabajo en preparacion) en placas neuromusculares de raton alteradas por la accion de la
toxina botulinica, se encontré que la liberacion del neurotransmisor es también fuertemente
antagonizada por la nitrendipina (> 60% de bloqueo a una concentracién de 1 uM). La toxina

botulinica inhibe la liberacién de Ach causando paralisis neuromuscular, la cual es luego
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superada por la formacién de nuevas sinapsis a partir de brotes (“sprouting”) del axén original

(Gundersen y Miledi, 1982; Angaut-Petit y col., 1990).

Nuestros resultados sugieren que en estas sinapsis recientemente formadas, tanto los VDCC
de tipo P como los de tipo L. estan involucrados en la liberacion del neurotransmisor. Sin
embargo, el bloqueo de los CCVD de tipo P es suficiente para suprimir completamente la
liberacion. En principio, descartamos que el efecto de la nitrendipina pueda deberse a un
efecto inespecifico de las dihidropiridinas sobre las corrientes de tipo P, como se report6 en
miocitos y en varios tipos de neuronas de rata (Brown y col., 1994, Diochot y col., 1995),
debido a que esta droga no resulté efectiva para bloquear la transmision sinaptica en los
musculos control aun a elevadas concentraciones (10 y 20 uM) ni para bloquear la liberacion
evocada por K* tanto en los misculos en reinervacién como en los misculos control. La
superposicion del efecto de la w-AgalVA (>95%) y de la nitrendipina (~ 40%) sobre la
liberacion evocada neuralmente podria explicarse si la poblacién de CCVD involucrados en
este tipo de liberacion en las placas inmaduras presentase un perfil farmacolégico mixto. En
las células grano de cerebelo se ha descripto recientemente una poblacion de canales sensibles
a la w-AgalVA con un perfil farmacoldgico que no coincide con el de los CCVD de tipo P
debido a que presentan sensibilidad a las dihidropiridinas y a la ©-CgTx (Pearson y col.,
1995). Sin embargo, considerando la no linealidad de la relaciéon entre la liberacién de
neurotransmisor y [Ca’"].,. (Dodge y Rahamimof¥, 1967; Dennis y Miledi, 1974b), los efectos
superpuestos de los bloqueantes de CCVD sobre la liberacion no pueden ser explicados
simplemente en base a una superposicion de los efectos sobre la corriente de calcio en la
presinapsis, dado que una pequefia reduccion de la misma puede tener un efecto muy
importante sobre la liberacion del neurotransmisor. Otra posibilidad para explicar esta
superposiciéon de los efectos de la w-AgalVA y la nitrendipina es que en estas sinapsis
recientemente formadas, cada sitio de liberacion esté controlado por mas de un tipo de CCVD,
como se describié en el SNC de mamiferos (Mintz y col., 1995; Reuter, 1995). Para evaluar
cualquiera de estas hipdtesis, sin embargo, seria necesario poder medir los efectos de los

antagonistas directamente sobre las corrientes de Ca®"
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El efecto de las altas concentraciones de nitrendipina sobre la latencia de la respuesta evocada
y de las cormrientes perineurales sugiere que podria haber canales sensibles a las DHPs
involucrados en la generacidn del potencial de accion a lo largo de los axones y terminales
sinapticos en regeneracion. El bloqueo de estos canales podria explicar el incremento en la
latencia de las corrientes perineurales que se observa en presencia de nitrendipina. Esto a su
vez podria afectar la amplitudly o duracion de la despolarizacién presinaptica y
consecuentemente modificar la cantidad de neurotransmisor liberado por impulso nervioso
(Katz y Miledi, 1970; Brigant y Mallart, 1982; Konishi, 1985; Augustine y Chariton, 1986,
Augustine, 1990; Argentieri y col., 1992; Vantapour y Harvey, 1995). El bloqueo parcial de la
corriente de Na* puede provocar un aumento en la latencia de las sefales perineurales y este
bloqueo puede causar asimismo una disminucién en la liberacion del neurotransmisor
(Konishi, 1985). Sin embargo, el aumento en la latencia de la sefales perineurales no
necesariamente se asocia con una reduccion de la liberacion del neurotransmisor. Nosotros
hemos encontrado por ejemplo, que la latencia de las sefiales perineurales puede ser
modificada por las variaciones en [Ca“]cx,, en forma consistente con una modificacién en la
excitabilidad de la membrana neuronal (Hille, 1992), y que el aumento o disminucién de la
latencia es opuesto al aumento o disminucidn de la liberacion que se esperaria al variar la
[Ca“]cxl (Dodge y Rahamimoff, 1967; Dennis y Miledi, 1974b). Asimismo, Angaut-Petit y
Mallart, (1985b), reportaron que el bloqueo de los canales de potasio en los terminales
motores del ratén durante la reinervacién producia en muchos casos un aumento en la latencia
de las corrientes perineurales y que los mismos provocaban siempre una potenciacion de la

liberacion.

Es ampliamente conocido que durante el desarrollo, los potenciales de accion tanto en los
. . 2+
somas neuronales como en las neuritas de muchos sistemas presentan un componente de Ca
predominante (ver revisiones por Spitzer, 1979, 1994). Asimismo, se ha demostrado
recientemente, en axones no mielinizados de neuronas en cultivo del ganglio de la raiz dorsal
2 , . .
de la rata, que el Ca*" entrando a través de canales de calcio presentes en los axones tiene un

rol importante en la regulacion de la propagacién del potencial de accién (Luscher y col.,
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1996). Durante el desarrollo y la reinervacion de la placa neuromuscular, basandose en el
efecto de las dihidropiridinas, la entrada de Ca®* a través de CCVD de tipo L ha sido
implicada en procesos como crecimiento neuritico (“sprouting”) luego de un dafio al nervio
motor (Angelov y col., 1996) y en la retraccién de las neuritas durante la eliminacién de la
inervacion polineural (Zhu y Vrbova, 1992). Otra evidencia reciente que sugiere la presencia
de CCVD de tipo L en las membranas de los terminales motores en regeneracion es el estudio
realizado por Shitaka y col. (1996), quienes muestran que el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF) ademas de promover el crecimiento neuritico, incrementa la cantidad de
canales de tipo L funcionales en el soma y neuritas de neuronas fetales de hipocampo de rata
en cultivo. Estudios previos realizados con co-cultivos nervio-musculo de Xenopus (Dai y
Peng, 1991), habian sugerido que el bFGF, al aumentar la actividad de los canales de Ca®*

presentes en las membranas del terminal, podria ser una de las sefiales mediadas por el

contacto nervio-musculo involucradas en la maduracién de las sinapsis neuromusculares.

En forma consistente con esas evidencias, nuestros resultados también sugieren la presencia
de CCVD de tipo L. a lo largo de los axones en regeneracién, sin embargo, no podemos
descartar que las aitas concentraciones de nitrendipina (5-10 uM), aparte de bloquear a los
canales de Ca”*, estén afectando otros tipos de canales i6nicos. Hay evidencias de que las
DHPs, aparte de bloquear a los CCVD de tipo L, afectan a las corrientes Na* y de K* en un
rango de concentracion similar al necesario para bloquear completamente las corrientes de
calcio (Lee y Tsien, 1983; McDonald y col., 1994). En miocitos en cultivo, se ha reportado
que la nitrendipina a una concentracion de 10 uM inhibe ~50% de la corriente a través de los

canales de Na* (Yatani y Brown, 1985).

Si bien en los musculos normales no se encontraron efectos detectables de la nitrendipina
sobre la latencia de las corrientes perineurales, considerando que esta droga caus6 un pequeiio
pero significativo aumento en la latencia del EPP en estos mismos musculos (al igual que en
los musculos en reinervaciéon de > 60 dias), las diferencias en los efectos de esta droga sobre
la liberacion entre las placas maduras y las recientemente formadas, podrian explicarse en
base a una distribucion y proporcion diferente de canales idnicos a lo largo de los axones y

terminales presinapticos de los nervios normales y en regeneracion (Bostok y col., 1981,
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Angaut-Petit y Mallart, 1985a, 1985b; Mallart, 1985a). Si la nitrendipina estuviese
blogqueando una dada fraccion de canales (ya sea de Ca®*, de Na* o de ambos tipos) presentes
a lo largo de las membranas pre-terminales y terminales de los axones normales y en
reinervacion, esta fraccion seria despreciable en términos de la cantidad de neurotransmisor
liberado en los terminales normales (ver Brigant y Mallart, 1982) pero se tornaria importante a
lo largo de los nervios en regeneracion donde el factor de seguridad para la conduccion de un
impulso hasta el terminal presinaptico esta significativamente disminuido (Dennis y Miledi,
1974a; Shraeger, 1993). Ademas, en estos terminales sindpticos inmaduros, ¢l acople entre la

despolarizacion presindptica y la liberacion del neurotransmisor podria ser menos eficiente.

Otro punto que sugiere que la sensibilidad a la nitrendipina de la liberacion evocada
neuralmente podria estar dada por canales de Ca®* involucrados, junto con los de Na®, en la
generacion de la espiga presinaptica y que los mismos estarian mas alejados de los sitios de
liberacion que los CCVD de tipo P, es el hecho de que la w-AgalVA es capaz de antagonizar
tanto la liberacion evocada neuralmente como la evocada por alto K*, mientras que la
nitrendipina solo es efectiva para reducir la liberacion evocada por estimulacion nerviosa. Sin
embargo, como se ha reportado en otras preparaciones, los CCVD involucrados en ambos
tipos de liberacion podrian ser diferentes (Momiyama y Takahashi, 1994). Ademas, dado que
los canales de tipo L requieren de grandes despolarizaciones para activarse (ver Hille, 1992),
otra posible explicacion para la falta de efecto de la nitrendipina sobre la liberacion evocada
por alto K* podria deberse a que la despolarizacién producida por este tratamiento no hubiese
sido suficiente para obtener una contribucion significativa de los CCVD de tipo L en este tipo

de liberacion.

La falta de efecto de la w-AgalVA y de la nitrendipina sobre la frecuencia basal de MEPPs,
indica que la liberacién espontanea de Ach, como ocurre en las sinapsis maduras del ratén, no
depende de la entrada de Ca’" a través de canales de tipo P (Protti y Uchitel, 1993; Hong y
Chang, 1995) o L (Atchinson, 1989). Asimismo, el hecho de que ninguno de estos dos
bloqueantes afecten la amplitud de los MEPPs, descarta la posibilidad de que su impacto

sobre las amplitudes de los EPPs pucdan deberse en parte a un efecto sobre el tamaiio del

cuanto o a un efecto post-sindptico.
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En conclusion, los resultados presentados muestran que en las placas recientemente formadas
de la uni6n neuromuscular del raton, como ocurre en las sinapsis maduras, los canales de tipo
P tienen un rol prominente en el disparo de la liberacion evocada mientras que los canales de
tipo N no tienen una participacion significativa en este proceso. Contrariamente a lo que
ocurre en las placas normales, en los terminales motores en regeneracion, tanto la velocidad
de conduccion como la liberacion del neurotransmisor se vuelven altamente sensibles a la
nitrendipina. Esto sugiere que en las sinapsis inmaduras de la unién neuromuscular de

mamiferos, Jos CCVD de tipo L estan involucrados en el control de la transmision sinaptica.

Nota: Queremos seilalar que luego de la finalizacion de esta Tesis, Sugiura y Ko (Journal of Neuroscience,
Febrero de 1997, 17(3), 1101) publicaron un trabajo en el cual, en forma consistenle con nuestros resultados,
encuentran que los canales de tipo L se hallan involucrados en la modulacion de la liberacion de Ach en las placas
neuromusculares de vertebrados recientemente foriadas.

Los experimentos reportados fueron realizados en la placa neuromuscular de la rata durante el desarrollo normal y
de la rana y el raton durante la reinervacion. Estos autores encuentran que las DHPs provocan un aumento en la
liberacion de Ach en los estadios muy tempranos de la maduracion de estas sinapsis, mientras que nosotros, al
igual que lo reportado para sinapsis inmaduras de aves y anfibios (Gray y col., 1992; Fu y Huan, 1994),
encontramos que provocan una disminucion de la liberacion. No podemos dar una clara explicacion,
principalmente para las diferencias encontradas por estos autores en la preparacion de raton. Suponemos que tanto
el tipo de DHP utilizado (McDonald y col., 1994) como las condiciones experimentales (relacion Ca’‘/Mg’' y
patron de estimulacion) a las que fueron sujetas las preparaciones, podrian ser los factores que determinen, al
menos en parte, esta discrepancia. A pesar de esto, existe concordancia en cuanto a la presencia de canales de tipo
L en los terminales inmaduros de la placa neuromuscular de vertebrados.
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La sensibilidad que presentan los distintos procesos mediados por Ca’* a drogas y toxinas
antagonistas de CCVD (ver tabla mas abajo), indica que en los terminales motores maduros
del ratén, la entrada de Ca’* desde el medio extracelular ocurre principalmente a través de
CCVD de tipo P (y/o Q), sin que haya una participacion significativa de los CCVD de los
tipos N y L. Todos los procesos evaluados, exceptuando la liberacion basal, son altamente
sensibles a las toxinas que tienen como blancos a los canales de tipo Py Q (FTX, w-AgalVA,

®-MVIIC y ©-MVIID) y resultan insensibles a los bloqueantes especificos de los canales de

tipo N (0-CgTx ) y L (DHPs).

En los terminales motores maduros de la rana, en cambio, la entrada de Ca®* ocurre
principalmente a través de canales de tipo N. Nuestros resultados muestran que si bien todos
los procesos evaluados resultan sensibles a la ®-CgTx, esta poblacion de canales no seria
homogénea, al menos desde el punto de vista farmacoldgico, ya que tanto la I, como la
liberacion del neurotransmisor presentan una farmacologia que no coincide con los CCVD de
tipo N clasico debido a que también son sensibles a la FTX. Por un lado, el hecho de que la
FTX sea capaz de bloquear la liberacion tan eficientemente en la rana como en el raton
sugiere que los canales acoplados a la liberacion de Ach en ambos sistemas comparten un sitio
comun reconocido por esta toxina. Por el otro, el efecto diferencial de la w-AgalVA y de la 0-
CgTx en ambas preparaciones, tanto en las corrientes presindpticas como en el proceso de
liberacién del neurotransmisor, muestran que los canales acoplados a la liberacion de Ach en

estas dos especies, son diferentes.

En los terminales motores inmaduros del raton, los canales de tipo P (y/o Q), al igual que en
las placas maduras, cumplen un rol fundamental en la entrada de Ca®" que media la liberacién
evocada de Ach. Asimismo, la entrada de Ca®* a través de los CCVD de tipo N no contribuye
significativamente en este proceso. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en los
terminales maduros, los canales de tipo L parecen tener una participacion relevante en la

modulacidn de la liberacién del neurotransmisor.

127



Conclusiones

Sensibilidad de la liberacién del neurotransmisor y las corrientes presindpticas a los
antagonistas de CCVD

EPP
(contenido cuantico)

Jnmepp
(evocada por alto
K")

Imepp
(basal)

ICu

IKCu

Ratén
(Normal)

w-AgalVA (+)
FTX (+)
o-MVIIC (+)
o-MVIID (+)
o-CgTx (-)
DHPs (-)

w-AgalVA(+)
DHPs (-)
©-CgTx(t)

w-AgalVA (-)
FTX (+ aumento)
©-MVIIC (-)
o-CgTx(1)
DHPs (-)

w-AgalVA (+)
FTX (+)
o-MVIIC (+)
©-CgTx (-)
DHPs (-)

o-AgalVA (+)
FTX (+)
o-MVIIC (+)
w-CgTx (-)

Ratén
(Reinervacion)

w-AgalVA (+)

o-CgTx (-)
DHPs (+)

w-AgalVA (+)

DHPs (-)

w-AgalVA (-)

DHPs (-)

n.d.

nd.

Rana
(Normal)

w-AgalVA ()
FTX (+)
o-CgTx (+)
DHPs(-)

nd.

FTX (+ aumento)

o-CgTx (1)
DHPs (-)

w-AgalVA (-)
FTX (+ parcial)

o-CgTx (+)

FTX (-)

w-CgTx (+)

Nota: Esia tabla fue construida en basc a resultados de este estudio (s¢ mucstran en ncgrita) y a datos previamente reportados
(Kerr y Yoshikami, 1984; Sano y col., 1987, Penner y Dryer, 1986, Anderson y Harvey, 1987; Atchinson, 1989; Grinell &
Pawson, 1989; Protti y col., 1991 Uchitel y col., 1992; Protti y Uchitel, 1993; Bowersox y col., 1995).

(+) sensible; (-) insensible, (+) sensible solo a muy altas concentraciones.
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En resumen, los resultados obtenidos a lo largo de este estudio nos permiten concluir que en la
placa neuromuscular de vertebrados, desde el punto de vista farmacolégico, existe
heterogeneidad en los tipos de canales de Ca®* acoplados al proceso de liberacion de Ach en
distintas especies. Asimismo, en una misma especie, las condiciones fisioldgicas y/o
patolégicas pueden modificar el grado de participacién de los distintos tipos de canales
acoplados al proceso de liberacion del neurotransmisor. El significado funcional de esta

diversidad queda aun por esclarecerse.




RESUMEN



Resumen

Introduccién

El Ca®" es un eslabon clave entre la llegada del potencial de accion al terminal sinaptico y la
liberacion del neurotransmisor (Katz, 1969; Katz & Miledi, 1970). El rapido incremento en
[Ca®*]o que ocurre ante la despolarizaciéon de la membrana terminal es el resultado de la
apertura de canales de Ca’" dependientes de voltaje (CCVD) que permiten la entrada de Ca?*
desde ¢l medio extracelular (Llinds y col., 1976, Augustine & Charlton, 1986). Basandose en
sus caracteristicas biofisicas y farmacoldgicas se han descripto varias clases de CCVD, los
cuales han sido clasificados en los tipos T, L, Ny P (Bean 1989; Llinas y col., 1992; Olivera y
col., 1994; Dunlap y col., 1995). Mas recientemente han sido descriptos los canales de tipo Q,
un tipo de canal estrechamente relacionado con los de tipo P, y los canales tipo R, los cuales
son resistentes a cualquiera de las drogas y toxinas antagonistas de los otros tipos de CCVD
(Zhang y col., 1993, Randall & Tsien, 1995). Se ha mostrado que varios de estos CCVD,
particularmente los de tipo N, L, P y Q, estdn involucrados en la liberacion del
neurotransmisor en diferentes sinapsis (ver Olivera y col., 1994; Dunlap y col., 1995).

En la placa neuromuscular madura del ratén, la transmisién sinaptica es mediada por la
entrada de Ca?* a través de canales de tipo P (y/o Q) (Uchitel y col., 1992; Protti & Uchitel,
1993; Bowersox y col., 1995; Hong & Chang, 1995; Wright & Angus, 1996). En esta
preparacion se ha demostrado que la w-AgalVA, un bloqueante de CCVD de tipo P y Q,
ejerce un fuerte efecto inhibitorio sobre la liberacion de ['HJACh (Wessler y col., 1995), las
corrientes presinapticas de Ca’' y sobre la liberacion evocada neuralmente y por alto K*
(Protti & Uchitel, 1993, Hong & Chang, 1995; Bowersox y col., 1995; Wright & Angus,
1996). En vista de la falta de efectos de la w-CgTx (Sano y col., 1987, Protti y col., 1991,
Bowersox y col., 1995) y las DHPs (Atchinson, 1989), se piensa que los canales de tipo Ny L
no tienen una participacion significativa en el proceso de liberaciéon en condiciones normales.
En la placa neuromuscular de la rana, se demostré que la w-CgTx ejerce un fuerte efecto
antagonico sobre la liberacion (Kerr & Yoshikami, 1984; Sano y col., 1987; Koyano y col.,
1987) mientras que los antagonistas de los canales de tipo L resultan ineficaces (Sano y col.,
1987). Se ha demostrado también que los sitios de unién de la w-CgTx estan co-localizados
con las zonas activas de liberacion de la presinapsis enfrentados justo a los sitios de unién de
la a-bungarotoxina en la postsinapsis (Robitaille y col., 1990; Cohen y col., 1991). Estas
evidencias indican que los canales de tipo N se hallan involucrados en el proceso de
liberacion en este sistema. Durante el curso de la maduracion de la union neuromuscular de
vertebrados, se han reportado cambios en la farmacologia de los CCVD acoplados al proceso
de liberacion en aves (Gray y col., 1992) y anfibios (Fu & Huang, 1994). Se desconoce, sin
embargo, la farmacologia de los canales de Ca’" acoplados al proceso de liberacion en las
sinapsis recientemente formadas de la unién neuromuscular de mamiferos.

Objetivos

El proposito de este estudio fue evaluar por medio de técnicas electrofisiologicas y
farmacologicas que tipos de CCVD estan involucrados en la liberacion del neurotransmisor
en la placa neuromuscular normal de mamiferos (ratén) y anfibios (rana) y correlacionar el
perfil farmacolégico del proceso de liberacion con el de las corrientes presinapticas de calcio
y de potasio activada por calcio, l¢, y Ikca, respectivamente. Otro objetivo del presente trabajo
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fue evaluar si se producen cambios en los CCVD acoplados al proceso de liberacion durante
la reinervacion de la placa neuromuscular.

Métodos

Para estudiar la placa neuromuscular normal del ratén, los experimentos se llevaron a cabo en
el masculo diafragma o en el levator auris longus de ratones macho adultos de la cepa Swiss
de 20-30 g de peso corporal. Para estudiar las placas del raton durante la regeneracion, se
utilizaron ratones adultos a los cuales se les habia provocado un dafio “crush” a la rama
auricular posterior del nervio facial que inerva al levator auris izquierdo. Los animales control
y los desnervados en diferentes etapas luego de la restauracion de la transmision sinaptica
fueron anestesiados e inmediatamente desangrados. Par estudiar la placa neuromuscular de la
rana los experimentos se realizaron en el musculo cutaneous pectoris de Runa catuesbiana de
40-60 g de peso corporal. Las ranas fueron matadas por doble puncién (medular-cerebral). El
musculo correspondiente, junto con el nervio motor que lo inerva, fue removido y luego
disecado en una caja de Petri con base de Sylgard conteniendo la solucion de Ringer normal
adecuada para cada preparacion. Para raton, (en mM): NaCl, 137; KCI, §; CaCl,, 2; MgSOQ,,
I, NaHCO;, 12; Na,HPO,, [; glucosa, 11, continuamente burbujeados con 95% O, / 5% CO,.
Para rana, (en mM): NaCl, [I5; KCI, 2; CaCl;, 1.8; MgCl,, 1 y HEPES, 5; pH 7.3. La
preparacion fue luego transferida a la camara de registros a la cual se le suministro las
distintas soluciones de trabajo. Los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente
(19-23 °C), excepto en algunos casos en los cuales se vari6 la temperatura de la camara de
registros. la misma fue controlada (+ 1 °C) por medio de dispositivos termoeléctricos Peltier.
Los potenciales de placa evocados (EPPs) y espontaneos (MEPPs) fueron registrados
intracelularmente con microelectrodos de vidrio convencionales llenados con KCl 3M
(resistencia 10-20 MQ). El contenido cuantico de la respuesta evocada en solucién de Ringer
normal se evalu6 por el método de la varianza (Martin, 1966). La contraccién muscular fue
suprimida por medio de d-tubocurarina. Luego de impalar una fibra muscular, el nervio fue
estimulado, mediante un electrodo de succién, en forma continua durante | mina 0.5 Hz y
luego se registraron 50-100 EPPs sucesivos. En las solucién de bajo Ca’*-alto Mg?* | el
contenido cuantico se evalué por el método directo o por el método de las fallas (Martin,
1966). Las corrientes presinapticas se registraron mediante microelectrodos de vidrio llenados
con NaCl 2M (resistencia 5-15 MQ) insertados, bajo control visual, en la vaina perineural de
las ramas finas del nervio (Mallart, 1985a). Los musculos fueron incubados en solucién de
Ringer normal en presencia d-tubocurarina 30-50 pM. La l¢, y la Igca) se obtuvieron
mediante el agregado de bloqueantes de los canales de potasio.

Para discriminar los distintos tipos de canales de Ca®* presentes en estos terminales motores
se utilizaron las siguientes drogas y toxinas: Nitrendipina, una dihidropiridina antagonista de
los CCVD de tipo L. FTX, toxina derivada del veneno de la araila Agelenopsis aperta,
bloqueante de los CCVD de tipo P. w-AgalVA, toxina derivada del veneno de la arafla
Agelenopsis aperta, bloqueante de los CCVD de tipo P y Q. o-CgTx, toxina derivada del
veneno del caracol marino Conus geographus bloqueante de los CCVD de tipo N. o-MVIID
y ®-MVIIC toxinas derivadas del veneno del caracol marino Conus magus, bloqueantes de los

canales de tipo N, Py Q.
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Resultados
Placa Neuromuscular Normal del Raton

La o-AgalVA (100 nM) y las omega conotoxinas »-MVIIC (1 uM) y ©-MVIID (3 uM),
antagonizaron fuertemente la liberacion del neurotransmisor (> 80-90% de bloqueo). La -
CgTx (5 puM) y la nitrendipina (10-20 uM) no resultaron efectivas.

La liberacion fue mas sensible a la accion de la -MVIIC (ICs, = 39 nM) que a la ©-MVIID
(ICsp = 1.37 puM). Luego de bloquear la liberacion casi completamente (contenido cuantico ~
0.3% de su valor control) con »-MVIIC 3 uM, elevar la [Ca”]m de 2 a 10 mM causé un
incremento de ~20x, tanto en el contenido cuéntico estimado como en la amplitud del EPP.

La liberacion evocada en solucion de bajo Ca**-alto Mg®* (baja probabilidad de liberacién,
contenido cuantico = 2.02 + 0.08) y la liberacion evocada en Ringer normal (contenido

cuantico = 90.5 + 3.7) presentaron la misma sensibilidad a la accion de la w-AgalVA (ICs =
16.8 nM y 14.4 nM, respectivamente)

Tanto la I¢, como la Ik, resultaron altamente sensibles a bajas dosis de w-AgalVA (10-30
nM). Estas corrientes presinapticas fueron también fuertemente antagonizadas por la o-
MVIIC (1 uM).

Placa Neuromusculur Normal de la Rana

La liberacion evocada fue bloqueada por la FTX (ICsy = 0.02 pl/ml) y por la @-CgTx (1 uM)
pero no fue afectada por la w-AgalVA (0.5 uM). La FTX (0.1 ul/ml) causé un incremento de
~2x en la frecuencia de MEPPs tanto en la solucion de Ringer normal como en la de bajo
Ca**/alto Mg?" y no afecto la amplitud de los MEPPs en ninguna de las dos condiciones.

La I¢, fue bloqueada completamente por la w-CgTx (5 uM), parcialmente bloqueada por la
FTX (1 ul/ml) y no fue afectada por la w-AgalVA (0.5 uM).

La Igc, resulté fuertemente antagonizada por la caribdotoxina (300 nM), bloqueante de los
canales de K* activados por Ca™*, y completamente suprimida por BaCl, (200 uM). Esta
corriente fue también bloqueada por la w-CgTx (5 uM) y por CdCl, (200 uM) pero no fue
afectada por la FTX (1 ul/ml). El bloqueo ejercido por la w-CgTx no pudo ser revertido por el
aumento del [Ca**].q a 10 mM.

Placa Neuromuscular de Raton en Regeneracion

La liberacion evocada neuralmente fue bloqueada por la w-AgalVA, (30 y 100 nM causaron
~50 y 90% de inhibicion, respectivamente). La w-CgTx (1 y 5 pM), como ocurre en las placas
normales, no afectd significativamente este tipo de liberacion durante la reinervacion. La
nitrendipina (1-10 uM), antagonizo fuertemente la liberacion (~ 40-60% de bloqueo) en estos
terminales inmaduros.

La liberacion espontanea no resulté dependiente de la entrada de Ca®" a través de los CCVD de
tipo P ni de tipo L. Ni la -AgalVA 100 nM ni la nitrendipina 10 uM, afectaron la amplitud o
la frecuencia de los MEPPs.
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La liberacion evocada por alto K" fue dependiente de la entrada de Ca?* a través de CCVD de
tipo P y/o Q (w-AgalVA 100 nM redujo ~ 70% de la frecuencia de MEPPs evocada por K*).
Los canales de tipo L no parecen participar de este tipo de liberacién ya que la nitrendipina 10
UM careci6 de efecto alguno.

En los musculos en reinervacion, la nitrendipina (10 uM), indujo un aumento significativo (~
25%) en la latencia del EPP. Esta droga también provocé un incremento (~ 0.3 ms) en la
latencia de las corrientes perineurales. La w-CgTx y la @-AgalVA no causaron ningun efecto
sobre la latencia del EPP.

Conclusiones

El fuerte efecto inhibitorio sobre la liberacion del neurotransmisor y las corrientes
presinapticas ¢, € Ixc,, ejercido por todas las toxinas que tienen como blanco a los canales de
tipo Py Qy la falta de efecto de los bloqueantes especificos de los canales de tipo Ny L,
aportan mas evidencias de que la transmisién sinaptica en los terminales motores normales de
la placa neuromuscular de mamiferos, es mediada por la entrada de Ca’* a través de CCVD de
tipo P (y/o Q) y que los canales de tipo N y L, no tienen una participacion significativa en este

proceso.

En los terminales sinapticos normales de la rana, el influjo de Ca’* es mediado principalmente
por CCVD de tipo N. Sin embargo, el hecho de la w-CgTx antagonizara todos los procesos
dependientes de Ca®" mientras que la FTX afectara fuertemente la liberacion y parcialmente la
Ic, sin afectar la Igc,, sugiere que en estos terminales motores habria dos poblaciones de
canales w-CgTx sensibles, una de las cuales no tiene un perfil farmacolégico compatible con
los canales de tipo N clasicos. La liberacion del neurotransmisor estaria mediada por esta
poblacion de CCVD con farmacologia mixta.

En las sinapsis recientemente formadas de la placa neuromuscular del raton, como ocurre en
las sinapsis maduras, los canales de tipo P (y/o Q) tienen un rol prominente en la liberacion
evocada del neurotransmisor y los canales de tipo N no participan significativamente de este
proceso. Asimismo, la conduccion de la sefial nerviosa y la liberacién del neurotransmisor se
vuelven altamente sensibles a la nitrendipina. Esto sugiere que los canales de tipo L participan
del proceso de liberacion del neurotransmisor en las sinapsis inmaduras de la placa
neuromuscular de mamiferos.

Podemos concluir que en la placa neuromuscular de vertebrados, desde un punto de vista
farmacologico, existe heterogeneidad en los tipos de canales de Ca®* acoplados a la liberacion
de Ach en diferentes especies. Asimismo, en una misma especie, las condiciones fisiologicas
y/o patolégicas modifican el grado de participacion de los diferentes tipos de CCVD en el
proceso de liberacion.

Palabras clave: placa neuromuscular, canales de calcio, liberacion del neurotransmisor,
transmisién sinaptica, reinervacion, regeneracion, corrientes presinapticas, corriente de
calcio, corriente de potasio aclivada por calcio, dihidropiridinas, omega conotoxinas, omega

agatoxina IVA.

133



SUMMARY



Summary

Introduction

Ca®" is a key link between the arrival of an action potential to the synaptic terminal and the
release of neurotransmitter (Katz, 1969; Katz & Miledi, 1970). The rapid increase in [Ca“]i
that occurs upon depolarization of the terminal membrane is accomplished by the opening of
voltage gated calcium channels (VDCC) that allow the entry of Ca®* from the extracellular
space (Llinas et al., 1976; Augustine & Charlton, 1986). Several types of VDCC have been
described based on their biophysical and pharmacological characteristics and classified into
the types T, L, N and P (Bean 1989; Llinas et al., 1992; Olivera et al., 1994; Dunlap et al.,
1995). More recently, the Q-type, a channel closely related to the P-type, and the R-type, a
channel resistant to any of the drugs and toxins commonly used to block and discriminate the
other types of VDCC, have been described (Zhang et al., 1993, Randall & Tsien, 1995). Many
of these VDCC, particularly the N, L, P and Q-types, have been shown to play a role in
synaptic transmission at different synapses (for reviews see Olivera et al., 1994 and Dunlap et
al., 1995).

At the mature mouse neuromuscular junction, synaptic transmission is mediated by Ca™ entry
through P-type channels (and/or Q-type) (Uchitel et al.,, 1992; Protti & Uchitel, 1993,
Bowersox et al., 1995; Hong & Chang, 1995; Wright & Angus, 1996). In this preparation,
omega agatoxin IVA, w-AgalVA, a P- and Q-type VDCC blocker has been demonstrated to
exert a strong inhibitory effect on ["HJACh release (Wessler et al., 1995), calcium presynaptic
currents and on both neurally and K*-evoked transmission (Protti & Uchitel, 1993, Hong &
Chang, 1995; Bowersox et al., 1995; Wright & Angus, 1996). In view of the lack of effects of
the w-CgTx (Sano et al., 1987, Protti et al., 1991; Bowersox et al., 1995) and DHPs
(Atchinson, 1989), the N and L type channels are thought not to have a significant
participation in the release process under normal conditions. At the frog neuromuscular
junction, ©-CgTx, was shown, by electrophysiological studies, to strongly antagonize
transmitter release (Kerr & Yoshikami, 1984; Sano et al.,, 1987; Koyano et al., 1987) whereas
L-type channel antagonists are ineffective (Sano et al., 1987). It has also been demonstrated
that »-CgTx binding sites are in close proximity to the presynaptic release active zones in
register with the a-bungarotoxin binding sites at the postsynapsis (Robitaille et al., 1990;
Cohen et al., 1991). These results point to N-type channels as those most likely to be involved
in the release process in this system. During the course of maturation of the vertebrate
neuromuscular junction, there have been reported changes in the pharmacology of the VDCC
coupled to the process of release in avian (Gray et al., 1992) and amphibian (Fu & Huang,
1994) preparations. Little is known, however, about the pharmacology of Ca®* channels
coupled to the release process in recently formed synapses of the mammalian neuromuscular
junction.

Aims

In the present study we aimed at evaluating, by means of an electrophysiological and
pharmacological approach, which type/s of VDCC are involved in transmitter release at the
mature mammalian (mouse) and amphibian (frog) neuromuscular junctions and to correlate
the pharmacological profile of the release process with that of the calcium and the calcium-
activated potassium presynaptic currents, I, and Igc,, respectively. We also aimed at
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evaluating whether there are changes in the channels coupled to the release process during the
process of reinnervation of the mouse neuromuscular junction.

Methods

To study the mature mouse NMJ, the experiments were carried out on either the diaphragm or
the levator auris longus muscles of adult male Swiss mice weighing 20-30 g. To study the
immature mouse NMJ, adult mice were anesthetized with 2% tribromoethanol (0.15 ml/10 g
body wt; L.P.) and the posterior auricular branch of the facial nerve that supplies the left
levator auris was crushed with forceps close to its entry to the caudal part of the muscle.
Control (normal) and denervated animals at different stages after restoration of functional
transmission were anesthetized and immediately exsanguinated. To study the frog NMJ, the
experiments were carried out on the isolated cutaneous pectoris preparation of the frog Ranu
cataesbiana weighing around 40-60 g. Frogs were killed by stunning immediately followed by
double-pithing. The corresponding muscle with its nerve supply was excised and dissected on
a Sylgard-coated Petri dish containing the corresponding normal Ringer solution. For mice,
(in mM): NaCl, 137; KCl, 5; CaCl,, 2; MgSO,, 1, NaHCOs, 12; Na,HPO,, 1; glucose, 11,
continuously bubbled with 95% O, / 5% CO,. For frogs, (in mM): NaCl, 115; KClI, 2; CaCl,,
1.8; MgCl,, 1 and HEPES, 5; pH 7.3). The preparation was then transferred to the recording

chamber to which the difterent working solutions and drugs were supplied. Experiments were
performed at room temperature (19-23 °C). In some experiments the temperature in the
recording chamber was controlled (+ 1 °C) throughout the experiment by means of Peltier
thermoelectric devices.

Evoked endplate potentials (EPPs) and miniature endplate potentials (MEPPs) were recorded
intracellularly with conventional glass microelectrodes filled with 3M KCI1 (10-20 MQ
resistance). The mean quantal content of the evoked response in normal Ringer solution was
estimated by the coefficient of variation method (Martin, 1966). Muscle contraction was
prevented by d-Tubocurarine (d-Tc). After impalement of a muscle fibre, the nerve was
continuously stimulated for 1 min at 0.5 Hz and then 50-100 successive EPPs were recorded
(minimum 10 fibres per muscle). In the low Ca®*-high Mg?* solutions the mean quantal
content was evaluated by the either the direct or the failures method (Martin, 1966).
Presynaptic currents were recorded by means of glass microelectrodes filled with 2 M NaCl
(5-15 MQ resistance) inserted, under visual control, into the perineurial sheath of small
diameter nerve bundles (Mallart, 1985a). The muscles were incubated in normal Ringer
solution in the presence of 30-50 uM d-Tc in order to avoid any postsynaptic contribution to
the records. The I, and Ixca Were obtained in the presence of potassium channel blockers.

To discriminate the different types of Ca®" channels the following drugs and toxins were
used: Nitrendipine, a dihydropyridine antagonist of the L-type VDCC. FTX, a toxin derived
from the venom of the funnel-web spider Agelenopsis aperta, a P-type VDCC antagonist. The
toxin w-AgalVA, also derived from the venom of A. aperta, which blocks both P and Q-type
VDCC. The toxin ©-CgTx, derived form de venom of the marine snail Conus Geographus,
which specifically blocks N-type channels and the toxins w-MVIIC and »-MVIID, both
derived from the venom of the marine snail Conus magus, which target P, Q and N-type

VDCC.
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Results
Normal mouse NMJ

w-AgalVA (100 nM) and the omega contoxins ©-MVIIC (I uM) and ©-MVIID (3 uM)
strongly antagonized transmitter release (> 80-90% blockade) whereas o-CgTx (5 pM) and
nitrendipine (10-20 pM) were ineffective.

The process of release was much more sensitive to w-MVIIC (ICs, = 39 nM) than to o-MVIID
(ICsp = 1.37 uM). After almost completely blocking transmitter release (quantal content ~
0.3% of its control value) with 3 uM ©-MVIIC, elevating the external [Ca”] from 2 to 10 mM
induced an increase of ~20-fold on the amplitude and quantal content of the EPP.

Nerve-evoked transmitter release in a low Ca**-high Mg?* medium (low release probability:
quantal content = 2.02 + 0.08) and in the normal Ringer solution (quantal content = 90.5 +
3.7) presented the same sensitivity to w-AgalVA (ICs, = 16.8 nM and 14.4 nM, respectively).

Both the calcium and calcium-dependent potassium presynaptic currents, I, and Igc,,
respectively, were highly sensitive to low doses (10-30 nM) of w-AgalVA. The I, and the Ixc,
were also strongly antagonized by 1 uM ©-MVIIC. The most remarkable difference between
the action of these two toxins was the long incubation times required to achieve maximal
effects with ©-MVIIC.

Normal Frog NMJ

Evoked transmitter release was blocked by FTX (ICsyo = 0.02 pl/ml) and by o-CgTx (1 uM)
but was not affected by w-AgalVA (0.5 uM). When FTX (0.1 pl/ml) was assayed on
spontaneous release either in normal Ringer's or in low Ca**/high Mg®* solution, it was found
not to affect miniature endplate potential (MEPP) amplitude but to increase MEPP frequency
by ~2-fold in both conditions.

The I¢, was blocked by w-CgTx (5 uM), partially blocked by FTX (1 pl/ml) and not affected
by w-AgalVA (0.5 uM).

The Ixc, was strongly affected by charybdotoxin (ChTx) (300 nM), an antagonist of the
calcium-activated K' channels and completely abolished by BaCl, (200 pM). This current
was also blocked by w-CgTx (5 uM) and by CdCl, (200 uM) but was not affected by FTX (1
ul/ml). The blockade by o-CgTx could not be reversed by elevating [Ca], to 10 mM.

Newly formed Mouse NMJ

Nerve-evoked transmitter release was blocked by w-AgalVA, (30 and 100 nM w-AgalVA
caused ~50 and 90% inhibition, respectively). The toxin ©-CgTx (1 and 5 uM), as occurs in
normal preparations, did not significantly affect this type of release during reinnervation.
Nitrendipine (1-10 uM), strongly antagonized release in these reinnervating muscles (~ 40-60%
blockade).

Spontaneous release was not dependent on Ca®" entry through either P- or L-type VDCC.
Neither 100 nM @-AgalVA nor 10 pM nitrendipine affected the miniature endplate potential
(MEPP) frequency or amplitude.
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K"-evoked release was dependent on Ca’* entry through VDCC of the P-type family (100 nM
w-AgalVA reduced ~ 70% of the K'-evoked MEPP frequency). L-type VDCC were found not
to participate in this type of release (10 uM nitrendipine lacked any effect).

In reinnervating muscles, nitrendipine (10 uM), induced a significant increase (~ 25%) in the
latency of the evoked endplate potential (EPP). This drug also caused an increase (~ 0.3 ms) in
the latency of the presynaptic currents. Neither o-CgTx nor w-AgalVA affected the latency of
the EPP.

Conclusions

The strong inhibitory effects on transmitter release and presynaptic calcium and calcium-
activated K" presynaptic currents exerted by the toxins that target P- and Q-type VDCC (w-
AgalVA, o-MVIIC and ®-MVIID) and the lack of effect of the selective N-type and L-type
VDCC antagonists (0-CgTx and nitrendipine, respectively) provides more evidence that
synaptic transmission at the mature mammalian neuromuscular junction is mediated by Ca**
entry through P and/or Q-type channels and that N and L-type VDCC are not involved.

In frog synaptic terminals, Ca’* influx is mediated mainly by VDCC of the N-type. However,
the fact that w-CgTx antagonized all the Ca® dependent processes whereas FTX affected
transmitter release and the I¢, without affecting the Ixc,, suggests that two populations of ®-
CgTx-sensitive channels might coexist, one of them bearing a pharmacological profile not
consistent with the N-type as described in mammals. Transmitter release seems to be mediated
by this latter population of VDCC.

At the newly formed mouse neuromuscular junctions, as occurs in mature preparations, VDCC
of the P-type family play a prominent role in evoked transmitter release whereas N-type
channels are not involved in this process. Besides, signal conduction and transmitter release
become highly sensitive to nitrendipine during reinnervation. This suggests that L-type VDCC
may play a role in synaptic transmission at the immature mammalian neuromuscular junction.

We conclude that at the vertebrate neuromuscular junction, from the pharmacological point
of view, there is heterogeneity in the types of Ca®* channels coupled to the release of Ach in
different species. Besides, within the’ same species, the physiological and or pathological
conditions modify the degree of participation of the different types of VDCC in the release

process.

Key Words: neuromuscular junction, calcium channels, transmitter release, synaptic
transmission, reinnervation, regeneration, presynaptic currents, perineurial currents, calcium
current, calcium-activated potassium current, dihydropyridines, omega conotoxins, omega

agatoxin [VA.
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