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Lista de abreviaturas

[K*]e = concentracion extracelular de K*

ACh = acetilcolina

cChAT = acetiltransferasa de colina de tipo comun
ChAT = acetiltransferasa de colina

DRP = potencial de raiz dorsal

DRR = reflejo de raiz dorsal

EFP = potencial extracelular de campo

EPSC = corriente postsinaptica excitadora

EPSP = potencial postsinaptico excitador

GABA = acido y-aminobutirico

GPCR = receptor acoplado a proteina G

GRD = ganglios de raiz dorsal

ICs0 = concentracion inhibitoria media maxima
IEE = intervalo de tiempo entre estimulos

LCR = liquido cefalorraquideo

MAChR = receptor a acetilcolina muscarinico
NAChR = receptor a acetilcolina nicotinico

PAC = potencial de accién compuesto

PAD = despolarizacion de fibras aferentes primarias
pPChAT = acetiltransferasa de colina de tipo periférico
RD = raiz dorsal

SNC = sistema nervioso central

TTX = tetrodotoxina

VAChHT = transportador vesicular de acetilcolina

xU = veces el valor umbral



1. Resumen

La médula espinal es un centro de integracién importante, en el que diversos
procesos moduladores permiten la adecuada interpretacion de los cambios en
el entorno por parte del sistema nervioso. Uno de los principales mecanismos
moduladores de la informacion sensorial es la despolarizacion de las fibras
aferentes primarias (PAD), que es producida por la activacion de receptores
GABAAa presinapticos. Investigaciones recientes, no obstante, han sugerido
que otros receptores también podrian estar implicados en la generacion o
modulacién de la PAD, particularmente los receptores a acetilcolina nicotinicos
(nAChRs). En el presente trabajo nos hemos propuesto investigar el papel de
la ACh y los nAChRs en la modulacion de la transmision sinaptica de las fibras
aferentes mielinizadas y en las vias neuronales que producen la PAD,
utilizando como modelo la médula espinal in vitro del raton. Encontramos que
la ACh y la nicotina deprimen los potenciales extracelulares de campo (EFPs)
y los potenciales de raiz dorsal (DRPs) producidos por la activacion de las
fibras aferentes mielinizadas, sugiriendo una disminuciéon de la transmision
sinaptica de dichas fibras y una reduccién en la excitabilidad de las
interneuronas que median la PAD. Ambas drogas indujeron una despolariza-
cion sostenida de las fibras aferentes registrada como un cambio negativo en
el potencial DC a nivel de la raiz dorsal (RD) L4, pero sin aumentar la amplitud
del potencial de accién compuesto (PAC) evocado por la microestimulacion
intraespinal. La nicotina no afecté la depresion homosinaptica de los EFPs
producidos por la estimulacion de fibras aferentes homonimas, ni la depresion
heterosinaptica de los EFPs producidos por la estimulacién de fibras aferentes
heter6nimas. Tampoco modifico las propiedades pasivas de las neuronas
registradas en el asta dorsal, indicando que no se produce una modulacién de
NAChRs localizados en las interneuronas que generan la PAD. En conjunto,
estos resultados sugieren que la ACh inhibe la transmisién sinaptica de las
fibras aferentes mielinizadas mediante la activacion de nAChRs presinapticos,
posiblemente a través de un cortocircuito y/o una inactivacion de los canales

ionicos involucrados en la propagacion del potencial de accion.
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Abstract

The spinal cord is an important center of sensory and motor integration. Several
modulatory processes of sensory information allow the proper interpretation of
changes in the environment by the nervous system. One particular mechanism
for modulation of sensory information is presynaptic inhibition (PSI) associated
with primary afferent depolarization (PAD), which is produced by the activation
of presynaptic GABAA receptors. Recent studies, however, suggest that other
receptors may also be involved in the generation of PSI, particularly nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs). In the present work we have proposed to
investigate the role of ACh and nAChRs in modulating the synaptic
transmission of myelinated afferent fibers and in the neuronal pathways
mediating PAD. To this end, we used the in vitro model of the mouse spinal
cord. We found that ACh and nicotine depress the extracellular field potentials
(EFPs) and dorsal root potentials (DRPs) produced by the activation of
myelinated afferent fibers, suggesting a decrease in the synaptic transmission
of these fibers and a possible excitability decrease of interneurons mediating
PAD. Both drugs also induced a sustained depolarization of afferent fibers
recorded as a negative change in the DC potential at the level of the dorsal root
(DR) La, but without producing an increase in the amplitude of the compound
action potential (CAP) evoked by intraspinal microstimulation. In addition,
nicotine did not affect the homosynaptic depression of EFPs produced by the
stimulation of homonymous afferents, or the heterosynaptic depression of
EFPs evoked by stimulation of heteronymous afferents. Finally, nicotine did not
modify the passive properties of neurons recorded in the dorsal horn, indicating
that there is no modulation of NAChRs located in the interneurons that generate
PAD. Taken together, these results suggest that ACh inhibits synaptic
transmission of myelinated afferent fibers by activating presynaptic nAChRs,
possibly through a membrane shunting and/or an inactivation of ion channels

involved in the propagation of action potentials.



2. Introducciodn

El sistema nervioso central (SNC) recibe e integra continuamente una
gran cantidad de informacion sensorial procedente de la periferia del cuerpo.
La informacion sensorial somatica se origina en receptores que estan
distribuidos por todo el organismo y que son sensibles a cambios en la posicion
de los muasculos y las articulaciones, la presion ejercida por objetos sobre la
piel, la temperatura de diferentes regiones del cuerpo, u a otros estimulos
diversos. La funcién fundamental de estos receptores es traducir diferentes
formas de energia (por ejemplo, mecanica, térmica o quimica) en impulsos que
pueden ser interpretados por el sistema nervioso. Dichos impulsos son
conducidos de los 6rganos sensoriales al SNC por medio de las fibras

sensoriales o fibras aferentes primarias (figura 1).
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FIGURA 1. Las fibras aferentes primarias conducen informacion de los receptores
sensoriales a la médula espinal. Las fibras aferentes primarias, que emergen de las
neuronas de los ganglios de raiz dorsal (GRD), conducen potenciales de accion de los 6rganos

sensoriales al SNC.

Las fibras sensoriales que se originan en la piel y los musculos de los

mamiferos se han dividido de manera general en dos grupos: de bajo umbral
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y de alto umbral (cuadro 1) (Bear et al., 2007; Gardner y Johnson, 2013). Las
primeras tienen un mayor diametro, estan mielinizadas, presentan una mayor
velocidad de conduccion y requieren estimulos eléctricos de menor intensidad
para su activacion; entre ellas se encuentran las de los grupos | y Il
procedentes de los musculos y las cutaneas AB, que transmiten informacion
no nociceptiva. En cambio, las fibras de alto umbral tienen un menor didmetro,
y pueden presentar una capa delgada de mielina o no estar mielinizadas; esta
segunda categoria incluye a las fibras de los grupos Ill y IV procedentes de
los musculos y a las Ad y C cutaneas. Todos estos tipos de fibras se
encuentran en los nervios periféricos y llegan a la médula espinal a través de

las raices dorsales (RDs).

FIBRAS DE BAJO UMBRAL FIBRAS DE ALTO UMBRAL
Axones procedentes AB Ad C
de la piel
Axones procedentes Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
de los masculos
Diametro (um) 12-20 6-12 1-6 0.2-15
Velocidad de 72-120 35-75 4-36 0.4-2
conduccion (m/s)
Receptores Propioceptores del Mecanorreceptores Nociceptores y Nociceptores y
sensoriales musculo esquelético en la piel termorreceptores termorreceptores

CUADRO 1. Clasificacibn de las fibras aferentes primarias en el sistema

somatosensorial de los mamiferos

Aunque las terminaciones intraespinales de las fibras aferentes
primarias presentan una distribucién muy compleja, existen algunos patrones
anatdmicos generales que conviene mencionar. Por ejemplo, las fibras
mielinizadas de mayor diametro, como las del grupo | procedentes de los
musculos, terminan en el ndcleo intermedio y en el asta ventral (figura 2). Por

su parte, las fibras mielinizadas AR, procedentes de los mecanorreceptores
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cutdneos, proyectan hacia las regiones profundas del asta dorsal, a las
dendritas de las neuronas de las laminas IllI-V de Rexed. Por otro lado, las
fibras Ad y C, que conducen informacion nociceptiva y térmica, establecen
sinapsis con neuronas de las regiones superficiales del asta dorsal, en las
laminas I-11. Estas consideraciones anatomicas pueden resultar Utiles para el

estudio selectivo de la transmision sinaptica de determinados tipos de fibras

aferentes.
Fibras C
Fibras Ad
Fibras Ib
Fibras Ia
Asta
VS MATERIA dorsal
\ " m\ BLANCA
=
MATERIA GRIS Zona

intermedia

Asta
ventral

FIGURA 2. Las terminaciones de las fibras aferentes primarias se proyectan hacia
diferentes regiones de la materia gris de la médula espinal. En un corte transversal de la
médula espinal, la materia gris presenta una distribucién en forma de “mariposa”, y esta
conformada por las astas dorsales y ventrales, asi como por la region intermedia. Los distintos
tipos de fibras aferentes primarias, como las la (procedentes de los husos musculares), las Ib
(procedentes de los Organos tendinosos de Golgi), las AP (procedentes de los
mecanorreceptores cutaneos) y las Ad y C cutdneas (que conducen informacién nociceptiva

y térmica), proyectan sus terminaciones hacia diferentes regiones de la materia gris.

2.1. Modulacién de lainformacién sensorial

La médula espinal esta expuesta continuamente a una cantidad enorme
de impulsos aferentes, pero no toda esta informacion es igualmente relevante.

La seleccion de la informacion importante es fundamental para la interpreta-

12



cién adecuada de los cambios en el entorno por parte del SNC. Ciertamente,
la informacion que llega a la médula espinal a través de las fibras aferentes
primarias esta sujeta a una amplia gama de mecanismos moduladores, por lo

gue puede ser suprimida, facilitada o dirigida selectivamente.

Los mecanismos espinales que modulan la informacién sensorial
pueden clasificarse como presinapticos o postsinapticos, dependiendo del sitio
en el que influyen sobre la transmision sinaptica. Por ejemplo, hay una
modulacién postsinaptica mediada por contactos localizados sobre el soma 'y
las dendritas de las neuronas de la médula espinal; asimismo, existe
modulacion presinaptica a través de contactos axoaxonicos establecidos
sobre las terminaciones de las fibras aferentes primarias (figura 3). Estos dos
tipos de modulacion tienen implicaciones funcionales distintas: las sinapsis
axosomaticas/axodendriticas, que producen una modulacién postsinaptica,
afectan la actividad de todas las ramificaciones del axén de la neurona
postsinaptica, ya que influyen sobre la probabilidad de que dicha neurona
genere potenciales de accién. En cambio, las sinapsis axoaxonicas, que
producen una modulacion presinptica, pueden regular la actividad de

terminaciones axonicas especificas.

En relacion con la supresion de la actividad aferente irrelevante,
parecen mas convenientes aguellos mecanismos que actlan en los sitios mas
iniciales posibles, antes de que la actividad sensorial no deseada haya
producido alteraciones considerables en el SNC. En el sistema somato-
sensorial de los vertebrados, la inhibicidbn presinaptica ejercida sobre las
terminaciones intraespinales de las fibras aferentes primarias resulta un
mecanismo muy adecuado para tal propdsito: ofrece la ventaja de suprimir el
flujo de informacion en algunas, pero no en todas las terminaciones de una
misma fibra aferente. Esto permite dirigir la informacion sensorial hacia
neuronas centrales especificas, segun las necesidades fisioldgicas del

organismo.
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Sinapsis axoaxanica que produce

Terminal axonica de una INHIBICION PRESINAPTICA
fibra aferente primaria

Sinapsis axosomatica que produce
INHIBICION POSTSINAPTICA

\

Neurona postsinaptica
en la médula espinal

FIGURA 3. La inhibicién postsinaptica y la inhibicion presinaptica son mecanismos
moduladores distintos. La inhibicién postsinaptica esta mediada por contactos axosomaticos
0 axodendriticos establecidos sobre el elemento postsinptico (que puede ser, por ejemplo,
una motoneurona 0 una interneurona de la médula espinal). En cambio, la inhibicion
presinaptica estd mediada por contactos axoaxénicos establecidos sobre el elemento
presinaptico (que puede ser, por ejemplo, una de las terminaciones intraespinales de una fibra
aferente primaria).

2.1.1. Desarrollo del concepto de inhibicién presinéaptica

Las terminaciones intraespinales de las fibras aferentes primarias,
como blanco de la inhibicién presinaptica, constituyen el primer sitio de control
central de la actividad aferente y, por lo tanto, un punto critico para la
regulacion de la informacién sensorial. Para estudiar la modulacion de la
transmision sinaptica entre las fibras aferentes primarias y sus neuronas
blanco, es necesaria una comprension clara de los mecanismos basicos
implicados en la generacion de la inhibicion presinaptica. Por tal motivo, en los
siguientes parrafos se describe brevemente el desarrollo del concepto de
inhibicion presindptica, asi como los mecanismos celulares y moleculares

subyacentes a este fenOmeno. Para un abordaje mas profundo sobre la
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inhibicién presinaptica se recomienda consultar las revisiones de Schmidt
(1971), Rudomin y Schmidt (1999) y Engelman y MacDermott (2004).

El concepto de inhibicion presinaptica comenzé a desarrollarse hacia
finales de la década de los 50 y principios de la década de los 60, cuando se
describi6 una depresidbn de los potenciales postsinapticos excitadores
(EPSPs) que ocurria en ausencia de cambios detectables en la excitabilidad
de las neuronas postsinapticas, o en el curso temporal de los EPSPs (Frank y
Fourtes, 1957; Schmidt, 1971; Rudomin y Schmidt, 1999). Uno de los avances
mas importantes de esa misma época consistid en relacionar la inhibicion
presinaptica con una despolarizacién de las terminaciones de las fibras
aferentes primarias (Eccles et al., 1961; Eccles et al., 1962). Esta
despolarizacién, denominada PAD (por su hombre en inglés: primary afferent
depolarization), provoca paradojicamente una disminucion de la liberacion de
neurotransmisor. Como se revisa mas adelante, dicho efecto se debe a una
reduccion de la amplitud de los potenciales de accion, o a un blogueo en la
conduccién de los mismos, con la consecuente disminucion o supresion de la
entrada de Ca?* a las terminaciones de las fibras aferentes primarias. La PAD

es, por lo tanto, un mecanismo por el que se produce inhibicion presinaptica.

2.1.2. Inhibicién presinaptica asociada a PAD e inhibicion presinptica no

asociada a PAD

Desde los primeros afios de investigacion en el tema, numerosas
observaciones llevaron al reconocimiento de la PAD como una forma
importante de inhibicidn presinaptica (la PAD se aborda en la seccion 2.2). Sin
embargo, también existe una inhibicion producida en las terminaciones de las
fibras aferentes primarias en ausencia de despolarizaciéon, por lo que los
diversos mecanismos de inhibicion presinaptica se han dividido actualmente
en dos grupos: asociados y no asociados a la PAD. Algunos ejemplos de estos

ultimos se mencionan a continuacion.
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La inhibicion presinaptica no asociada a la PAD puede producirse
mediante la activaciobn de receptores metabotrépicos. Un ejemplo son los
receptores GABAB, cuya estimulacion, en diferentes especies, ha mostrado
inhibir la transmision sinaptica de las fibras procedentes de los husos
musculares sin afectar el curso temporal de los EPSPs o la conduccion de los
potenciales de accion en las fibras sensoriales (Lev-Tov et al., 1988; Peng vy
Frank, 1989; Jiménez et al., 1991). De acuerdo con observaciones efectuadas
en la rata, la activacion de receptores GABAg presinapticos también inhibe la
liberacién de neurotransmisor por parte de las terminaciones de las fibras AB
(figura 4) (Salio et al.,, 2017) y Ad/C (Ataka et al., 2000), sugiriendo,
respectivamente, una modulacion presinaptica de la informacion tactil y la
nociceptiva. Por lo tanto, los receptores GABAs estan involucrados en la
inhibicién de la transmision sinaptica de diferentes tipos de fibras aferentes

mediante acciones ejercidas de manera presinaptica.

Las acciones moduladoras de los receptores GABAs se deben a que su
activacion resulta en una inhibicion de los canales de Ca?* presinapticos
dependientes de voltaje (Désarmenien et al., 1984; Huang et al., 2015), lo que
interfiere con la entrada de Ca?" y el mecanismo de liberacion de
neurotransmisor en las terminaciones intraespinales de las fibras sensoriales.
Esta regulacién de los canales de Ca?* presindpticos ocurre mediante la

intervencién de efectores intracelulares via activacion de proteinas G.

Ademas de los receptores GABABg, otros receptores metabotropicos han
sido asociados con la inhibicién presinéptica de las fibras aferentes primarias,
particularmente en relacién con la modulacion de la informacién nociceptiva.
Por ejemplo, se ha mostrado que la transmision sinaptica en las regiones
superficiales del asta dorsal de la médula espinal de la rata se inhibe mediante
acciones presinapticas de los receptores a opioides & y y (Hori et al., 1992;
Glaum et al., 1994; Kohno et al., 1999), los adrenoceptores a2 (Kawasaki et
al., 2003) y los receptores a dopamina de la familia D2 (Lu et al., 2018). Sin

embargo, la participacién de los receptores metabotrépicos en la modulacion
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de la transmision sinaptica de las fibras aferentes de bajo umbral ha recibido

comparativamente menos atencion.

A
Control Baclofen 1 uM Baclofen 2.5 pM Wash

3
s L
- 30ms

B

Control Baclofen 1 yM Wash
+ GDP-B-S

50 ms

FIGURA 4. La activacién de receptores GABAg presindpticos deprime las EPSCs
registradas en las neuronas de las laminas I1I/1V. A. El baclofen (un agonista de receptores
GABAg), a concentraciones de 1 uM o 2.5 pyM, deprime las corrientes postsinapticas
excitadoras (EPSCs) evocadas por la estimulacion de las fibras AB y registradas en una
neurona de las regiones profundas del asta dorsal de la médula espinal de la rata. B. La
perfusion intracelular de la neurona con GDP-B-S (un inhibidor de la funcién de las proteinas
G) no evita el efecto depresor del baclofen sobre las EPSCs evocadas, excluyendo asi la
contribucién de receptores GABAg postsinapticos, lo cual indica que el efecto del baclofen
ocurre a nivel presinaptico (Salio et al., 2017).

2.2. Despolarizacién de las fibras aferentes primarias (PAD)

Como se ha mencionado, la despolarizacién de las terminaciones de
las fibras aferentes primarias (PAD) es un mecanismo importante de inhibicién
presinaptica que provoca disminucion de la liberacion de neurotransmisor al
interferir con la generacion o propagacion de los potenciales de accion en las

terminaciones de las fibras sensoriales. En el siguiente apartado se discuten
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los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a la PAD y sus acciones

inhibidoras, asi como algunas implicaciones fisiol6gicas de esta modulacion.

2.2.1. Mecanismos clasicos de generaciéon de la PAD

Durante afios, los neurofisiélogos han discutido los mecanismos que
producen PAD. De acuerdo con el modelo actual, basado en una gran cantidad
de hallazgos anatomicos y farmacoldgicos, la PAD es generada mediante la
accion de terminaciones GABAEérgicas que establecen sinapsis con las
terminaciones intraespinales de las fibras aferentes primarias (sinapsis
axoaxonicas), proceso en el que estan implicados los receptores ionotropicos
GABAAa. Aunque también existen reportes de PAD producida mediante otros
mecanismos, las sinapsis axoaxonicas GABAérgicas y los receptores GABAAa
mantienen vigencia como modelo clasico de generacion de la PAD. A
continuacion, se presentan algunos de los principales trabajos publicados en

el contexto de la discusion sobre los mecanismos generadores de la PAD.

Una de las propuestas iniciales para explicar la despolarizacion de las
terminales de las fibras aferentes primarias fue el aumento de la concentracion
extracelular de iones K* ([K*]e) en la médula espinal, el cual, en efecto, puede
presentarse como consecuencia de una actividad neuronal incrementada (Kriz
et al., 1974). Sin embargo, en el modelo del gato se observé que la
estimulacién de las fibras del grupo | procedentes de los musculos flexores
produce PAD en las fibras la procedentes de los musculos extensores en
ausencia de un aumento significativo de la [K*]e en la médula espinal (Jiménez
et al., 1983). Ademas, la estimulacion eléctrica de determinados nervios o
tractos descendentes produce PAD en las fibras aferentes cutaneas sin que
existan cambios correspondientes en la [K*]e (Jiménez et al., 1987). Aunque
estas observaciones no descartan una contribucion de la acumulacion
extracelular de K* a la despolarizacion de las fibras aferentes primarias en
determinadas situaciones, es evidente que la PAD se produce mediante otros

mecanismos.
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La PAD es producida mediante la accion de contactos axoaxdnicos
GABAérgicos establecidos sobre las terminaciones de las fibras aferentes
primarias. Por ello, las sinapsis axoaxdnicas son consideradas el sustrato
histolégico fundamental de la inhibicion presinaptica (Alvarez, 1998). La
existencia de estas sinapsis fue especulada hace mas de cincuenta afios y
actualmente se cuenta con descripciones anatomicas de contactos
axoaxonicos establecidos sobre las terminaciones de las fibras aferentes del
grupo la (Fyffe y Light, 1984, Pierce y Mendell, 1993; Destombes et al., 1996;
Watson y Bazzaz, 2001; Hughes et al., 2005), del grupo Ib (Lamotte d'Incamps
et al., 1998), del grupo Il (Maxwell y Riddell, 1999) y cutaneas de bajo umbral
(Maxwell et al., 1995). Muchos de estos trabajos, ademas, han puesto de
manifiesto la naturaleza GABAérgica de dichas sinapsis. Asi, el concepto de
que la PAD es producida mediante la accion de contactos axoaxonicos
GABAérgicos localizados sobre las terminaciones de las fibras aferentes

primarias esta sustentado en una gran cantidad de hallazgos histol6gicos.

Las observaciones farmacolégicas también han contribuido a dilucidar
los mecanismos de generacion de la PAD. Desde los afios pioneros en la
investigacion sobre el tema, se reportd que la PAD y la inhibicidn presinaptica
se reducen con la administracion de bloqueadores o antagonistas de los
receptores GABAAa (Eccles et al., 1963; Schmidt, 1963; Davidoff, 1972). Estos
descubrimientos indicaron que la PAD es generada mediante mecanismos que

involucran la activacion de los receptores de tipo GABAA.

La figura 5 resume de manera esquematica la generacién de PAD
mediante la accion de una sinapsis axoaxdnica GABAérgica. La activacion de
los receptores GABAA (que son canales de CI localizados en las terminaciones
de las fibras aferentes) produce una despolarizacion porque el gradiente
electroquimico en este sitio favorece la salida de CI. Dicho gradiente se
mantiene debido a que las neuronas de los GRD expresan un cotransportador
Na*-K*-Cl- que introduce CI- de manera activa (Alvarez-Leefmans et al., 1988;

Alvarez-Leefmans, 1990; Alvarez-Leefmans et al., 1998). Aunque la actividad
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de este cotransportador implica la entrada de una cantidad considerable de
Na*, este ultimo es expulsado rapidamente de la célula por la Na*-K*-ATPasa,

la cual utiliza energia obtenida por la hidrélisis del ATP.

Terminal de una fibra

aferente primaria \

)

2CI 0
Na Receptor ¢ [ ) \
K* GABA, Terminal GABAérgica

que produce la
cl inhibicién presinaptica
3Na* ATP
2K*
...
L ]
P oo ® Glutamato

¢ caBA

—4—g 8

Neurona postsinaptica
en la médula espinal

Receptor a
glutamato

FIGURA 5. La PAD es producida por accién de las sinapsis axoax6nicas GABAérgicas.
La activacion de los receptores GABAa presinapticos da lugar a la PAD porque en las neuronas
de los GRD el gradiente electroquimico favorece la salida de Cl-. El cotransportador Na*-K*-
Cl- mantiene dicho gradiente mediante un mecanismo de transporte activo secundario

dependiente de Na*.

2.2.2. Modo de accion de la PAD

La PAD disminuye la liberacion de neurotransmisor (que en general es
glutamato) debido a un bloqueo de la invasion de los potenciales de accién a
las terminaciones de las fibras aferentes primarias, o bien a una disminucién

en la amplitud de los potenciales de accion propagados. En cualquier caso, el
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resultado es una interferencia con la entrada de Ca?* a las terminaciones, lo
que tiene como consecuencia una disminucion en la cantidad de

neurotransmisor liberado.

La disminucién en la amplitud de los potenciales de accion, o el bloqueo
en la conduccion de los mismos, pueden explicarse de diferentes maneras.
Una hipotesis plantea que la despolarizacion da lugar a una inactivacion de los
canales de Na* dependientes de voltaje, qguedando menos canales disponibles
para la generacion de los potenciales de accion. De manera alternativa, un
cortocircuito o “shunting” debido a una disminucion de la resistencia de
membrana podria interferir con los potenciales de accion. Aunque hay
evidencia que sugiere una participacion primordial del cortocircuito de
membrana en animales invertebrados (Cattaert y EI Manira, 1999), otros
hallazgos en las terminaciones nerviosas de la porcion posterior de la hipdfisis
de la rata indican que el cortocircuito tiene una contribucién menor (Zhang y
Jackson, 1995). Con todo, hace falta informacién obtenida directamente de las

terminaciones de las fibras aferentes.

2.2.3. Control de diferentes ramas de una misma fibra aferente

Las diferentes ramas de una misma fibra aferente pueden ser
moduladas de manera independiente. Walmsley et al. (1987) encontraron que
Unicamente una baja proporcion de los botones derivados de las fibras la que
llegan a la columna de Clarke en la médula espinal del gato reciben contactos
presinapticos, lo cual contrasta con el alto porcentaje de botones la que
reciben contactos axoaxonicos en el asta ventral, segun reportaron Pierce y
Mendell (1993). Tales desigualdades podrian reflejar diferencias en el control
de la transmision sinaptica de las fibras aferentes la entre estas dos regiones
de la médula espinal. Por otro lado, utilizando el modelo del gato, el grupo de
Rudomin ha demostrado que la estimulacion eléctrica de determinados nervios
periféricos, o de ciertas regiones supraespinales, es capaz de modular

selectivamente la eficacia sinaptica o la PAD de las distintas colaterales
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procedentes de una misma fibra aferente (Eguibar et al., 1994; Rudomin et al.,
2004). Evidentemente, las ramificaciones intraespinales de un axén sensorial
distan mucho de ser rutas fijas para la conduccion uniforme de informacion;
mas bien, constituyen un sistema dinamico en el que la informacién
procedente de una misma fuente puede ser disociada y dirigida hacia grupos
especificos de neuronas blanco dentro del SNC. En animales invertebrados,
no obstante, se ha documentado que la PAD puede ejercer sus acciones
inhibidoras sobre el axén principal de una neurona sensorial (Cattaert y El
Manira, 1999). Este hallazgo interesante implicaria que la PAD inhibe la
transmision de todas las salidas sinapticas de ese axdn, sin el control selectivo

descrito anteriormente.

2.2.4. Potenciales de raiz dorsal (DRPS)

La PAD producida simultdneamente en varias fibras sensoriales puede
ser registrada como un potencial de raiz dorsal (DRP, por su nhombre en inglés:
dorsal root potential) debido a su conduccién pasivay retrégrada hacia las RDs
(figura 6). El registro y el analisis de los DRPs es, por lo tanto, una manera
indirecta de estudiar la PAD.

2.2.5. Reflejos de raiz dorsal (DRRS)

Cuando varios impulsos aferentes llegan a la médula espinal de manera
sincronizada (como ocurre cuando los nervios periféricos son estimulados
eléctricamente), suele producirse una PAD de magnitud suficiente para
alcanzar el umbral de activacién de los canales de Na* dependientes de
voltaje, lo que desencadena potenciales de accién que se conducen de
manera antidromica hacia las RDs y los nervios periféricos. Estos potenciales
de accion se conocen como reflejos de raiz dorsal (DRRs, por su nombre en
inglés: dorsal root reflexes) y pueden ser registrados periféricamente, en los

nervios cutaneos y musculares.
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FIGURA 6. La PAD puede ser registrada como un DRP. La propagacion pasiva y
antidromica de la onda despolarizante hacia la raiz dorsal permite que la PAD generada en

varios axones sea registrada como un potencial de raiz dorsal (DRP) (Hochman et al., 2010).

El papel fisiolégico de los DRRs es un tema interesante. Se han
observado en animales despiertos durante la locomocién (véase Rossignol et
al., 1998) y también se presentan en humanos (Shefner et al., 1992). De
manera interesante, los potenciales de accion antidrémicos en las fibras
nociceptivas inducen la liberacion periférica de neuropéptidos que participan
en la hiperalgesia y la inflamacién neurogénica (Willis, 1999; Lin et al., 2007).
En cambio, la relevancia fisioloégica de los potenciales de accién antidromicos

en las fibras sensoriales de bajo umbral no ha sido estudiada con detalle.

2.2.6. PAD producida por la estimulacién de fibras aferentes

Como se ha sefialado, la estimulacion eléctrica de las fibras aferentes
primarias puede producir PAD en las mismas o en otras fibras aferentes (en

este caso no deben confundirse las fibras que producen PAD con aquellas que
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la reciben). Las observaciones electrofisiologicas llevadas a cabo en el gato

adulto, basadas en la medicién de la latencia de las respuestas en el SNC, han

sugerido que la PAD generada por la estimulacion de las fibras aferentes esta
mediada por circuitos neuronales que son, al menos, trisinapticos (Rudomin 'y
Schmidt, 1999). Segun este modelo, las interneuronas de ultimo orden en las
vias que median la PAD son GABAérgicas, mientras que las de primer orden

son glutamatérgicas (figura 7).

__P{I;'!—| = ——
— // ' T Fibra aferente que
R produce PAD

Interneurona de
primer orden

Interneurona de
dltimo orden

Fibra aferente que
recibe PAD

FIGURA 7. La PAD producida por la activacién de las fibras aferentes primarias esta
mediada por circuitos tri- o polisingpticos. En el modelo representado aqui, la PAD

generada por la estimulacion de las fibras aferentes depende de la activacion de un circuito
trisinaptico. Las interneuronas de primer orden liberan el neurotransmisor glutamato, mientras

que las de ultimo orden liberan GABA.

2.3. Mecanismos no clasicos de inhibicion presinapticay PAD

2.3.1. Activacion de receptores GABAA extrasinapticos
Los contactos axoaxonicos GABAérgicos establecidos sobre las

terminaciones de las fibras aferentes primarias son el sustrato histolégico
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fundamental de la PAD clasica. Sin embargo, ademas de los receptores
GABAA presentes en estas sinapsis (receptores sinépticos o fasicos), se han
descrito receptores GABAA de localizacion extrasinaptica en diferentes tipos
de fibras aferentes primarias. Estos receptores parecen influir sobre la
actividad de las fibras aferentes de manera tonica (Loeza-Alcocer et al., 2013;
Lucas-Osma et al.,, 2018). Se ha propuesto que las células de los GRD
expresan receptores GABAa extrasinapticos (tonicos) que serian activados por
las bajas concentraciones extracelulares de GABA y que podrian, entre otras

cosas, ejercer acciones reguladoras de los DRRs.

2.3.2. Posible participacion de otros transmisores y receptores

La PAD clasica se produce mediante la activacion de receptores GABAAa
localizados en las terminaciones intraespinales de las fibras aferentes
primarias; estos receptores son activados por el neurotransmisor GABA
liberado por las interneuronas de ultimo orden que forman parte de los circuitos
qgue producen la PAD (figuras 5y 7). No obstante, la idea de que el GABA 'y
los receptores GABAa desempefian una funcion predominante o exclusiva en
la generacion de PAD ha sido cuestionada de manera relativamente reciente
con base en observaciones farmacoldgicas y anatbmicas que indican una
posible participacion de otros transmisores y receptores. Algunas de las

evidencias relacionadas con este aspecto se discuten a continuacion.

Numerosos trabajos han demostrado la existencia de contactos
axoaxonicos GABAérgicos localizados sobre las terminaciones de las fibras
aferentes primarias (Maxwell et al., 1995; Destombes et al., 1996; Lamotte
d'Incamps et al., 1998; Maxwell y Riddell, 1999; Watson y Bazzaz, 2001,
Hughes et al., 2005), lo cual sustenta fuertemente la participacion del GABA
en la inhibicién presinaptica. Es posible, sin embargo, que no todas las formas
de PAD estén relacionadas con estas terminaciones GABAérgicas. Por
ejemplo, las interneuronas GABAérgicas podrian mediar la PAD evocada

mediante la estimulacion de estructuras supraespinales, pero no necesaria-
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mente la PAD evocada por la estimulacion de todos los tipos de fibras

aferentes primarias.

Por otro lado, es probable que, ademas del GABA, otras sustancias
sean capaces de activar los receptores GABAAa y producir PAD. La taurinay la
B-alanina constituyen un ejemplo de dicha posibilidad (Hochman et al., 2010).

Los receptores GABAa pertenecen a la familia Cys-loop de canales
i6nicos activados por ligando, la cual incluye también a los receptores a glicina,
los receptores a serotonina 5-HTs y los receptores a acetilcolina nicotinicos
(nAChRs). Todos estos receptores presentan similitudes en su arquitectura
molecular, por lo que no debe pasarse por alto la posibilidad de que,
dependiendo de las subunidades que los constituyen, existan reacciones
farmacoldgicas cruzadas. Se ha reportado, por ejemplo, que la subunidad a9
de los nAChR es inhibida por la bicuculina y la estricnina (Rothlin et al., 1999).
Ademas, es posible el ensamblaje aberrante de receptores que incluyan
combinaciones de subunidades de diferentes miembros de la familia Cys-loop
(Li'y Slaughter, 2007). Con base en lo anterior, seria importante reinterpretar
cuidadosamente las observaciones clasicas, en las que la PAD vy la inhibicion
presinaptica se vieron reducidas mediante la administracion de los
antagonistas o bloqueadores tradicionales de los receptores GABAa (Eccles et
al., 1963; Schmidt, 1963; Davidoff, 1972).

Ademas de los receptores GABAA, las fibras aferentes expresan otros
receptores ionotropicos de la familia Cys-loop, como los receptores a
serotonina 5-HTs (Zeitz et al., 2002) y los nAChRs (Genzen et al., 2001; Lips
et al., 2002; Haberberger et al., 2004). No obstante, la participacién de estos
receptores en la generaciéon o modulacion de PAD, de existir, esta lejos de
definirse con claridad. La serotonina produce una PAD lenta en la médula
espinal in vitro de la rata, aunque no se hallé una relacion directa entre la
magnitud de la PAD y la reduccion de los EPSPs (Lopez-Garcia y King, 1996).
En cuanto a los nAChRs, se desconoce si su activacién esta implicada en la

produccion o modulacion de la PAD.
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2.3.3. Posible produccion de PAD mediante vias mas directas

Convencionalmente se considera que la PAD evocada por la
estimulacién de las fibras aferentes primarias esta mediada por circuitos que
son, al menos, trisinapticos (figura 7). Sin embargo, este concepto ha sido
puesto en duda por trabajos relativamente recientes que indican la

participacion de vias mas directas para la produccion de PAD.

La existencia de circuitos disindpticos que retroalimentan a las fibras
aferentes primarias estd apoyada por evidencias anatdmicas (Olave et al.,
2002; Bannatyne et al., 2009). Se ha publicado también que la estimulacion de
las fibras aferentes produce DRPs que, aunque son blogueados mediante la
administracion de antagonistas de receptores GABAAa, conservan su amplitud
después de restringir la transmision a inicamente acciones monosinapticas en
la médula espinal in vitro de la rata (figura 8) (Hochman et al., 2010;
Shreckengost et al., 2010). En concordancia con esto, se observd que la
mefenesina (un agente empleado para aislar componentes monosinapticos)
aplicada por via intravenosa tiene solamente un pequefio efecto sobre los
DRPs registrados en la médula espinal del gato (Farkas et al., 1989). Hochman
et al. (2010) han argumentado que, si se asume que la PAD se produce por
una via trisinaptica, deberia cuestionarse el hecho de que los anestésicos
como el pentobarbital, que disminuyen la transmision sinaptica excitadora de
manera generalizada, no depriman la PAD. Mas aun, se ha reportado que el
DRP evocado por fibras aferentes puede producirse mediante la participacion
de circuitos nerviosos insensibles a la tetrodotoxina (TTX) en la médula espinal
de la tortuga (Russo et al., 2000). A partir de estas observaciones ha surgido
la posibilidad de que la PAD producida por la activacion de las fibras aferentes

esté mediada por vias mas directas que la via trisinaptica clasica.

¢,Como podria explicarse la produccion de PAD mediante vias mas
directas? Una primera alternativa es la existencia de circuitos disinapticos. En
congruencia con esto, en la rata adulta se ha reportado que las interneuronas

colinérgicas de la lamina 1ll/IV del asta dorsal, que establecen contactos
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axoaxonicos con las terminaciones de las fibras aferentes primarias, y que han
sido consideradas posibles interneuronas de ultimo orden en la produccion de
inhibicion presinaptica, reciben conexiones directas de las propias fibras
aferentes (Olave et al., 2002). Resulta interesante la posibilidad de que estas
interneuronas constituyan circuitos disinapticos que retroalimenten a las fibras

aferentes primarias, o que sean capaces de producir PAD.

control
1 mM mephensin
25 uM picrotoxin

L4 DRP

50 ms

L4 DRP control

1mM mephenesin
5 uM gabazine

—_————

50 ms

FIGURA 8. Los DRPs producidos por la activacion de las fibras aferentes no se
deprimen sustancialmente después de restringir la transmisibn a acciones
monosinapticas en la médula espinal in vitro. La mefenesina, un compuesto utilizado para
aislar componentes monosinapticos, no bloquea los DRPs evocados mediante la estimulacion
de las fibras aferentes primarias. Los DRPs, sin embargo, pueden ser deprimidos con la
administracion de bloqueadores o0 antagonistas de los receptores GABAa, como la picrotoxina
y la gabazina. (Shreckengost et al., 2010).

Una segunda alternativa es que las propias fibras aferentes liberen
transmisores que actuen directamente sobre las terminaciones de las mismas
o de otras fibras aferentes. En diferentes regiones del SNC, los autorre-
ceptores presinapticos constituyen de hecho una forma importante de
inhibicion presinaptica (Engelman y MacDermott, 2004). Debe tenerse

presente que, en el caso de las terminaciones intraespinales de las fibras
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aferentes primarias, los transmisores liberados tendrian que ser capaces de
activar a los receptores GABAAa (0 a otros con propiedades farmacoldgicas
similares). Sin embargo, la falta de estudios que apoyen la presencia de GABA
en las terminaciones de las fibras sensoriales haria que el modelo de
retroalimentacion negativa directa fuese inconsistente con un mecanismo
GABAEérgico. De manera alternativa, la acetilcolina (ACh) podria jugar un papel
en este sentido. Aunque se considera que las fibras aferentes primarias son
primordialmente glutamatérgicas, se han descrito mecanismos de coliberacién
de glutamato y ACh en neuronas del SNC (Gras et al., 2008). Resulta muy
interesante que las células de los GRD expresan proteinas involucradas en la
sintesis (Bellier y Kimura, 2007; Matsumoto et al., 2007; Hanada et al., 2013)
y el almacenamiento vesicular (Tata et al., 2004) de ACh. Las neuronas de los
GRD expresan, ademas, diferentes tipos de nAChRs (Genzen et al., 2001; Lips
et al., 2002; Haberberger et al., 2004).

También es interesante que, en la médula espinal in vitro de roedor, una
buena parte del DRP evocado por la activacion de fibras sensoriales puede
persistir después de la administracion de antagonistas de los receptores
ionotropicos a glutamato (Hochman et al., 2010). Si la PAD producida por la
estimulacién de las fibras aferentes depende de la activaciéon de vias mono-,
di- o polisindpticas, este hallazgo contrastaria con el principio de que las fibras
aferentes primarias son glutamatérgicas. Como se menciond, la liberacién o
coliberacion de otros transmisores (en especial, de ACh) por parte de las fibras

aferentes es una posibilidad interesante.

En resumen, existe evidencia que indica que la PAD tiene propiedades
farmacoldgicas complejas y que puede ser generada mediante mecanismos
diferentes de los considerados tradicionalmente. En particular, la PAD y la
transmision sinaptica de las fibras aferentes primarias podrian estar
moduladas por mecanismos que involucran la participacion de la ACh y de los
NAChRSs.
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2.4. Modulacién de la transmision sinaptica por los nAChRs

La ACh actia sobre dos tipos de receptores: 1) los receptores
muscarinicos (MAChRs), que son miembros de la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRS), y 2) los receptores nicotinicos (hAAChRS),
que pertenecen a la familia Cys-loop de canales i6nicos activados por ligando.
Estos ultimos son receptores ionotrépicos que podrian desempefiar funciones

relevantes en la generacion o la modulacion de la PAD.

Cada nAChR es un canal catiénico no selectivo conformado por cinco
subunidades que constituyen un poro (figura 9) (Dani, 2015). Las cinco
subunidades pueden ser idénticas entre si (homomero) o formar
combinaciones de dos o mas subunidades diferentes (heterbmero). En la
diversidad de los nAChRs se han identificado diez subunidades a (ai-aio) y
cuatro subunidades B (Bi1-B4). Las subunidades a1 y Bi1, asi como las
subunidades vy, 8 y €, se han encontrado en los nAChRs del musculo, mientras
que en el SNC de los mamiferos se han identificado ocho subunidades a (ao-

10, exceptuando as) y tres B (B2-4).

La modulaciéon de la transmision sindptica de las fibras aferentes
mielinizadas por la activacion de los nAChRs ha sido sugerida por diversas
observaciones. Las neuronas de los GRD expresan diferentes tipos de
NAChRs (Genzen et al., 2001; Lips et al., 2002; Haberberger et al., 2004).
También se han identificado sitios de unién a a-bungarotoxina, un antagonista
de los nAChRs, en una poblacion de neuronas sensoriales con soma grande
en rata, mono, gato y humano, que parecen proyectar a la lamina Ill de las
astas dorsales (Ninkovic y Hunt, 1983). Ademas, en la médula espinal in vitro
del raton juvenil, la administracion de ciertos antagonistas de los nAChRs
disminuye la amplitud de los DRPs (Hochman et al., 2010). En especial, la
intervencion de la ACh y de los nAChRs en la modulacion de la informacién
nociceptiva se encuentra ampliamente documentada (Naguib y Yaksh, 1994;
Bannon et al., 1998; Decker et al., 2001; Jain, 2004, Matsumoto et al., 2007).
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FIGURA 9. Cada nAChR es un complejo molecular constituido por cinco subunidades.
A. Cada subunidad cruza la membrana cuatro veces. De los dominios que cruzan la
membrana, el que delimita el poro (M2) se muestra en azul. B. Cinco de estas subunidades
interaccionan para formar una estructura compleja que contiene un poro central (en este

ejemplo se representa un heterémero asf>).

Aungue la ACh y los nAChRs han sido implicados en la modulacion de
la transmision sinaptica de las fibras aferentes, la fuente endégena de ACh en
la médula espinal sensorial no ha sido determinada con claridad. En principio,
la ACh involucrada en la modulacién de la informacién sensorial podria
provenir de: 1) las interneuronas colinérgicas localizadas en el asta dorsal, 2)
las propias fibras aferentes primarias, 3) fibras colinérgicas descendentes
originadas en estructuras supraespinales o 4) diversas células y tejidos no

nerviosos. Cada una de estas posibilidades se discute a continuacion.

2.4.1. Interneuronas colinérgicas del asta dorsal

Una evidencia sustancial indica que la lamina Il del asta dorsal de la

médula espinal podria tener funciones particularmente importantes en la
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modulacion de la informacion sensorial. Este no solamente es un sitio de
proyeccion prominente de las fibras AR y Ad, sino también un posible lugar de
localizacion de las interneuronas de primer y ultimo orden que median la PAD
de las fibras aferentes cutaneas, segun indican algunas observaciones

electrofisiolégicas (Jankowska et al., 1981).

En la lamina Ill, curiosamente, existe una pequefia poblacion de
neuronas colinérgicas (Barber et al., 1984; Mesnage et al., 2011) que podrian
coliberar GABA (Todd, 1991; Mesnage et al., 2011) e intervenir en la
modulacién de la transmision sinaptica de las fibras aferentes. De manera
interesante, Ribeiro-da-Silva y Cuello (1990) reportaron la existencia de
contactos colinérgicos establecidos sobre las fibras sensoriales primarias en
el asta dorsal de la médula espinal de la rata. Las interneuronas colinérgicas
de la lamina Ill, que podrian ser el principal origen de dichos contactos, han
sido asociadas con un plexo colinérgico que estaria implicado en la
modulacion de la informacion sensorial (figura 10) (Mesnage et al., 2011;
Pawlowski et al., 2013). Ademas, las interneuronas colinérgicas del asta dorsal
reciben contactos directos de fibras aferentes mielinizadas y no mielinizadas
(Olave et al., 2002). En conjunto, estas observaciones sugieren una relacion
intima y reciproca entre las fibras sensoriales primarias y las interneuronas
colinérgicas del asta dorsal, proporcionando una evidencia anatomica
suficiente para sospechar que dichas interneuronas son una fuente natural de
la ACh implicada en la modulacién de la transmision sinaptica de las fibras

aferentes primarias.

2.4.2. Liberacién de ACh por las fibras aferentes primarias

De manera alternativa, las propias fibras aferentes podrian liberar ACh
y modular la transmision sinaptica mediante acciones autocrinas o paracrinas.
Esta hipotesis ha recibido atencion tras el descubrimiento de que las neuronas
de los GRD expresan proteinas involucradas en la sintesis y el

almacenamiento de ACh.
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FIGURA 10. Identificacion de la ChAT (enzima responsable de la sintesis de ACh) en la
médula espinal de ratones transgénicos ChAT::EGFP. A. Sefal EGFP intrinseca (Al) e
inmunomarcado anti-ChAT (A2) en una seccion transversal de la médula espinal de un raton
transgénico ChAT::EGFP. En estos ratones, la proteina EGFP (del inglés: enhanced green
fluorescent protein) se expresa en las neuronas colinérgicas. Puede observarse una
interneurona ChAT::EGFP (flecha) en el asta dorsal. B. Fotomicrografias de mayor aumento
que muestran la neurona del asta dorsal observada en A. C. Sefial EGFP intrinseca en el asta
dorsal de una seccién mas gruesa. Pueden observarse multiples neuronas ChAT:.EGFP, asi
como un plexo de fibras ChAT::EGFP localizado dorsalmente. D. Sefial EGFP intrinseca en
un corte horizontal de una hemimédula espinal realizado en el nivel de las interneuronas
ChAT::EGFP observadas en C. Barras = 200 ym en A,C y D; 25 ym en B. (Mesnage et al.,
2011).

La enzima clasica responsable de la sintesis de ACh es la
acetiltransferasa de colina (ChAT, por su nombre en inglés: choline

acetyltransferase). Una variante periférica de esta enzima ha sido denominada

33



pChAT (del inglés: ChAT of a peripheral type) y es producida mediante
empalme alternativo del ARNm de la ChAT (Tooyama y Kimura, 2000; Bellier
y Kimura, 2011). La pChAT se distingue de la bien conocida cChAT (esta
altima llamada asi del inglés: ChAT of a common type) porgque carece de la
secuencia peptidica codificada por los exones 6 a 9 (Tooyama y Kimura, 2000)
y porque esta sujeta a procesos de trafico intracelular diferentes (Matsuo et al.,
2005). Si la pChAT se localiza de manera preferencial en el sistema nervioso
periférico (Tooyama y Kimura, 2000; Bellier y Kimura, 2011; Hanada et al.,
2013), seria importante definir su posible participacion en la sintesis de ACh
por parte de las fibras aferentes primarias.

Las investigaciones sobre la expresion y la actividad de ChAT en las
células de los GRD han arrojado resultados controversiales. Mientras algunos
trabajos apoyan la expresion de pChAT, pero no de cChAT, en las neuronas
de los GRD de roedor (Bellier y Kimura, 2007; Mesnage et al., 2011), otras
observaciones realizadas en el raton indican que la cChAT si esta presente en
dichas células (Matsumoto et al., 2007). Mas aun, algunos de los resultados
reportados serian compatibles con una proporcién reducida de neuronas
pChAT en los GRD (Mesnage et al., 2011), pero otros indican una expresion
prominente de pChAT en estas estructuras (Bellier y Kimura, 2007). Todos
estos hallazgos, al menos, son consistentes con la expresion de pChAT en las
neuronas de los GRD. En los trabajos de Bellier y Kimura (2007) se encontré
gue la pChAT se encuentra en las neuronas de los GRD de la rata exhibiendo
una actividad enzimatica suficiente para suministrar concentraciones
fisiologicas de ACh. Por su parte, Hochman et al. (2010) publicaron que la
pChAT se expresa en axones aferentes primarios que proyectan hacia las
laminas profundas del asta dorsal, un patrén compatible con el de las fibras
aferentes cutdneas de bajo umbral. Por lo tanto, y pese a este debate, es
posible que la pCHAT esté involucrada en la sintesis y liberacion de ACh por

parte de las fibras aferentes mielinizadas.
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Ademas de la acetiltransferasa de colina, las células de los GRD
expresan otras proteinas caracteristicas de las neuronas colinérgicas. Por
ejemplo, el transportador vesicular de ACh (VAChT), una proteina requerida
para el almacenamiento de ACh en vesiculas sinapticas, esta presente en
algunas poblaciones de neuronas sensoriales de la rata, especialmente en
aquellas de tamafio mediano y grande (Tata et al., 2004). También se ha
hallado el ARNm de la proteina transportadora de colina 1 (CTL1) en neuronas
de los GRD de la rata adulta (Traiffort et al., 2005).

Aunque estas investigaciones sugieren que las células de los GRD
pueden sintetizar y almacenar ACh, la liberacion sinaptica de este
neurotransmisor por parte de las fibras aferentes primarias ain no ha sido
demostrada. Una alternativa interesante seria la liberacion extrasinaptica de
ACh por las fibras nerviosas (Abramochkin et al., 2010; Brain, 2010). Tal
mecanismo podria regular de manera toénica la excitabilidad de membranay la
propagacion de espigas actuando a lo largo de los axones y en sus puntos de
ramificacion. Cabe sefialar que la inhibicién presinaptica ejercida sobre puntos
de ramificacion axénica ya ha sido documentada en animales invertebrados
(Cattaert y El Manira, 1999).

2.4.3. Liberacion de ACh por fibras descendentes

En contraste con los sistemas monoaminérgicos descendentes, que
han sido ampliamente descritos (Jones, 1991; Fung et al., 1994; Klein et al.,
2019), existen observaciones que apoyan la ausencia de una inervacion
colinérgica descendente en la médula espinal. Por ejemplo, la actividad de
ChAT en la materia gris de las regiones caudales de la médula espinal cervical
del gato se mantuvo sin cambios después de una seccién realizada en el nivel
cervical superior (Kanazawa et al., 1979). En otro estudio realizado en la rata,
ninguna de las células identificadas con proyecciones bulboespinales fue
reconocida como colinérgica (Sherriff et al., 1991). Estos hallazgos son

consistentes con la nocidon de que la inervacién colinérgica de la médula
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espinal es de origen intrinseco o periférico. Sin embargo, existe una
publicacion relativamente reciente en la que se identificé un grupo de neuronas
colinérgicas localizadas en la region rostral ventrolateral del bulbo raquideo del
ratbn; estas neuronas, curiosamente, emiten proyecciones descendentes
hacia la lamina Il de la médula espinal, sugiriendo una posible participacion

en la modulacion de la informacidn sensorial (Stornetta et al., 2013).

2.4.4. ACh procedente de otras fuentes

Los componentes de los sistemas colinérgicos estdn presentes en
muchas células y tejidos no nerviosos, en donde han sido asociados con
funciones diversas (Kawashima y Fujii, 2008; Fujii et al., 2017). Es posible, por
lo tanto, que la ACh que participa en la modulacion de las fibras aferentes
primarias provenga de diferentes tipos celulares.

La capacidad de la ACh para ejercer sus efectos en sitios que se
encuentran alejados de las sinapsis colinérgicas seria dificil de explicar
mediante la difusién, especialmente por la presencia de colinesterasas en los
fluidos extracelulares, las cuales son enzimas extremadamente eficientes para
degradar ACh. No obstante, hay evidencia que indica que la ChAT, que es
considerada usualmente como una enzima intracelular localizada en las
neuronas colinérgicas, también esta presente en los compartimientos
extracelulares, como el plasma vy el liquido cerebroespinal (Vijayaraghavan et
al., 2013). Por lo tanto, un balance entre la sintesis y la degradacién
extracelulares de ACh podria ser critico para determinar la concentracion de
este transmisor en diferentes compartimientos corporales. Los linfocitos y los
astrocitos podrian ser una fuente importante de esta ChAT extracelular (figura
11) (Vijayaraghavan et al., 2013).
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FIGURA 11. Los linfocitos activados de raton liberan ChAT. Los esplenocitos en estado
inicial (a) o sin estimulacién (b-c) muestran muy poca inmunorreactividad a ChAT. En
contraste, la estimulacion con un anticuerpo especifico (d-e) o, especialmente, con LPS (f-g)
da como resultado una marcada expresion de ChAT en las células. Las mediciones de la
proteina ChAT (h), la actividad de ChAT (i) y la concentracién de colina (j) en el medio de

cultivo indican que las células estimuladas liberaron ChAT (Vijayaraghavan et al., 2013).

En resumen, se desconocen los mecanismos por los que se produce la
activacion de los nAChRs en las terminaciones de las fibras aferentes
primarias o en las interneuronas que median la PAD, asi como los efectos que
tiene dicha activacion sobre la inhibicion o facilitacién presinapticas. A partir
de los antecedentes presentados aqui, resulta necesario explorar mas a fondo
el papel de la ACh y los nAChRs en la modulacién de la excitabilidad de las
fibras aferentes y en los mecanismos que controlan la transmision sinaptica de

las mismas.

37



3. Planteamiento del problema y objetivos

La médula espinal es un centro importante de integracion, en el que la
informacion sensorial procedente de la periferia es modulada mediante
diversos mecanismos presinapticos y postsinapticos. El papel de varios
aminoacidos y monoaminas en la modulacién de la transmision sinaptica de
las fibras aferentes ha recibido atencion en trabajos previos. En este sentido,
no obstante, hace falta informacién sobre la funcién de la ACh y los nAChRs,
en particular en relacién con la transmision sinaptica de las fibras aferentes de

bajo umbral (mielinizadas).

Las fibras aferentes primarias expresan nAChRs y se ha mostrado que
la PAD inducida mediante la estimulacion eléctrica de las fibras sensoriales es
sensible a la administracion de ligandos que tienen como blanco a estos
receptores. Los nNAChRs involucrados en la modulacién de la PAD podrian ser
activados por la ACh procedente de las interneuronas colinérgicas o de las
propias fibras aferentes primarias, y podrian estar presentes en las fibras

aferentes mielinizadas o en las interneuronas que median la PAD.

En el presente trabajo nos hemos propuesto determinar el papel de la
AChy de los nAChRs en la modulacion de la transmision sinaptica de las fibras
aferentes de bajo umbral utilizando como modelo la preparacion in vitro de la

hemimédula espinal del ratén neonato.

Hipotesis
La ACh modula la via neuronal que produce la despolarizacién de las
fiboras aferentes primarias (PAD), a través de la activacion de nAChRs

presentes en las propias fibras aferentes y/o en las interneuronas que median
la PAD.
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Objetivo general

Investigar el papel de la ACh y de los nAChRs en la transmision

sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas, asi como en las vias neuronales

que producen lainhibicién presinptica asociada a la PAD en la médula espinal

aislada del raton.

Objetivos particulares

1.

Determinar el efecto de la ACh y de la nicotina en el componente
monosinaptico de los potenciales extracelulares de campo (EFPSs)
registrados en el asta dorsal y en los potenciales de raiz dorsal (DRPS),
producidos por la estimulacion de las fibras aferentes mielinizadas.
Investigar el efecto de la ACh y de la nicotina en la excitabilidad de las
fibras aferentes mielinizadas.

Examinar el efecto de la nicotina sobre la depresion homosinaptica de
los EFPs evocados por la estimulacion de las aferentes de bajo umbral.
Determinar el efecto de la nicotina sobre la inhibicion presinptica
asociada a la PAD, estimada a partir de la depresién de los EFPs
producidos por la estimulacion condicionante de fibras aferentes
heterénimas.

Investigar el efecto de la nicotina sobre las corrientes postsinapticas
excitadoras (EPSCs) evocadas en interneuronas del asta dorsal por la
estimulacion de las fibras aferentes mielinizadas, asi como sobre las

propiedades pasivas de las neuronas registradas (Rm, Cm Yy ™).
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4. Métodos

4.1. Preparacion de la médula espinal in vitro

Todos los experimentos se realizaron en ratones de la cepa BALB/c de
6 dias postnatales y de sexo indistinto. Para el montaje de la preparacion de
la médula espinal in vitro, los animales se sacrifican y evisceran rapidamente,
conservando el tronco vertebral con parte de las costillas y la musculatura
paravertebral. Luego, la preparacion se transfiere para su disecciéon a una
camara de 150 mL que contiene liquido cefalorraquideo (LCR) artificial a 5 °C,
el cual presenta la siguiente composicibn (mM): sacarosa 230, KCI 3,
NaH2P0O4.H20 1.2, CaCl2.2H20 0.5, MgS0Oa4 10, NaHCO3 25, D-Glucosa 11. El
LCR se burbujea a nivel de saturacién con una mezcla de carbégeno (95% O
+ 5% COg). La region lumbosacra de la médula espinal se expone mediante
una vertebrectomia, manteniendo integras las raices dorsales (RDs) en
continuidad con el nervio ciético (Sci) y sus ramificaciones. Se cortan las raices
ventrales y se efectla una hemiseccién sagital de la médula. Las ramas del
nervio Sci se disecan: tibial (Tib), sural (Su), peroneo superficial (SP) y peroneo
profundo (DP), seccionandolas lo mas distalmente posible. Posteriormente, la
preparacion se transfiere a una camara de registro de 130 mL que se perfunde
a flujo constante (15-20 mL/min) con LCR artificial a 23 °C, el cual tiene la
siguiente composicion (mM): NaCl 125, KCI 2.5, NaH2PO4.H:0 1.25,
CaCl2.2H20 2, MgSO0a4 1, NaHCOs 26, D-Glucosa 25. La solucion de registro
se burbujea continuamente con una mezcla de carbdgeno (95% Oz + 5% CO2)
con el fin de ajustar el pH a 7.4. Durante el experimento, la médula espinal se
mantiene fija mediante el uso de agujas entomoldgicas, con la superficie de la

hemiseccion dispuesta en un angulo de 45°.

4.2. Estimulacion y registro

Estimulacion. Los nervios periféricos (0 las RDs en algunos experi-

mentos) se estimularon de manera monopolar mediante electrodos de succion
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colocados distalmente (figura 12), con el electrodo de referencia (plata)
enrollado alrededor del electrodo de succion. Para la estimulacién, se
aplicaron pulsos cuadrados con una duracion de 0.2 ms, a una frecuencia de
0.1 Hz, y con intensidades iguales o menores que 2 veces el valor umbral (2
xU) de las fibras mas excitables, con lo que se reclutan las fibras de bajo
umbral (las fibras de los grupos | y Il procedentes de los musculos y las fibras

cutaneas AB) (Garcia-Ramirez et al., 2014).

DRPs

Tibial
} N 2 xU
I

=

FIGURA 12. Esquemay fotografias del arreglo experimental de la médula espinal aislada
de ratdon neonato. Se puede observar el electrodo de estimulacion colocado en una region
distal del nervio tibial, el electrodo de registro de DRPs colocado en la porcién proximal de la
RD L4, y el electrodo de registro de EFPs introducido con un angulo de 90° sobre la superficie

de la médula espinal hemiseccionada.
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Registro. Los potenciales de raiz dorsal (DRPSs) se registraron con un
electrodo de succién de = 120 ym de diametro que se coloca sobre la raiz
dorsal L4 (RD La), lo méas proximal posible a la médula espinal. Por su parte,
los potenciales extracelulares de campo (EFPs) se registraron con una
micropipeta que tiene una resistencia de 2-4 MQ y que contiene una mezcla
de NaCl (2 M) y azul de pontamina; la micropipeta se inserta entre los
segmentos espinales Ls3-L4 con un angulo de 90° en relacion con la superficie
hemiseccionada, tomando como referencia el borde de las columnas dorsales

y el canal central (figura 12).

Los EFPs se registraron mediante un amplificador Multiclamp 700B
(Axon Instruments, Molecular Devices). Los DRPs se registraron con
amplificadores acoplados a DC (A-M Systems, filtro pasa bandas DC — 3 KHz).
Las sefales fueron capturadas con el programa pClamp (v 10.2, Axon
Instruments, Molecular Devices) con una frecuencia de muestreo de 20 KHz

para su almacenamiento en una computadora PC y posterior analisis.

4.3. Protocolo para determinar las depresiones homosinapticay
heterosinaptica

Para evaluar la depresion homosinaptica se utiliz6 un protocolo de
pulsos pareados en el que, de manera secuencial: A) se aplica el estimulo de
prueba a la RD L4, B) se aplica el estimulo condicionante a la misma raiz, C)
se aplican ambos estimulos, con un determinado intervalo de tiempo entre
ellos (IEE), y D) se resta el registro obtenido en la condicién B al registro
obtenido en la condicién C, con lo que se obtiene el efecto de la estimulacion
condicionante sobre el estimulo de prueba (figura 13). El procedimiento se
repite varias veces para estimar la depresién homosinaptica de los EFPs con
diferentes IEEs (25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 y 10000 ms). A partir
de los resultados obtenidos se elabora una grafica que muestra el curso

temporal de la depresién homosinaptica de los EFPs.
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FIGURA 13. Protocolo de pulsos pareados para estimar la depresion homosinaptica. El
efecto de la estimulaciéon condicionante sobre el estimulo de prueba se obtiene restando la
condicidén B a la condicién C. La depresion homosinaptica se estima comparando la condicién

C-B con la condicién A.

La depresién heterosinaptica de los EFPs se estim6 de manera similar,
mediante la aplicacién de pulsos pareados con distintos IEEs. Sin embargo,
en este protocolo los estimulos condicionante y de prueba fueron aplicados

mediante electrodos de succion colocados en RDs diferentes (L3 y L4).

4.4. Técnica de Wall

Los cambios en la excitabilidad de las fibras aferentes fueron estudiados
mediante la técnica de Wall. Los potenciales de accién compuestos (PAC)
antidrémicos fueron producidos mediante la microestimulacion intraespinal
(pulsos de 500 ps, a una intensidad submaxima para la generacion de los
PACS) y registrados en la RD L4 con un electrodo de succion. La micropipeta
utilizada para la microestimulacion contenia una mezcla de NacCl (2 M) y azul
de pontamina. La localizacién de las terminaciones intraespinales de las fibras
aferentes fue determinada utilizando como referencia los sitios de registro de
los EFPs con la mayor amplitud. Un incremento en los PACs antidromicos se
interpreta como un aumento en la excitabilidad de las terminales intraespinales
de las fibras aferentes.
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4.5. Control de corriente y voltaje en la configuracion de célula entera
Las micropipetas de registro se elaboraron a partir de capilares de
borosilicato de pared delgada, con un didmetro externo de 1.5 mm (World
Precision Instruments), que fueron estirados en un proceso de dos pasos
(Narishige PC-10). Las micropipetas se llenaron con una solucion para registro
intracelular que tiene la siguiente composicion (en mM): Gluconato de potasio
120, KCI 10, NaCl 10, EGTA 0.20, HEPES 10, ATP 4, GTP 1, QX-314 5
(empleado para inhibir las conductancias rapidas de Na*), ajustando el pH a
7.3 con NaOH. La técnica de registro de control de voltaje y corriente a ciegas
(blind patch) en la modalidad de célula entera (whole cell clamp) se realiz6 a
temperatura ambiente utilizando un amplificador Axoclamp 700B (Molecular
Devices). Para la aplicacion de protocolos de estimulacion y captura de datos
se empled una tarjeta analdgico-digital Digidata 1440A y el software pClamp
10 (Axon Instruments, Molecular Devices). La micropipeta, que tiene una
resistencia de 5-7 MQ, se introduce con un angulo de 90° sobre la superficie
hemiseccionada de la médula espinal en direccion a la zona profunda del asta
dorsal a nivel Ls-L4. Las interneuronas registradas se localizan entre 50 y 150
pm de profundidad, en el area que corresponde al registro de los EFPs de
mayor amplitud. Una vez establecido un sello de alta impedancia (gigasello, >
1GQ), se permite un tiempo de estabilizacién y se procede a la ruptura del
parche mediante la aplicacion de presion negativa. De esta manera, se
registraron las EPSCs provocadas por la estimulacién de la RD Ls4. Los
resultados se analizaron con el programa Clampfit y la estadistica se llevé a

cabo con el programa GraphPad Prism.

4.6. FArmacos

Los farmacos se prepararon en alicuotas a concentraciones altas (1-10
mM) que se almacenaron a -20 °C. Cuando fueron requeridos, se diluyeron en
el LCR artificial de registro para alcanzar las concentraciones deseadas. Los

efectos de los farmacos se determinaron mediante un calculo porcentual de la
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respuesta obtenida tras la accion del farmaco (3-8 min después de su
aplicacion) con respecto al registro control. En algunos casos, se realizaron
registros después de un lavado para evaluar la recuperacion posterior a la

accion del farmaco.
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5. Resultados

5.1. EFPs y DRPs evocados por la estimulacion de las fibras aferentes de
bajo umbral

La figura 14 muestra el potencial de raiz dorsal (DRP) y los potenciales
extracelulares de campo (EFPs) evocados por la estimulacion del nervio tibial
a una intensidad 2 xU (Tib 2 xU), con la cual se reclutan Unicamente fibras
aferentes mielinizadas de bajo umbral (Garcia-Ramirez et al., 2014). ElI DRP
fue registrado en la raiz dorsal (RD) L4 (figura 14A), mientras que los EFPs
fueron registrados a distintas profundidades del segmento espinal L4 (figura
14B) con el fin de determinar la localizacion de las proyecciones intraespinales

de las fibras aferentes de bajo umbral.

Los EFPs son registros poblacionales que reflejan las corrientes
postsinpticas que tienen lugar en las neuronas localizadas cerca de la punta
de la micropipeta de registro. El componente de menor latencia en los EFPs
corresponde a la estimulacion monosinaptica de las interneuronas del asta
dorsal y es consecuencia de la activacion de las fibras aferentes de mayor
velocidad de conduccién. Por su parte, los componentes de mayor latencia se
deben a la activacion de las fibras de menor velocidad de conduccion, asi

como a la activacion de vias oligosinapticas.

Para corroborar que la estimulacion de Tib 2 xU produce la activacion
selectiva de las fibras aferentes mielinizadas, se estimul6 el extremo proximal
de la RD La y se registr6 el potencial de accion compuesto (PAC) propagado
de manera antidromica en el extremo distal de la misma raiz (figura 15). Con
intensidades iguales o menores que 2 xU se registra Unicamente el
componente de mayor velocidad de conduccion, que corresponde a la
activacion de las fibras de los grupos | y Il procedentes de los musculos y las
fibras cutaneas AB. Con una estimulacion de mayor intensidad se consigue el
reclutamiento de componentes de mayor latencia, que se atribuyen a la

activacion de las fibras de los grupos Il y IV y las fibras Ad y C.

46



Tib 2 xU

DRP L,
50 pv |
100 ms
Profundidad
(um)
EFPs L,
0 W
20 W
60 '*‘“\N/w,—w
140 ﬁw_.
| 100 pv

40 ms

FIGURA 14. DRP y EFPs evocados por la estimulacion de las fibras aferentes de bajo
umbral. Panel superior. DRP registrado en la RD La tras la estimulacion del nervio tibial 2 xU.
En este experimento, los DRPs presentaron una amplitud de = 110 yV y un tiempo al pico de
~34 ms. Panel inferior. EFPs registrados a distintas profundidades en el segmento L4 tras la
estimulacién de Tib 2 xU. En este experimento en particular, los EFPs de mayor amplitud se
registraron entre 100 y 140 ym de profundidad. Cada trazo representa el promedio de 6

muestras.

5.2. EFPs y DRPs evocados por la estimulacién del nervio tibial a
diferentes intensidades

La figura 16 muestra los EFPs y DRPs producidos mediante la
estimulacion del nervio tibial a distintas intensidades. La estimulacion con
intensidades graduadas permite observar los efectos que resultan del
reclutamiento secuencial de diferentes tipos de fibras aferentes. Obsérvese
que tanto los EFPs (registrados en el nivel espinal L4 y a la misma profundidad)
como los DRPs (registrados en la RD L4) presentan componentes de diferentes
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latencias. Los componentes de mayor latencia, que aparecen con intensidades
de estimulacién > 2 xU, se atribuyen a la activacion de las fibras aferentes de
alto umbral. Notese también que la amplitud de los diferentes componentes de

los EFPs y DRPs aumenta al incrementar la intensidad de la estimulacion.
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FIGURA 15. Con una intensidad de estimulacion 2 xU se reclutan solamente fibras
aferentes mielinizadas. Después de estimular la regiéon proximal de la RD L4 con una
intensidad 2 xU, se registra Gnicamente el componente de mayor velocidad de conduccién en
la regién distal de dicha raiz. Otros componentes se reclutan con intensidades de estimulacion
mayores. PAC = potencial de accion compuesto, RD = raiz dorsal. Cada trazo representa el
promedio de 24 muestras.

5.3. Efecto de la ACh y la nicotina en los EFPs y DRPs producidos por la

estimulacion de las fibras aferentes de bajo umbral

La figura 17 muestra el efecto de la ACh sobre los EFPs y DRPs

evocados por la estimulacion de las fibras aferentes de bajo umbral del nervio
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tibial. En presencia de neostigmina (20 uM), y ocho minutos después de la
aplicacion de ACh (50 uM), los EFPs y los DRPs mostraron una depresion casi
completa. Este efecto practicamente no se revirtié después de 32 minutos de
lavado. En todos los experimentos con ACh se utilizd neostigmina para

bloquear la acetilcolinesterasa.
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FIGURA 16. EFPs y DRPs producidos mediante la estimulacion del nervio tibial a
diferentes intensidades. A. EFPs registrados en el nivel L4 y a una profundidad de 120 pm
tras la activacion del nervio tibial a intensidades de 1.2, 1.6, 2, 5 y 20 veces el valor de la
intensidad umbral para las fibras mas excitables. B. DRPs registrados en la RD L4 como
resultado de la estimulacién del nervio tibial a las mismas intensidades. Cada trazo representa

el promedio de 6 muestras.

Para investigar si los efectos observados con la administracion de ACh
también pueden ser producidos por la nicotina, se estudio el efecto de esta
ultima sobre los EFPs y DRPs evocados mediante la estimulacion de las fibras

aferentes de bajo umbral del nervio tibial. La figura 18 muestra un experimento
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en el que, cuatro minutos después de la administracién de nicotina (10 yM),
puede apreciarse una depresion en la amplitud de los EFPs, un efecto que fue
parcialmente revertido después de seis minutos de lavado. La figura 19A
resume los efectos de la nicotina sobre los EFPs y DRPs producidos por la
estimulacién de las fibras aferentes de bajo umbral de la RD L4. Obsérvese
que la depresidon de los EFPs en presencia de nicotina también fue
estadisticamente significativa después de la estimulacion de las fibras

aferentes mielinizadas del nervio tibial (figura 19B).

Control

2 min después de neostigmina 20 uM
8 min después de ACh 50 uM

32 min después del lavado

n =5 trazos
Filtro PB = 500 Hz

FIGURA 17. La ACh deprime tanto los EFPs como los DRPs evocados por la
estimulacion de las fibras aferentes de bajo umbral del nervio tibial. EFPs (panel superior)
y DRPs (panel inferior) evocados mediante la estimulacién del nervio tibial (Tib) 2 xU en
condiciones control (negro), a los 2 minutos de la aplicaciéon de neostigmina 20 uM (verde), a
los 8 minutos de la aplicacion posterior de ACh 50 uM (rojo) y a los 32 minutos del lavado
(azul). Cada trazo representa el promedio de 5 muestras. En este experimento, los EFPs
fueron registrados a una profundidad de 120 um.
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Tib 2 xU
Control

4 min después de nicotina 10 pM
6 min después de lavado

100 pv EFP L,
40 ms
| 100 pv
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50 pVv
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n = 11 trazos

FIGURA 18. Efecto de la nicotina sobre los EFPs y DRPs evocados por la estimulacién
de las fibras aferentes de bajo umbral del nervio tibial. EFPs (panel superior) y DRPs
(panel inferior) evocados mediante la estimulacion del nervio tibial (Tib) 2 xU en condiciones
control (negro), a los 4 minutos de la aplicacion de nicotina 10 uM (rojo) y a los 6 minutos del
lavado (azul). Inserto: EFPs desplegados con una mayor velocidad de barrido. Cada trazo
representa el promedio de 11 muestras. En este experimento, los EFPs fueron registrados a
una profundidad de 60 ym.

La reduccién de la amplitud del componente monosinaptico de los EFPs
en presencia de ACh o nicotina indica una disminucion de la transmision
sinaptica entre las fibras aferentes mielinizadas y sus neuronas blanco en la
meédula espinal. Esto mismo explicaria la disminucién observada en la amplitud
de los DRPs, pues la activacion de los circuitos espinales que producen la PAD
se ve afectada si se compromete la transmision sinaptica de las fibras
aferentes. No obstante, la depresion de los DRPs también podria deberse a

una disminucién de la excitabilidad de las interneuronas que median la PAD.
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FIGURA 19. La nicotina reduce los EFPs y DRPs producidos por la estimulacion de las
fibras aferentes. Los EFPs y DRPs producidos por la estimulaciéon de la RD Ls a una
intensidad 2 xU, y los EFPs producidos por la estimulacion del nervio tibial a la misma
intensidad, muestran una depresion estadisticamente significativa en presencia de nicotina.
Aunque la depresion de los DRPs evocados por la estimulacion del nervio tibial no fue
estadisticamente significativa, se observa una tendencia compatible con el efecto depresor de
la nicotina. La magnitud del efecto se determind a partir de la amplitud del componente
monosinaptico (porcentaje con respecto del control) en el caso de los EFPs, y a partir del area
bajo la curva (porcentaje con respecto del control) en el caso de los DRPs. (n.s.) p > 0.05,
*p < 0.05, **p < 0.01, prueba t pareada.

5.4. Potencia de la ACh y la nicotina en la depresion de los EFPs y DRPs

Para determinar la potencia de la ACh y la nicotina en el efecto depresor
de los EFPs y DRPs, se calcularon los valores de ICso correspondientes
aplicando concentraciones crecientes y acumulativas de estas drogas (1 nM,

10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM y 100 uM). En los experimentos efectuados
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(figuras 20 y 21), se aprecia el ajuste a una forma sigmoidea. Las ICso
calculadas se encuentran en el rango nM o uM bajo, lo cual sugiere una alta

afinidad de los ligandos por los receptores involucrados.
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FIGURA 20. La ACh deprime los EFPs y DRPs de manera dependiente de la
concentracion. Curvas concentracion-respuesta del efecto depresor de la ACh sobre los
EFPs y DRPs producidos por la estimulacion de la RD L4 con una intensidad 2 xU (A) y 4 xU
(B). Todos los experimentos se realizaron en presencia de neostigmina 20 yM. En cada

experimento, las mediciones se tomaron de los Ultimos 2 minutos previos a la aplicacion de
una nueva concentracion.
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FIGURA 21. La nicotina deprime los EFPs y DRPs de manera dependiente de la

concentraciéon. A. Curvas concentracion-respuesta del efecto depresor de la nicotina sobre

los EFPs (lado izquierdo) y DRPs (lado derecho) producidos por la estimulacion de la RD L4

(arriba) o del nervio tibial (abajo) con una intensidad 2 xU. B. Curvas concentracion-respuesta

del efecto depresor de la nicotina sobre los EFPs y DRPs producidos por la estimulacion del

nervio tibial a una intensidad de 4 xU. En cada experimento, las mediciones se tomaron de los

Ultimos 2 minutos previos a la aplicacion de una nueva concentracion.

54



5.5. Efecto de la ACh y la nicotina en el potencial DC vy la excitabilidad de
las fibras aferentes de bajo umbral

Con el objetivo de determinar si la ACh y la nicotina modulan la
excitabilidad de las fibras aferentes, se estudi6 el efecto de estas sustancias
sobre el potencial DC registrado en la RD La. Las figuras 22A y 23A muestran
gue ambos farmacos producen un potencial DC negativo (una despolarizacion)
en las fibras aferentes a nivel de la RD L4, lo cual se detecta también con el
electrodo de registro de los EFPs. Es importante remarcar que la ACh y la
nicotina inducen también un incremento de la actividad espontanea registrada
en la RD (figuras 22B y 23B). La despolarizacion inducida por la nicotina en
el potencial DC registrado en la RD L4 tuvo una amplitud promedio de

aproximadamente 100 pV (figura 23C).

A .\

500 v | EFP L,

RD L,

100 pv S min
+
ACh 50 pM Lavado
m Neostigmina 20 yM
B RDL,

FIGURA 22. La ACh produce una despolarizacion sostenida de las fibras aferentes
primarias. A. Potencial extracelular de campo (panel superior) y potencial DC en la RD L4
(panel inferior) registrados de manera continua durante un experimento en condicién control
(negro), después de la aplicacion de neostigmina 20 uM (verde), tras la aplicacion
subsecuente de ACh 50 uM (rojo) y después del lavado (azul). B. Potencial DC en la RD L4

registrado durante las condiciones mostradas en A, pero con una mayor velocidad de barrido.
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FIGURA 23. La nicotina produce una despolarizacién sostenida de las fibras aferentes
primarias. A. Potencial extracelular de campo (panel superior) y potencial DC en la RD L4
(panel inferior) registrados de manera continua durante un experimento en condicién control
(negro), después de la aplicacion de nicotina 10 uM (rojo) y tras el lavado (azul). B. Potencial
DC en la RD Ls4 registrado durante las condiciones mostradas en A, pero con una mayor
velocidad de barrido. C. Magnitud del efecto de la nicotina sobre el potencial DC registrado en
la RD L4. (n.s.) p > 0.05, **p < 0.01. ANOVA de una via, prueba de Dunnett.

De manera interesante, mediante la técnica de Wall, se observé que la
ACh y la nicotina no modifican significativamente la amplitud del componente
de mayor velocidad de conduccién del PAC antidromico producido por la

microestimulacion intraespinal con una intensidad submaxima (figura 24).

5.6. Efecto de la nicotina en la depresién homosinaptica de los EFPs
producida por la estimulacién condicionante de fibras aferentes

homénimas

La inhibicion prolongada producida por la estimulacion condicionante de
fibras aferentes homédnimas se conoce como depresion homosinaptica y tiene
un origen presinaptico (Lev-Tov y Pinco, 1992). La figura 25 muestra los

registros de EFPs obtenidos con el protocolo de pulsos pareados en la
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condicién control para un intervalo de tiempo entre estimulos (IEE) de 50 ms.
Este protocolo se repitio con diferentes IEEs (25, 50, 100, 200, 500, 1000,
2000, 5000 y 10000 ms) con la finalidad de establecer el curso temporal de la
depresion homosinaptica de los EFPs. Los datos obtenidos se utilizaron para
construir la grafica de lafigura 26, en la que puede apreciarse que la depresiéon
homosinaptica de los EFPs es maxima con un IEE de 25 ms, decae

paulatinamente, y se prolonga hasta los 10 s.
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FIGURA 24. La ACh y la nicotina no afectan la amplitud del PAC antidromico producido
por la microestimulacion intraespinal. A. Potencial de accion compuesto (PAC) y potencial
de raiz dorsal (DRP) registrados en la RD L4 después de la microestimulacion intraespinal
aplicada a una intensidad subméxima. Inserto: PAC mostrado con una mayor velocidad de
barrido. B. Efecto de la ACh y la nicotina en la amplitud del PAC registrado en la RD L4 después
de la microestimulacién intraespinal. (n.s.) p > 0.05, prueba t pareada.
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FIGURA 25. Depresion homosinaptica de los EFPs producida por la estimulacion
condicionante de fibras aferentes homénimas, con un IEE de 50 ms. A. EFPs producidos
Unicamente por el estimulo de prueba, aplicado en la RD L4 con una intensidad 2 xU. B. EFPs
producidos Unicamente por el estimulo condicionante, aplicado en la misma raiz y con la
misma intensidad. C. EFPs producidos por la aplicacién del estimulo condicionante y el
estimulo de prueba, con un intervalo de tiempo de 50 ms entre ambos estimulos. Si se resta
el registro obtenido en B al registro obtenido en C se obtiene el efecto del estimulo
condicionante sobre la estimulacioén de prueba (C-B, trazo azul). Al comparar los EFPs de la
condicién C-B con los producidos en la condicion A, se observa una depresion, la cual se
conoce como depresion homosindptica. En el panel derecho de C-B se muestran los registros

con una mayor velocidad de barrido.

Una vez establecido el protocolo para estimar la depresion
homosinaptica de los EFPs en condiciones control, se procedi6é a investigar
los efectos de la nicotina sobre dicha depresién mediante el mismo protocolo

de pulsos pareados, a distintos IEE (figura 27).
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FIGURA 26. Curso temporal de la depresién homosinaptica de los EFPs producida por
la estimulacion condicionante de fibras aferentes homénimas. Curso temporal de la
depresion homosinaptica de los EFPs producidos por la estimulaciéon de la RD L4 a una
intensidad 2 xU en la condicién control. Cada punto representa el promedio + E.E.M. de la
amplitud de los EFPs.
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FIGURA 27. Depresion homosinaptica de los EFPs producida por la estimulacion
condicionante de fibras aferentes homdénimas en presencia de nicotina, con un IEE de

50 ms. Mismo formato que la figura 25. Los registros fueron realizados en presencia de
nicotina (10 puM).
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FIGURA 28. La nicotina no afecta la depresién homosinaptica de los EFPs. Curso
temporal de la depresién homosingptica de los EFPs producidos por la estimulacion de la RD
L4 a una intensidad 2 xU en condicidn control (cuadros negros) y en presencia de nicotina
(circulos rojos). Cada punto representa el promedio £ E.E.M. de la amplitud de los EFPs.
p > 0.05 ANOVA de dos vias, prueba de Bonferroni.

Es importante subrayar que los EFPs mostrados en la figura 27 fueron
producidos en presencia de nicotina, por lo que ya se encuentran deprimidos
por el efecto de la droga. La figura 28 muestra el curso temporal de la
depresion homosinaptica de los EFPs producida en presencia de nicotina,
superpuesta con el de la depresion homosinaptica producida en la condicion
control. La nicotina no produjo un cambio estadisticamente significativo en la

depresion homosinaptica de los EFPs.

5.7. Efecto de la nicotina en la depresion heterosinaptica de los EFPs
producida por la estimulacién condicionante de fibras aferentes
heterénimas

Para determinar si la nicotina modula las interneuronas que constituyen
la via que produce la PAD, se estudio su efecto sobre la depresion de los EFPs
producida por la estimulacion condicionante de fibras aferentes heterénimas.

El protocolo utilizado para estimar la depresion heterosinaptica se llevé a cabo
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de manera similar al de la depresién homosinéptica, mediante la aplicacién de
pulsos pareados, y con diferentes IEEs. Sin embargo, en el protocolo de
depresion heterosinaptica, el estimulo condicionante se aplica en una RD
diferente que el estimulo de prueba, por lo que el efecto depresor del primero
sobre la respuesta al segundo se debe a la produccién de PAD en fibras
aferentes heteronimas (las fibras que producen PAD son diferentes de las que
reciben PAD), quedando excluida de esta manera la intervencion del

fendbmeno de depresion homosinaptica.

La figura 29 muestra el curso temporal de la depresion de los EFPs
producida por la estimulacion de fibras aferentes heterénimas, en la condicién
control y en presencia de nicotina. La nicotina no produjo un cambio
estadisticamente significativo sobre la depresién heterosinaptica de los EFPs
(p > 0.05, ANOVA de dos vias, prueba de Bonferroni). Estos resultados
sugieren gue el efecto depresor de la nicotina sobre los DRPs se debe a la
disminucién de la transmisién sinaptica de las fibras aferentes, pero no a una

modulacion de las interneuronas de los circuitos que producen la PAD.
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FIGURA 29. La nicotina no afecta la depresién heterosingptica de los EFPs. Curso
temporal de la depresién heterosinaptica de los EFPs producidos en condicién control
(cuadros negros) y en presencia de nicotina (circulos rojos). Cada punto representa el
promedio + E.E.M. de la amplitud de los EFPs.
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5.8. Efecto de la nicotina en las corrientes monosinapticas excitadoras
(EPSCs) producidas en neuronas del asta dorsal por la estimulacion de
las fibras aferentes mielinizadas

A continuacion, se procedié a determinar el efecto de la nicotina sobre
las EPSCs monosinapticas evocadas en las neuronas del asta dorsal por la
estimulacién de las fibras aferentes de bajo umbral de la RD La4. Las corrientes
fueron registradas en la modalidad de célula entera con un voltaje de
mantenimiento de -70 mV, utilizando micropipetas que contenian QX-314 para
bloguear los canales rapidos de sodio (corrientes de accién). Los registros se
realizaron en presencia de mefenesina, la cual ha sido utilizada en varias
especies para aislar componentes monosinapticos de la médula espinal
(Wright, 1954; Lev-Tov y Pinco, 1992; Quinlan y Kiehn, 2007, Hochman et al.,
2010; Shreckengost et al., 2010).
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FIGURA 30. La nicotina disminuye las EPSCs monosinapticas producidas en las
interneuronas del asta dorsal mediante la estimulacion de las fibras aferentes de bajo
umbral. Lado izquierdo. EPSCs producidas en una neurona del asta dorsal por la estimulacion
de la RD L4 a una intensidad 2 xU en presencia de mefenesina (negro) y en presencia de
mefenesina y nicotina (rojo). Lado derecho. Efecto de la nicotina sobre la amplitud de las
EPSCs monosinapticas producidas en neuronas del asta dorsal por la estimulacion de RD La

a una intensidad 2 xU. *p < 0.05, prueba t pareada.
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La administracién de nicotina produjo una disminucién estadisticamente
significativa de las EPSCs monosindpticas evocadas por la activacion de las
fibras aferentes de bajo umbral de la RD L4, a aproximadamente un 86.9% del
valor control (figura 30). Este hallazgo refleja una disminucion de la
transmision sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas producida por la
nicotina, la cual coincide con la disminucion de la amplitud de los EFPs
evocados por la estimulacién de Tib 2 xU y de RD L4 2 xU (figuras 18 y 19).
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FIGURA 31. Lanicotinano afectalas propiedades pasivas de membranade las neuronas
del asta dorsal. Efecto de la nicotina sobre la resistencia de membrana (Rm), la capacitancia
(Cm) y la constante de tiempo (1) de las interneuronas del asta dorsal profunda registradas en
la modalidad de célula entera. Tanto las mediciones en la condicion control como las
mediciones bajo el efecto de nicotina se hicieron en presencia de mefenesina (1 mM).

(n.s.) p > 0.05, prueba t pareada.
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5.9. Efecto de la nicotina en las propiedades pasivas de las neuronas del
asta dorsal

A fin de determinar el efecto de la nicotina sobre las propiedades
pasivas de las interneuronas activadas de manera monosinptica por la
estimulacion de las fibras aferentes mielinizadas, se midio la resistencia de
membrana (Rm), la capacitancia de membrana (Cm) y la constante de tiempo
(tr) en las neuronas del asta dorsal profunda registradas en la modalidad de
célula entera en la condicién control y en presencia de nicotina. La figura 31
muestra que ninguna de estas propiedades fue modificada de manera
significativa por la administracién de nicotina, sugiriendo nuevamente que los
efectos de esta droga estan mediados por la activacion de receptores
presinapticos presentes en las fibras aferentes primarias y/o sus
terminaciones, y no por la activacion de receptores postsinapticos presentes

en las interneuronas del asta dorsal.
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6. Discusion
Consideraciones metodoldgicas

En el presente trabajo hemos estudiado el efecto de la ACh y la nicotina
sobre la transmision sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas de bajo
umbral en una preparacion de la médula espinal in vitro del ratdon neonato. En
comparacion con las preparaciones in vivo, nuestro modelo nos ha permitido
tener un control mas preciso de las concentraciones alcanzadas por los
farmacos utilizados. Ademas, en los estudios in vivo podria esperarse que el
uso de anestésicos altere los mecanismos generadores de la PAD (Franks y
Lieb, 1994; Krasowski y Harrison, 2000). Muchos estudios in vivo también se
llevan a cabo en presencia de drogas paralizantes (por ejemplo, la galamina)
gue tienen como blanco a los nAChRs y que podrian por lo tanto afectar el

estudio de la contribucion de los nAChRs.

Con la finalidad de garantizar la estimulacion selectiva de las fibras
aferentes mielinizadas de bajo umbral, se registro el PAC en el extremo distal
de la RD L4 generado por la estimulacién del extremo proximal. Con
intensidades < 2 xU se registrdé unicamente el componente de mayor velocidad
de conduccién (figura 15), lo que permite asegurar que con dichas
intensidades se reclutan solamente las fibras aferentes de bajo umbral, que
corresponden a las fibras de los grupos 1y Il procedentes de los misculos y a
las fibras cutaneas AB. Los componentes Il y IV musculares y Ad y C
cutaneos, que corresponden a las fibras de mayor umbral de activaciéon y
menor velocidad de conduccion, Unicamente se hacen evidentes con

intensidades de estimulacion mayores.

Para activar las fibras aferentes de bajo umbral se estimulé la RD La
completa o bien, el nervio tibial debido a sus dimensiones y a la facilidad de su
diseccion. Sin embargo, estas estructuras son mixtas, ya que contienen fibras
aferentes tanto cutaneas como musculares. Por lo tanto, para determinar si los

efectos de la ACh y la nicotina sobre los EFPs y DRPs dependen del origen o
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del diametro de las fibras, seria necesario realizar experimentos en los que se

estimulen nervios puramente cutdneos o musculares.

Los EFPs registrados a distintas profundidades exhiben diferentes
amplitudes (figura 14B). En los diferentes experimentos realizados, los EFPs
de mayor amplitud sirvieron como referencia electrofisioldgica para identificar
los sitios de las proyecciones intraespinales de las fibras aferentes de interés.
Es importante mencionar que en nuestra preparacion es dificil colocar la
micropipeta con precision en una lamina de Rexed determinada. La amplitud
del componente monosinaptico de los EFPs facilita la localizacion y el registro
de interneuronas que reciben conexiones monosinapticas de las fibras
aferentes de bajo umbral (experimentos de fijacibon de voltaje en la
configuracion de “célula entera”). Los sitios de registro de los EFPs de mayor
amplitud también fueron considerados como referencia para medir la
excitabilidad de las terminales de las fibras aferentes mediante la técnica de
Wall.

Para el andlisis estadistico de los diferentes experimentos realizados se
consideraron datos normalizados. Seria conveniente realizar pruebas
adicionales tomando en cuenta valores absolutos con la finalidad de corroborar
la significancia estadistica de los efectos de la ACh y la nicotina sobre los
EFPs, DRPs, potenciales DC y excitabilidad de las fibras aferentes. En el
mismo sentido, seria importante incrementar el nUmero de experimentos como

una perspectiva a largo plazo.

Participacion de la ACh y los nAChRs en la modulacién de las vias neuronales

gue producen la PAD

La depresion de los EFPs producidos por la estimulaciéon de las fibras
aferentes mielinizadas en el nervio tibial o la RD L4, inducida por la ACh y la
nicotina (figuras 17, 18 y 19), indica una reduccion de la transmision sinaptica

de las fibras aferentes, probablemente por la activacion de nAChRs
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presinapticos. La nicotina ademas produjo una disminucion de las EPSCs
producidas por la activacion monosinaptica de las neuronas del asta dorsal
profunda (figura 30); este hallazgo coincide con la disminucion de los EFPs y
sugiere asimismo una disminucién de la transmision sinaptica entre las fibras

aferentes mielinizadas y sus neuronas blanco en la médula espinal.

La ACh y la nicotina también deprimieron los DRPs registrados
simultdneamente por la activacion de las fibras aferentes de bajo umbral
(figuras 17, 18 y 19). En el presente trabajo hemos aportado evidencia que
indica que la depresion de los DRPs se debe a la reduccion de la transmision
sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas (ya que esto disminuye la
activacion de los circuitos espinales que producen la PAD), y no a la
estimulacién de nAChRs postsinapticos presentes en las interneuronas que
median la PAD. Este concepto es apoyado por nuestros siguientes hallazgos:
1) la nicotina no modifico significativamente la depresiéon de los EFPs
producida por la estimulacion condicionante de fibras aferentes heterénimas
(figura 29), la cual depende de la activacion de las vias neuronales que
producen la PAD; 2) la nicotina no afectd las propiedades pasivas de las
interneuronas del asta dorsal que reciben conexiones monosinapticas de las
fibras aferentes mielinizadas (figura 31). Asi, nuestros resultados sugieren
que la ACh modula la transmision sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas
mediante la activacion de nAChRs presinapticos, localizados en las fibras

aferentes primarias 0 en sus terminaciones intraespinales (figura 32).

Es importante resaltar que los DRPs producidos por la estimulacion de
las aferentes de bajo umbral se bloquean casi completamente con la aplicacion
de bicuculina 20 uM, lo cual sugiere que son generados preponderantemente
por la activacion de receptores GABAA sinapticos (resultados no mostrados).
Se hace necesario evaluar el efecto de antagonistas de los nAChRs para
investigar si existe un componente nicotinico. A este respecto, se ha

demostrado que algunas interneuronas GABAérgicas coliberan ACh (Todd,
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en teoria activaria también a los nAChRs

1991, Mesnage et al., 2011), que

presinapticos.

¢ nAChRs

FIGURA 32. Posible distribucion de los nAChRs que modulan la transmisién sinaptica

de las fibras aferentes mielinizadas. La ACh modula la transmisién sinptica de las fibras

aferentes primarias mediante la estimulacién de nAChRs de localizacién presinéptica. Por otro
lado, nuestros resultados no apoyan una modulacién colinérgica de las interneuronas que

generan la PAD por medio de la activaciéon de nAChRs.

Efectos de la ACh y la nicotina sobre la excitabilidad de las fibras aferentes

primarias
aferentes, registrada como un potencial DC negativo (figuras 22 y 23). Estos
resultados indican una activacion de nAChRs presentes en las fibras aferentes

La ACh y la nicotina indujeron una despolarizacion de las fibras
(el potencial de inversion de la corriente a través de estos receptores es de

aproximadamente 0 mV). No obstante, para demostrar que estos efectos de la
ACh y la nicotina son directos sobre las fibras aferentes seria necesario

bloguear la transmision sinaptica con TTX.
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El efecto de la ACh y de la nicotina sobre la excitabilidad de las fibras
aferentes de bajo umbral se estudié mediante la técnica de Wall. Con base en
la despolarizacion de las fibras aferentes, registrada como un potencial DC
negativo al aplicar ACh y nicotina (figuras 22 y 23), esperdbamos que estas
drogas produjeran una facilitacion del PAC antidromico producido por la
microestimulacion intraespinal. Sin embrago, ni la ACh ni la nicotina
modificaron significativamente la amplitud del PAC (figura 24). Este hallazgo
interesante sugiere que el aumento esperado en la excitabilidad de las fibras
aferentes es contrarrestado por algin otro mecanismo. Como ha sido
estudiado en el caso de la PAD toénica (Loeza-Alcocer et al., 2013), los
mecanismos que generan una despolarizacion sostenida de las fibras
aferentes podrian afectar la conduccion de los potenciales de accién mediante
un cortocircuito de membrana o mediante la inactivacion de los canales idnicos
involucrados en la generacion de los potenciales de accion. Por lo tanto, es
posible que, de manera similar, la activacion de los nAChRs presinapticos
produzca un cortocircuito y/o una inactivacion de canales idnicos que interfiera
con la conduccién de los potenciales de accion en las fibras aferentes. Estos
mecanismos explicarian asimismo la disminucién de la transmision sinaptica

de las fibras aferentes inducida por la ACh y la nicotina.

Los nAChRs no solamente son permeables a Na* y K*, sino también a
otros cationes capaces de cruzar la regién hidrofilica del poro abierto,
incluyendo cationes divalentes (consultese el trabajo de Dani, 2015). Por lo
tanto, la entrada de calcio a través de los nAChRs, con la subsecuente
modulacién de vias intracelulares de sefializacion, no debe descartarse como
un posible mecanismo involucrado en los efectos observados de la ACh y la

nicotina.

Adicionalmente, la nicotina no afect6 significativamente la magnitud de
la depresion de los EFPs producida por la estimulacion condicionante de fibras
aferentes homédnimas (figura 28). Estos resultados indican que la activacion

de nAChRs no modifica la depresion dependiente de frecuencia asociada a
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una reduccion de la disponibilidad de las vesiculas sinapticas presentes en las

terminaciones de las fibras aferentes primarias.

Naturaleza de los receptores involucrados en los efectos de la ACh y la nicotina

Las neuronas de los GRD de roedor expresan una amplia variedad de
las subunidades de los nAChRs (Genzen et al., 2001; Lips et al., 2002;
Haberberger et al., 2004). No obstante, a partir de nuestros resultados, es
dificil establecer las subunidades especificas que constituyen a los nAChRs
implicados en los efectos que hemos observado. Para una combinacion
especifica de subunidades de los nAChRs, las ECso reportadas en sistemas
de expresion heteréloga no necesariamente son las mismas que las que
podrian calcularse a partir de una preparacion como la que hemos utilizado.
No obstante, en el presente trabajo encontramos que la depresién de los EFPs
y DRPs por la ACh y la nicotina ocurre con una potencia alta, ya que las I1Cso
se encuentran en el rango nanomolar o micromolar bajo, lo cual sugiere una

alta afinidad de los ligandos por los receptores involucrados.

Resulta interesante que la depresién maxima de los EFPs y DRPs es
mayor en el caso de la ACh en comparacién con la nicotina; en otras palabras,
la ACh deprime los EFPs y DRPs con una mayor eficacia (figuras 20 y 21).
Esta diferencia podria ser explicada, al menos en parte, por las distintas
afinidades con las que ambos ligandos se unen a los nAChRs involucrados.
Noétese, por ejemplo, que la nicotina deprime los EFPs producidos por la
estimulacién de las fibras aferentes de bajo umbral con una ICso menor que la
ACh (figuras 20 y 21). Una mayor afinidad de la nicotina por los nAChRs
favoreceria la configuracion del receptor en el estado desensibilizado,
contribuyendo a la produccion de una respuesta biolégica menos eficaz. De
acuerdo con esto, se ha mostrado que en diferentes combinaciones de
subunidades de los nAChRs expresados en oocitos de Xenopus sp., la ACh
produce corrientes ionicas con una mayor eficacia pero con una menor

afinidad que la nicotina (Papke et al., 2007).
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La mayor eficacia de la ACh también podria deberse en parte a una
activacion de nAChRs que no son sensibles a la nicotina. Debe tenerse
presente que la sensibilidad de estos receptores ante un ligando determinado
depende de las subunidades que los constituyen. Por otro lado, nuestros
resultados no descartan una posible modulacion colinérgica de la transmision
sinaptica de las fibras aferentes, o de las interneuronas que generan la PAD,

producida por la activacion de receptores muscarinicos.

Resta por efectuar una diseccion farmacoldgica de los efectos de la ACh
y la nicotina sobre los EFPs, DRPs y cambios de DC, asi como sobre las
EPSCs y los EPSPs registrados en interneuronas del asta dorsal, utilizando
diferentes ligandos de los nAChRs, para definir de manera mas especifica las
diferentes subunidades de los nAChRs involucrados en la disminucion de la

transmision sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas.
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7. Conclusiones

En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que la ACh inhibe la
transmision sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas mediante la
activacion de nAChRs presentes a nivel presinaptico, y que las interneuronas
qgue generan la PAD parecen no expresar nAChRs. El efecto inhibidor sobre la
transmision sinptica de las fibras aferentes se debe posiblemente a una
despolarizacion de las mismas, la cual daria lugar a un cortocircuito de
membrana y/o a una inactivacion de los canales ionicos involucrados en la
propagacion del potencial de accion, resultando en una disminucion de la
cantidad de neurotransmisor liberado. En investigaciones futuras, sera
importante establecer el papel fisiolégico de la modulacién de la transmision
sinaptica de las fibras aferentes mielinizadas por la activacion de receptores

nicotinicos.

Perspectivas a largo plazo

e Incrementar el niUmero de experimentos para examinar si los efectos de
la ACh y la nicotina sobre los EFPs, DRPs, potenciales DC vy
excitabilidad de las fibras aferentes son estadisticamente significativos,
asi como para la determinacion de las ICso.

¢ Investigar los efectos de la ACh y la nicotina sobre los EFPs y DRPs
producidos por la estimulacion de nervios puramente cutaneos o
musculares.

e Determinar si la despolarizaciéon producida por la ACh y la nicotina es
directa sobre las fibras aferentes blogueando la transmisién sinaptica
con TTX.

o Determinar los efectos de la ACh y la nicotina sobre las propiedades de

disparo (relacion I-f) de las interneuronas del asta dorsal.
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Efectuar una diseccion farmacologica de los efectos a nivel pre y
postsinaptico mediante la utilizacion de agonistas y antagonistas de las
subunidades de los nAChRs reportadas en la médula espinal.

Explorar si los nAChRs estan tonicamente activos mediante la

aplicacion de diferentes antagonistas.
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