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NEUROTRANSMISORES

P313. QUIMIOSENSIBILIDAD DE LA MEDULA ADRENAL DE LA
RATA

A.J.RICO MARTIN, S.P. FERNANDEZ MARTINEZ, J. PRIETO LLORET, C.
GONZALEZ, R. RIGUAL

DEPARTAMENTODE. BIOQUiMICA YBIOLOGIAMOLECULARY FISIOLOGIA/INSTITU-
TODEBIOLOGIA Y GENETICAMOLECULAR (IBGM). UNIVERSIDAD DEVALLADOLID/
CSIC. VALLADOLID, ESPANA

Lamédulaadrenal (MA) originaun pico plasmdtico de catecolaminas (CA) durante
el parto que es fundamental para la adaptacion extrauterina. En larata neonatal
lasecrecion delaMA ante lahipoxiaesindependiente de lainervacion esplacnica
y desaparece coincidiendo con dicha inervacién (2.* semana postnatal). Sin
embargo, resultados experimentales in vitro han generado incertidumbres sobre
la pérdida de la sensibilidad directa a la hipoxia demostrada in vivo. Tampoco
sabemos si existe respuesta ‘no neurogénica’ frente a hipercapnia /acidosis o
hipoglucemia. Utilizando una preparacion in vitro de MA de rata que permite
registrar la secrecién de CA mediante microamperometria, hemos analizado la
secreciénen MA deratas neonatales (P1-2) y juveniles (P14-15). Observamos que
las MA neonatales responden a la hipoxia secretando CA de forma sensible a
nisoldipina (1 uM). Estarespuesta ‘no neurogénica’ se reduce aun 35% enratas
juvenilesy se pierde en adultas. La MA neonatal también secreta CA frente ala
acidosis-hipercapniay se reduce aun40% en juveniles. La aplicacion simultdnea
de hipoxiay acidosis produce un efecto sinérgico. Lahipoglucemiaestimulala
secrecion de CA en presencia de piruvato (10 mM). Esta respuesta secretora
disminuye enla MA juvenil y se potenciaenormemente por la hipoxia. Nuestros
resultados confirman que larespuesta no neurogénicaen MA se pierde coincidien-
doconlainervaciony demuestranlaexistenciade respuestas no neurogénicas frente
a acidosis-hipercapnia e hipoglucemia que también disminuyen durante el
desarrollo. Los efectos sinérgicos deben ser considerados como causa del pico
plasmatico de CA durante el nacimiento.

P314. PROYECCIONES SIMULTANEAS DE NEURONAS PIRA-
MIDALES DE CORTEZA PREFRONTAL AL AREA TEGMENTAL
VENTRAL Y AL RAFE DORSAL

P.VAZQUEZBORSETTI*, P. CELADA PEDROSA ®, R. CORTES COLOME®,
F. ARTIGAS PEREZP

4 BECARIO DOCTORAL.® INVESTIGADORA PROGRAMA . € INVESTIGADORA CIENTIFICA.
2 PROFESOR DEINVESTIGACION. INSTITUTO DEINVESTIGACIONES BIOMEDICAS DE
BARCELONA. BARCELONA, ESPANA

FINANCIACION: SAF2004-05525

Objetivos.Lacorteza prefrontal medial (CPFm) proyectaal nicleo dorsal del rafe
(RD) Yy al drea tegmental ventral (AT V), modulando la actividad de las neuronas
serotoninérgicas y dopaminérgicas. Las relaciones anatémicas y funcionales entre
estas tres dreas son de interés en enfermedades psiquidtricas (depresion, esquizofre-
nia). Usando técnicas electrofisioldgicas e histoldgicas hemos estudiado si existe
segregacion de las neuronas piramidales que proyectan al RD y el ATV. Métodos.
Registros extracelulares de neuronas piramidales de CPFmen ratas implantadas con
electrodos de estimulacién en ATV y RD. Aplicacién iontoforética de trazadores
retrégrados (subunidad B de la toxina colérica, CTB, y fluoro gold, FG)enRD 'y
ATV.Los animales fueron perfundidos al cabode ~10dias de sobrevida. Serealizaron
cortes coronales de CPFm para su posterior analisis por inmunohistoquimica.
Resultados. Se estimularon secuencialmente el RD y el ATV, registrandose los
correspondientes potenciales antidrémicos en neuronas de CPFm. Las latencias
fueronde 6,6 ms (n=25,ATV)y 13,7 ms (n=23,RD). Seregistraron potenciales
antidrémicos desde ambas dreas en un 60% de las neuronas piramidales registradas.
Un 78% delas neuronas que proyectan al RD también proyectan al ATV y un 72%
de las que proyectan al ATV también proyectan al RD. Los estudios histologicos
muestran la presencia de ambos trazadores en CPFm, observandose neuronas
doblemente marcadas, confirmando los resultados obtenidos mediante técnicas
electrofisiolégicas. Conclusiones. Unaelevadaproporcion de neuronas piramidales
de CPFm proyectan simultdneamente al RD y al ATV, indicando un control
simultdneo de ambos niicleos por la CPFm.
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P315. RECEPTORES DOPAMINA D1 y D2 EN NEURONAS PIRA-
MIDALES EN INTERNEURONAS GABAERGICAS DE CORTEZA
PREFRONTAL DE RATA

N. SANTANA RAMOS, G. MENGOD, F. ARTIGAS

NEUROQUIMICA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS DE BARCELONA
CSIC-IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA

Antecedentesy objetivos.Lacortezaprefrontal (CPF) estdimplicada en gran niimero
de funciones superiores: cognicién, memoria de trabajo, planificacién del compor-
tamiento, etc., y suactividad estd alteradaen miltiples enfermedades psiquidtricas.
Lostipos neuronales mas abundantes son neuronas piramidales de proyeccion y las
interneuronas gabérgicas. La CPFrecibe aferencias de los nicleos aminérgicos del
troncodel encéfalo, entre ellos, el drea tegmental ventral. Las neuronas dopaminér-
gicas mesocorticales modulan la actividad de las neuronas corticales a través de
diversosreceptores, entrelos que destacanlos D1y D2. Estas acciones son complejas
y no seconoce endetalle el substrato celular responsable de las mismas Métodos.
Enel presente trabajo hemos estudiado, mediante latécnica de ladoble hibridacion
in situ, 1a expresion del ARNm de estos receptores en neuronas piramidales y
GABAérgicas, utilizando como marcador especifico de estos tipos celulares el
transportador vesicular de glutamato (vVGLUT1)y la glutamato descarboxilasa,
(GADG65/67), respectivamente. Resultados. Los ARNm de ambos receptores
dopaminérgicos muestranunadistribucionlaminaren CPF, conunamayorabundancia
en capas intermedias y profundas. Ambos ARNm se localizan en dreas cingulada,
prelimbica e infralimbica de 1a CPF medial, asi como en corteza insular, motora y
orbital. Mediante doble hibridacién in situ, se han localizado los ARNm de ambos
subtipos en neuronas piramidales y,en menor proporcion, eninterneuronas gabéricas.
Conclusiones.Lapresenciadereceptores D1 y D2 enneuronas piramidales y gabérgicas
es consistente con la multiplicidad de acciones ejercidas por la DA en CPE.

P316. AUMENTO DE LA ACTIVIDAD DOPAMINERGICA EN LA
CORTEZA PREFRONTAL POR FARMACOS ANTIPSICOTICOS.
PAPEL DE LOS RECEPTORES 5-HT1A CORTICALES

LL. DIAZ MATAIX*, A. BORTOLOZZI*, C. SCORZA*, P. CELADA*, M.
TOTH®, F. ARTIGAS*

4 DEPARTAMENT DENEUROQUIMICA. INSTITUT D’INVESTIGACIONS BIOMEDIQUES
DEBARCELONA CSIC-IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA.® PHARMACOLOGY. WEILLME-
DICALCOLLEGE, CORNELLUNIVERSITY. NUEVA YORK, ESTADOS UNIDOS
Introducciony objetivos. A diferencia de los neurolépticos cldsicos, los antipsic6-
ticos atipicos aumentan laliberacién de dopamina (DA) en corteza prefrontal medial
(CPFm), un efectorelacionado con laaccién procognitivade estos farmacos. Este
aumento parece depender de receptores 5-HT 1A, por lo que hemos examinado su
papel enlamodulacién de laactividad DAérgica, en particular los localizados en
CPFm. Métodos.Registros extracelulares unitarios de neuronas DAérgicas enrata.
Microdidlisis intracerebral en ratas y ratones. Resultados. La administracion de
BAYx3702 (agonista5-HT1A) increment6 laactividad (frecuencia de descargay
porcentaje de rafagas) de neuronas DAérgicas del drea tegmental ventral (ATV) y la
liberacién de DA en CPFm y ATV. Dichos efectos se revirtieron mediante
WAY 100635 (antagonista S-HT 1 A). Enratas sometidas aunatranseccién cortical,
BAYx3702noincrementdlaactividad delas neuronas DAérgicas. Laaplicacién de
BAYx3702(3-10-30 uM) en CPFm produjo un efecto bifasicoenlaliberacién local
de DA que no se observé enratones knockout del receptor 5-HT1A (KO-5-HT1A).
Enpresenciadebicuculina (antagonista GABAA), BAYx3702 redujolaliberacion
de DA atodaslas concentraciones. Clozapinay olanzapina (pero no haloperidol),
aplicados en CPFm aumentaron laliberacién local de DA enratones controles pero
no en ratones KO-5-HT1 A ni en ratas cuando se coperfundieron con bicuculina.
Conclusiones.Laestimulaciéndereceptores 5-HT1A corticales aumentalaactividad
delas neuronas DAérgicas del ATV ylaliberacién de DA en CPFm. Este mecanismo
podria estar implicado en el incremento de DA cortical inducido por farmacos
antipsicoticos atipicos.

P317. ACTIVACION DOPAMINERGICA POR ESTIMULACION
DE RECEPTORES 5-HT2A CORTICALES. MODULACION POR
ANTIPSICOTICOS ATIPICOS

F. ARTIGAS PEREZ, A. BORTOLOZZI, L. DfAZ-MATAIX, C. SCORZA, P.
CELADA

NE UROQUiMICA. INSTITUTD’INVESTIGACIONS BIOMEDIQ UESDEBARCELONA CSIC-
IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA

Antecedentesy objetivos. Los antipsicoticos atipicos presentan mayor afinidad
porreceptores 5S-HT2A que por receptores de dopamina (DA) D2. Las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal medial (CPFm) expresan receptores S-HT2A
y proyectan al drea tegmental ventral (AT V), que contiene las neuronas DAérgicas
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mesocorticales y mesolimbicas. Asi, los receptores 5S-HT2A corticales podrian
afectar indirectamente la transmision dopaminérgica modulando laactividad de
las neuronas de proyeccion al AT V. Métodos. Se han examinado las respuestas
deneuronas dopaminérgicas del ATV alaadministraciénlocal (CPFm)y sistémica
del agonista S-HT2A/2C DOI mediante registros extracelulares unitarios. Se ha
empleado microdidlisis intracerebral en rata para estudiar los cambios en la
liberaciénde DA en CPFmy ATV enrespuestaalaadministracionlocal y sistémica
de farmacos. Resultados. La administracion local (CPFm) y sistémica de DOI
incremento lafrecuenciade disparoenrafagas de neuronas DAérgicasy laliberacion
de DA enATV y en CPFm. Igualmente, laestimulacién eléctricade laCPFm (10-
20Hz)aumentélaliberacion de DA en ATV. Los efectos del DOI fueronrevertidos
porM 100907 y ritanserina. Laaplicacionlocal de clozapinay olanzapinaen CPFm
revirtié el incremento previo de DA inducido por DOI aunque aumentd la
liberacion de DA cuando se administraron s6los. Conclusiones. Los receptores
5-HT2A corticales controlan laactividad de las neuronas DAérgicas del ATV. Los
antipsicoticos atipicos podrian ejercer su efecto terapéutico a través del bloqueo
de dichos receptores corticales, modulando de este modo la actividad de las
neuronas DAérgicas.

P318. RECEPTORES SEROTONINERGICOS 5-HT1A Y 5-HT2A
EN NEURONAS GLUTAMATERGICAS Y GABAERGICAS DE LA
CORTEZA PREFRONTAL HUMANA Y DE MONO

J. DE ALMEIDA*, G. MENGOD ®

ANE UROQUiMI CA. INSTITUTO DEINVESTIGACIONES BIOMEDICA DE BARCELONA.
BARCELONA.® NE UROQUiMICA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS DE
BARCELONA. BARCELONA, ESPANA

FINANCIACION: LAMARATO DETV3

Objetivos. Determinar el porcentaje de neuronas glutamatérgicas e interneuronas
gabérgicas que expresan los receptores serotoninérgicos 5-HT1A y 5-HT2A enla
corteza prefrontal de cerebros humanos y de monos. Material y métodos. Se
utilizaron secciones congeladas de corteza prefrontal humana (n =5) y mono,
Macacafascicularis (n=6).Paralahibridacionin situ se sintetizaron diferentes
oligonucleétidos de DNA de 45 bases complementarias alos mRNA aestudiar,
y se marcaron en su extremo 3’ bien con [33P]a-dATP (receptores 5S-HT 1Ay 5-
HT2A)ocondigoxigeninadUTP (marcadores celulares). El fenotipode las células
glutamatérgicas se determind hibridando con oligonucleétidos marcados con
digoxigenina complementarios almRNA de los transportadores vesiculares del
glutamato (vGIluT1y vGluT2), y el delas células gabérgicas con sondas especificas
de las isoformas GAD65 y GAD67 del enzima responsable de la sintesis del
GABA, descarboxilasa del dcido glutimico. Resultados. El mRNA de los
receptores 5-HT1A y 5-HT2A se encuantra en la mayor parte de las neuronas
glutamatérgicas, mientras que su expresion es muy baja en las interneuronas
gabérgicas, entodas las dreas estudiadas de la corteza prefrontal tanto de humano
como de mono. Conclusiones. La localizacién preferente de los receptores
serotoninérgicos S-HT1A y 5-HT2A en las células glutamatérgicas y no en las
interneuronas gabérgicas de la corteza prefrontal en mono y en humano, aporta
nuevainformacion neuroanatémicatil para determinar el sitio de accion de los
farmacos que se utilizan para el tratamiento de trastornos psiquidtricos tales como
antipsicéticos atipicos o antidepresivos.

P319. CARACTERIZACION DEL EFECTO INHIBITORIO
POSTACTIVATORIO DEL GLUTAMATO EN LAS NEURONAS
DEL LOCUS COERULEUS DE LA RATA

T. ZAMALLOA ECHEVARRIA*, J. PINEDA ORTIZ*, A. VILLARROEL
MUNOZ®

4 FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DEL PAIS VASC O(UPV/EHU). LEIOA.® UNIDAD DE
BIOFISICA. CSIC/UPV. LEIOA. VIZCAYA, ESPANA

Ellocus coeruleus (LC), principal nicleo noradrenérgico del cerebro, contiene gran
densidad de receptores glutamatérgicos. El objetivo del trabajo fue profundizar
en el mecanismo de accion del glutamato en el LC mediante registros extrauni-
celulares enrodajas cerebrales. El glutamato produjo estimulacion seguidade una
inhibicion completa (n = 15) o parcial (n=5) de laactividad neuronal. El bloqueo
dereceptores inhibitorios en el LC (adrenérgicos a,, opioides m, adenosinicos A,
y GABA,) no modificé lainhibicion postactivatoria producida por glutamato.
Tampoco lamodificé el bloqueo de los canales de Na* con TTX, lo que sugiere
que no estd mediada por laliberacion presindptica de neurotransmisores inhibi-
torios. Laaplicacion de los agonistas glutamatérgicos NMDA, kainato o tACPD
(metabotrépico) o lacombinacion de ellos, no indujo inhibicién postactivatoria,
pero la perfusiéon con AMPA o quisqualato (agonistas del receptor AMPA) silo
hizo. En concordancia, el bloqueo del receptor NMDA (D-APS5) no modificé la
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inhibicidn postactivatoria inducida por glutamato, mientras que el bloqueo del
receptor AMPA (CNQX) lo hizo significativamente. Por otra parte, el bloqueo de
las corrientes de K* (TEA) disminuy6 lainhibicion postactivatoria del glutamato,
mientras que la perfusién con un medio bajoen K* aumentd este efecto inhibitorio.
Sinembargo, el bloqueo de distintas corrientes de K* (inhibidores de K, canales
de K*activados por calcio y bomba Na*/K*) no produjo modificaciones de dicha
inhibicion. Por ello concluimos que la inhibicion postactivatoria inducida por
glutamato estd mediada por el receptor AMPA a través de un mecanismo
postsindptico dependiente de K*.

P320. ORCHIDECTOMY INCREASES NEURONAL NITRIC OXIDE
FUNCTION AND METABOLISM IN RAT MESENTERIC ARTERY.
ROLE OF SUPEROXIDE ANION

J. BLANCO-RIVERO, A. SAGREDO RODRIGUEZ, M. D. C. MARTIN
ALONSO, G. BALFAGON CALVO, M. FERRER PARRA

DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA, FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD AUTONO-
MADEMADRID. MADRID, ESPANA

FINANCIACION: FIS (PI020335 Y C03/01) Y DGCYT (BFI2001-1324)

This study examines how endogenous male sex hormones influence neuronal nitric
oxide (NO) release, metabolism and function in rat mesenteric arteries. For this
purpose, endothelium-denuded mesenteric arteries from male (control and orchidec-
tomized) Sprague Dawley rats were used to analyse: (1) the vasomotor response to
electrical field stimulation (EFS); (2) the release of neuronal NO; (3) the vasodilator
response to the NO donor sodium nitroprusside (SNP) and the cGMP analogue, 8Br-
c¢GMP, and (4) the generation of superoxide anion. EFS induced similar frequency-
dependent contraction in arteries from both groups. The NO synthase (NOS)
inhibitor Nw-nitro-L-arginine methyl ester increased EFS-elicited contraction more
in arteries from orquidectomized than control animals, while EFS-induced NO
release was similar. In noradrenaline- (NA) precontracted segments, SNPinduced
avasodilator response which was greater in segments from orchidectomized than
control rats, while that induced by 8Br-cGMP was similar in both groups.
Preincubation with superoxide dismutase (SOD, a superoxide anion scavenger)
enhanced the response to SNP only in segments from orchidectomized rats. The
generation of superoxide anion was greater in segments from orchidectomized than
control rats. Preincubation with diethyldithiocarbamate, a SOD inhibitor, diminis-
hed the response to SNP more in segments from control than orchidectomized rats.
Theseresults indicate thatorchidectomy: (1) does notalter the neuronal NO release
induced by EFS while increases its functional role; (2) increases superoxide anion
formation which in turn enhanced the NO metabolism; and (3) could increase the
SOD expression and/or activity.

P321. LA INGESTA REPETIDA DE ALCOHOL REDUCE EL
EFECTO DEL AGONISTA CANNABINOIDE WIN 55,212-2 SOBRE
LA SINTESIS DE MONOAMINAS EN EL CEREBRO DE LA RATA
IN VIVO

S. ESTEBAN VALDES, D. MORANTA MESQUIDA, J. GARCIA SEVILLA®
LABORATORIO DENEUROFARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DELASISLAS BALEARES
(IUNICS). PALMA DEMALLORCA. MALLORCA, ESPANA

Algunos efectos farmacoldgicos del alcohol parecen estar mediados por el sistema
endocannabinoide. Laexposicion crénica al alcohol aumenta los niveles extrace-
lulares de endocannabinoides, lo que podria serlabase de la desensibilizacién de
receptores cannabinoides. Se analizé el efecto agudo del agonista selectivo de los
receptores cannabinoides, WIN55212-2, sobre la sintesis de monoaminasen el
cerebroderatain vivo, tras administracion repetida de etanol (2 g/kg/dia, 7 dias)
y abstinencia espontdnea (24 h). Se utilizé la acumulacion de DOPA vy 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP) tras inhibicion de ladescarboxilacién (NSD1015, 100
mg/kg, i.p.) como indices de la tasa de sintesis de NA en el locus coeruleus e
hipocampo, dopaminaen el estriado y 5-HT en las tres regiones. DOPA y 5-HTP
fueron cuantificados mediante HPLC condeteccién electroquimica. EIWINS55212-
2 (4mg/kg,i.p.) aumenté laacumulacion de DOPA enel locus (252%, p <0,001)
ehipocampo (64%, p <0,05)yladisminuyéenestriado (42%, p <0,001). También
disminuy6lade S-HTPenellocus (37%, p <0,05), hipocampo (18%, p <0,05)
yestriado (25%, p <0,05). Estos efectos fueron antagonizados por el antagonista
selectivodel receptor cannabinoide CB1 SR141716A. Laadministracién crénica
de etanol no modificé laacumulacion de DOPA en ningunaregion, pero se observo
un aumento de 5-HTP enlocus e hipocampo durante laabstinencia (61%y 29%,
p <0,05, respectivamente). El efecto del WIN55212-2 se vio reducido tras la
administracion crénica de etanol (17-186%, p < 0,05) y abolido durante la
abstinencia, indicando una desensibilizacién del receptor cannabinoide CB 1 en
el cerebro de larata in vivo.
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P322. LOCALIZACION DE LOS TRANSPORTADORES VESI-
CULARES DEL GLUTAMATO VGLUT1 Y 2EN LA VIA AUDITIVA
J. SORIANO *, L. JIMENEZ-DIAZ*, R. LUJAN *, I M. JUIZ ®

4 AREADEHISTOLOGIA.® AREA DE HISTOLOGIA. DPTO DE CIENCIASMEDICAS, FACUL-
TAD DEMEDICINA/UNIVERSIDAD DE CASTILLA-LAMANCHA Y CENTROREGIONALDE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS. ALBACETE, ESPANA

FINANCIACION: MCYT (BFI2003-09147-CO2-02), CONSEJERIA DE CIENCIA Y TECNO-
LOGIA(PAI-03-015) YAYUDAS DELA CONSEJERIA DEEDUCACIONY CIENCIA, JCCM.Y
ELFONDOSOCIALEUROPEO

El glutamatoes el principal neurotransmisor excitatorio del sistemanervioso central,
incluyendola viaauditiva. Laidentificacién de neuronas y sinapsis glutamatérgicas
esimportante paracomprender laorganizacion funcional de los circuitos neurales
implicados en el procesamiento auditivo. Los transportadores vesiculares del
glutamato (VGluTs) son proteinas transmembranade vesiculas sindpticas que se
encargan de concentrar glutamato en suinterior para su posterior liberacién. Sehan
identificadotres VGIuTs: VGIuT1,2y 3, delos cuales VGIuT1 y 2 son especificos
de las sinapsis glutamatérgicas en el animal adulto. Se desconoce el patrén de
localizacion de VGIuT1 y 2 en sinapsis de la via auditiva. Mediante técnicas
inmunohistoquimicas y microscopia dpticaconvencional, confocal y electrénica,
estamosanalizandoel patrénde localizaciénde VGIuT1y 2 enlos principales nicleos
delaviaauditivadel tronco del encéfalo enratas Wistar adultas. Hemos encontrado
que VGIuT1 marca terminales sindpticos excitatorios de los nticleos cocleares,
complejoolivar superior, lemnisco lateral y coliculo inferior. Lainmunoreactividad
de VGIuT2 es mucho mds débil y restringida, localizdndose principalmente en
regiones periféricas, de células pequeiias, de los niicleos cocleares. Lalocalizacion
de VGIuT1 y 2 enbotones sindpticos excitatorios los convierte en buenos predictores
de sinapsis glutamatérgicas. Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que
VGIuT1y2estan presentes en poblaciones sindpticas diferentes, aunque larelevancia
bioldgicade este hecho se desconoce.

P323. LA DEPRIVACION SENSORIAL NO ALTERA LA
DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES AMPA EN NEURONAS
AUDITIVAS CENTRALES

J. R. MARTINEZ GALAN*, E. CAMINOS®, C. VALEC, J.M. JUIZ®

4 AREA DEHISTOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA Y CENTRO REGIONALDEINVESTI-
GACIONES BIOMEDICAS/UNIVERSIDAD DE CASTILLA-LAMANCHA. ALBACETE." AREA
DEHISTOLOGIA. FACULTAD DE MEDICINA Y CENTRO REGIONALDEINVESTIGACIO-
NES BIOMEDICAS/UNIVERSIDAD DE CASTILLA-LA MANCHA. ALBACETE.“ DEPAR-
TAMENTO DE FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DESANTIAGO. LUGO, ESPANA
FINANCIACION: MCYT (BFI2003-09147-C0202), CONSEJERIA DE CIENCIA Y TECNO-
LOGIA (PAI-03-015) Y CONSERJERIA DE SANIDAD (GC-04-006) JCCM

Las conexiones sindpticas excitadoras parecen contribuir a la supervivencia y
mantenimiento de laintegridad neuronal de la neurona postsindptica. El objetivo
deestetrabajo consistié en averiguar siladeprivacion sensorial por ablaciénde la
cocleaafectalaexpresion, distribucion y propiedades iénicas de las subunidades que
conforman el receptor de glutamato de tipo AMPA en las neuronas del niicleo coclear
ventral (NCV). Paraello, se hicieron cocleotomias bilaterales en ratas de 30 dias
postnatalesy se sacrificaron 1 1 dias después. El andlisis inmunocitoquimicoindicd
quenohabiaalteracion enladistribucion de las subunidades Glurl, Glur2/3 y Glur4
trasladesaferentacién delas neuronas del NCV. Los receptores AMPA del NCV estin
formados principalmente por la combinacion de las subunidades Glur3 y Glur4,
presentando una elevada permeabilidad a calcio. Experimentos de captacién de
cobaltoinducida porkainato en rodajas permitieron comprobar que lapermeabilidad
acalciono varfa, almenostras 11 dias delalesion. Western blots de niicleos cocleares
de animales controles y lesionados confirmaron que no hubo cambios en los niveles
de expresion de las subunidades AMPA. Por tltimo, Western blots realizados tras
cocleotomia y sacrificio de los animales 60 dias despues indicaron que la
composiciénde las subunidades se preservabaincluso alargo plazo después de la
lesion. Por tanto, en este sistema, laregulacion de los receptores AMPA parece ser
relativamente independiente del estado de la terminacién presindptica.

P324. MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS NEURONAS
PIRAMIDALES DE CORTEZA PREFRONTAL POR FENCICLI-
DINA Y CLOZAPINA

L. KARGIEMAN , F. ARTIGAS, P. CELADA

NEUROQUIMICA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS DE BARCELONA.
CSIC. IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA

Introducciony objetivos. Existen alteraciones funcionales, celulares y neuroquimi-
casdelacortezaprefrontal (CPF) en pacientes esquizofrénicos. Los antagonistas de
los receptores glutamatérgicos NMDA (e.g., fenciclidina, PCP) se usan como
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modelo farmacolégico de esquizofrenia yaque los farmacos antipsicéticos atipicos
revierten las alteraciones de conducta inducidos por PCP. Hemos estudiado las
acciones de PCP sobre la actividad de las neuronas piramidales de proyeccién en
CPFmderatay suposible reversion por el antipsicético atipico clozapina. Métodos.
Registros extracelulares unitarios de neuronas piramidales de CPFm de proyeccion
arafe dorsal (RD). Estudio del efecto sobre la frecuencia de descarga piramidal.
Estimulacion electrica del RD y efecto en neuronas piramidales de proyeccion
(histogramas de periestimulo). Resultados. Laadministracion de PCP aumenta la
actividad del 56% de neuronas piramidales (total de 34 neuronas), disminuye la
actividad del 26% y nomodificalaactividad enun 18%. Enla poblacién de neuronas
activadas, este aumento fuede 2,4 +0,5Hza7,3+ 1,1 Hz (p <0,01) mientras que
las reducciones fueron desde 5,8 £ 1,5Hza 1,7+0,7 Hz (p<0,01). La clozapina
revirti6 el aumento de actividad de las neuronas piramidales inducido por PCP.
Conclusiones.Lainhibicién de la actividad piramidal inducida por PCP posible-
mente refleja el antagonismo del receptor NMDA en las neuronas piramidales
registradas mientras que los efectos excitatorios (mayoritarios) serfan consecuencia
delbloqueo NMDA enaferenciasinhibitorias alas neuronasregistradas. Lareversion
de este efecto por clozapina sugiere unarelacion con su accion antipsicética.

P325. LA LIBERACION DE GABA EN EL TEGMENTO PONTINO
VENTRAL DEL GATO ESTA MODULADA POR LA ACTIVACION
PRESINAPTICA DE RECEPTORES OPIOIDES MU

M.X. ALVIRA BOTERO*, M. GARZON GARCIA ®

A DEPARTAMENTO DEANATOMIA, HISTOLOGIA YNEUROCIENCIA. FACULTAD DEME-
DICINA; UNIVERSIDADAUTONOMA DEMADRID. MADRID.? DEPARTAMENTO DEANA-
TOMIA, HISTOLOGIA Y NEUROCIENCIA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DEMADRID. MA-
DRID, ESPANA

FINANCIACION: BFI2003-00809(MECD), GR/SAL/0188/2004(CAM)

Laparte ventral del niicleo reticular oral del puente (VRPO) es un nodo crucial de
lared neuronal que desencadenay mantiene el sueio REM, en cuya generacion operan
Ilamativamente mecanismos colinérgicos, pero también participan mediadores
como los opioides y el GABA. La microestimulacién con morfina del vRPO
aumenta el sueio REM, mientras que el GABA lo disminuye. Puesto que tanto la
morfina como el GABA tienen efectos inhibitorios a nivel celular, sus acciones
antagénicas en el sueflo podrian deberse aunadistribucion diferencial de sus sitios
deactivacion. Hemos realizado un estudio inmunohistoquimico ultraestructural de
doble marcaje parareceptor opioide mu(MOR)y GABA enel vRPO del gato para
probaresta hipétesis. Lamayoriade los perfiles gabérgicos fueron axones (n=250;
31%)y terminales ax6nicos (n=521;47%); de los terminales ax6nicos gabérgicos,
35% (n=184) también mostraron inmunorreactividad para MOR, que se localiz6
intracitopldsmicamente (71,5%) y en la membrana plasmatica (28,5%). Los
terminales gabérgicos, independientemente de su expresion de MOR, forman
sinapsis simétricas tanto con dendritas inmunomarcadas con MOR (n=181) como
con dendritas no marcadas (n=104). Lalocalizacion de GABA en dendritas fue
considerablemente menor (n = 248; 23%) que en perfiles axonales. Nuestros
resultados aportan evidenciaultraestructural de que laactivaciéon de MOR en perfiles
gabérgicos del VRPO ocurre principalmente anivel presindptico, sugiriendo que la
liberacién GABA axonal mediada por MOR es un mecanismo fundamental que
explicalos efectos antagénicos que morfinay GABA producen en el suefio REM
al ser aplicados en el VRPO.

P326. REGULACION DE LOS RECEPTORES DE GABAB EN EL
CEREBELO DE RATONES KNOCK-OUT DEL CANAL DE POTA-
SIO GIRK3

R. LUJAN*, C. AGUADO®, C. MARKER €, K. WICKMANE, J.M. JUIZ*

* DEPARTAMENTO CIENCIASMEDICAS.” DEPARTAMENTOCIENCIAS MEDICAS. UNI-
VERSIDAD DE CASTILLA-LAMANCHA. ALBACETE.  DEPARTMENT OF PHARMACOLO-
GY. UNIVERSITY OF MINNESOTA. MINNEAPOLIS, ESTADOS UNIDOS
FINANCIACION: JICC (SAN-04-008-00)

El4cido gammaaminobutirico (GABA), principal neurotransmisor inhibidor del
SNC, media la comunicacion sindptica lenta a través de receptores asociados a
proteinas G, denominados receptores de GABAB. Estaaccion sellevaacabo tras
activacion de canales i6nicos efectores, entre ellos los canales de potasio rectifica-
dores haciadentro tipo GIRK, de los que existen cuatro subuniades (GIRK 1-4). Las
células de Purkinje del cerebelo tienen una altaexpresion de receptores de GABAg
ysoloexpresan lasubunidad GIRK3. Enel presente estudio hemos utilizado técnicas
immunohistoquimicas anivel de microscopia dpticay microscopiaelectrénicade
altaresolucion paraanalizar ladistribucién subcelular delos receptores de GABAg
enel cerebeloy determinar como se modificadicho patrén enratones knockout de
GIRK3. Enel cerebelo de ratones GIRK3 silvestres, lainmunorreactividad para
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GABAg se detectd mayoritariamente a nivel postsindptico, asociada conlas sinapsis
entre las fibras paralelas y las espinas dendriticas de las células de Purkinje, y en
menor frecuenciaanivel presindptico en las terminaciones axdnicas. Por su parte,
enel cerebelodelosratones knockoutde GIRK3, se detecté un aumento significativo
enlaimmunoreactividad anivel presindptico, tanto en el niimero de fibras paralelas
marcadas como en lafrecuenciade marcaje por cada fibra paralela. Asimismo, se
detecté unamenorasociacionde GAB A conlas sinapsis anivel postsindptico. Estos
datos sugieren unaregulacién enlalocalizacién subcelular de los receptores cuando
falta el canal idnico efector que medialarespuesta sindpticade GABAg.

P327. CLONAJE, EXPRESION Y CARACTERIZACION DE UNA
E-NTPDASA RELACIONADA CON UNA SINAPSIS
COLINERGICA

M.MARTINSATUE*,1. GOMEZDE ARANDA ®, A. FELIPE ¢, A.ESCALADA®,
J. MARSALB, J. BLASI®, C. SOLSONA®

A DEPT. PATOLOGIAITERAPEUTICA EXPERIMENTAL. FACULTAD DEMEDICINA (CAM-
PUSBELLVITGE). HOSPITALET DE LLOBREGAT (BARCELONA).® DEPT. PATOLOGIAT
TERAPEUTICA EXPERIMENTAL. FACULTAD DEMEDICINA (BELLVITGE). HOSPITALET
DELLOBREGAT(BARCELONA).€ DEPT. BIOQUfMICA YBIOLOGIAMOLECULAR. FACUL-
TAD DEBIOLOGIA. BARCELONA, ESPANA

Tanto el ATP como los productos de su hidrélisis, ADP, AMP y adenosina,
desempeiian un importante papel fisiologico. Los niveles de ATP extracelular
resultan del balance entre su liberacion por parte de las células y su degradacion
mediante enzimas especificos que actian extracelularmente como las E-NTPDasas
(ectonucledtido trifosfato difosfohidrolasas). Se trata de enzimas ampliamente
distribuidos con un destacado papel en procesos normales y patolégicos, porlo cual
existe uninterés creciente en identificar tanto nuevas E-NTPDasas, y variantes de
uso terapéutico, como nuevos inhibidores de esta actividad. Uno de los modelos
utilizados en nuestros estudios es el Grganoeléctricode los peces Torpedo marmorata,
estructuracolinérgicaresponsable de las descargas eléctricas de este género. Se trata
de una agrupacién de electroplacas poliinervadas que corresponden a fibras
musculares modificadas, de manera que se despolarizan sin contraerse. Se sabe que
ladescargaeléctrica siempre vaacompaiada de unaliberacién de ATPy también se
ha descrito actividad E-NTPDasa en sinaptosomas de 6rgano eléctrico. Hemos
clonadolasecuenciacompletadel cDNA de unaE-NTPDasade 6rganoeléctricode
Torpedo. Se trata de de 1506 pb que codifican para una proteina de 502 aa cuya
prediccion tedrica identifica dos segmentos transmembrana, dos cortas colas
citoplasmaticas y un gran bucle extracelular con 5 regiones de actividad apirasa
altamente conservadasentre otras especies. Enel presente trabajo también mostramos
estudios de expresion génica tanto en 6rgano eléctrico como en otros tejidos de
Torpedoasicomolacaracterizacién dela proteinarecombinante expresadaen células
de mamifero.

P328. ESTUDIO DE LA ESTIMULACION DE RECEPTORES
GLUTAMATERGICOS AMPA EN EL NUCLEO ACCUMBENS
SOBRE LA LIBERACION DE DOPAMINA Y ACETILCOLINA, Y
SOBRE LA ACTIVIDAD MOTORA: EFECTOS DEL ENRIQUECI-
MIENTO AMBIENTAL

M. DE BLAS, P. GARRIDO, G. SEGOVIA, A. DEL ARCO, F. MORA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. FACULTAD DEMEDI CINA, UNIVERSIDAD COMPLU-
TENSEDEMADRID. MADRID, ESPANA

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los efectos del enriquecimiento
ambiental sobre larespuesta de los neurotransmisores dopaminay acetilcolinaa
la perfusién local del agonista glutamatérgico AMPA en el niicleo accumbens
(ACC), y sobrelaactividad motoraespontanea. Se utilizaron ratas Wistar macho
adultas que se mantuvieron durante 3 meses en condiciones control o de
enriquecimiento ambiental (10-12 animales enjaulas de 120x100x60 con tuberfas,
juguetes y ruedas de ejercicio). A los animales se les implantd un sistema de canulas
gufaparalainsercién de cdnulas de microdidlisis en ACC. Seis-siete dfas tras la
cirugfa, se realizaron experimentos de microdidlisis en los que se determind la
concentracion extracelular de dopaminay acetilcolina mediante HPLC acoplada
adeteccién electroquimica. Laactividad locomotora se evalud en dispositivos de
campo abierto y en actimetros acoplados al sistema de microdiélisis. La perfusion
de AMPA (100 uM) increment6 la concentracion de dopamina (60%) en el ACC
de animales controles pero no de animales mantenidos en enriquecimiento
ambiental. La perfusion de AMPA no modific6 la concentracion de acetilcolina
enninguno de los dos grupos experimentales. La perfusién de AMPA en el ACC
incrementd la actividad motora espontanea, aunque no se encontraron diferencias
significativas entre los dos grupos experimentales. Los animales en condiciones
de enriquecimiento mostraron menor actividad locomotora (3250 +270 cm) que
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los animales controles (4562 + 500 cm) en el campo abierto. Estos resultados
sugieren que el enriquecimiento ambiental modifica la interaccion glutamato-
dopamina en el ACC y la actividad locomotora espontdnea de la rata.

P329. EFECTO DE LA ADMINISTRACION PERINATAL DE CA-
FEINA SOBRE LOS RECEPTORES ADENOSINERGICOS Al EN
EL CEREBRO DE LA RATA

S. P. GAYTAN GUIA®, F. SAADANI-MAKKI®, L. BODINEAU®C, A.
FRUGIERE®, R. PASARO DIONISIO*

A DEPARTAMENTO FISIOLOGIA Y ZOOLOGIA. UNIVERSIDAD DE SEVILLA. SEVILLA.
L ABORATOIREENVIRONNEMENT TOXIQUE PERINATALETADAPTATIONS PHYSIOLO-
GIQUES ET COMPORTEMENTALES. UNIVERSITE PICARDIE JULES VERNE. AMIENS,
FRANCIA. ° LABORATOIRE ENVIRONNEMENT TOXIQUE PERINATALETADAPTATIONS
PHYSIOLOGIQUES ET COMPORTEMENTALES. UNVERSITE PICARDIE JULES VERNE.
AMIENS, FRANCIA

FINANCIACION: CONLAAYUDA DELM.C.Y.T. D.G.I. BFI2002-02055

Lacafeina (unametilxantina) se utilizacomoterapiaenel tratamiento de laapneadel
neonato; ya que su administracién regulariza el ritmo respiratorio. El objetivo del
presente trabajo ha sido determinarel efecto de laexposicion perinatal acafeina, en
larata, sobre la expresion de los receptores adenosinérgicos A1, como mecanismo
subyacente al efecto observado en clinica. Paraello, tras el nacimiento, las crias se
alimentaron durante los dias postnatales 2 a6, divididas en dos grupos, uno condosis
terapéuticas de cafeinadisueltaen glucosa (vehiculo) y otro s6lo con vehiculo (0,05
mL/10 g de peso corporal). La manipulacién de los animales se llevé a cabo segtin
la normativa europea (Real Decreto 223/1998, de 24-11-1986). Los animales se
sacrificarondesdeel dia postnatal P2 hastaP2 1. Paraladeteccion inmunohistoquimica
delosreceptores A1 seemplearon los anticuerpos siguientes: primario (policlonal de
cabra, Santa-CruzB 1/500)y secundario (policlonal de burro anticabraconjugadocon
fluoresceina, Santa-Cruz B 1/500). Al final del tratamiento (P6) se increment? el
nimerodereceptores adenosinérgicos A1 enlos animales tratados con cafeina, enel
nticleo parabraquial medial y bulbo ventrolateral, dreas conocidas por suimplicacion
enel controly modulaciéndelafunciénrespiratoria. Este hechopodriaestarrelacionado
conlamejoriadelas condiciones respiratorias de los neonatos tratados con cafeina.

P330. ESTUDIO DE LA FUNCION DE LOS RECEPTORES D1
DOPAMINERGICOS EN LA CORTEZA PREFRONTAL: EFECTOS
DEL ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL Y LA RESTRICCION
CALORICA

A. DEL ARCO, G. SEGOVIA, P. GARRIDO, M. DE BLAS, F. MORA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. FACULTAD DEMEDI CINA, UNIVERSIDAD COMPLU-
TENSEDEMADRID. MADRID, ESPANA

El objetivo de este estudio fue investigar si el enriquecimiento ambiental y la
restriccion caldrica modifican los efectos de la estimulacion local de receptores
dopaminérgicos D1 enlacorteza prefrontal (CP) sobre laliberacion de acetilcolina,
glutamato y GABA, y sobre la actividad motora esponténea. Se utilizaron ratas
Wistar macho adultas que se mantuvieron durante 3 meses en condiciones control,
de enriquecimiento ambiental (10-12 animales en jaulas de 120x100x60 con
tuberias, juguetes y ruedas de ejercicio) oderestriccion caldrica (40%). A los animales
se les implanté un sistema de cdnulas guia para la insercion de cdnulas de
microdidlisis enla CP. Seis-siete dias tras la cirugia, se realizaron experimentos de
microdidlisis enlos que se determiné laconcentracion de acetilcolina, glutamato
y GABA mediante HPLC acoplada adetecciénelectroquimicay fluorométrica. La
actividad locomotora se evalud en actimetros acoplados al sistema de microdiélisis.
La perfusion del agonista D1 SKF 38393 (50 uM) en la CP incrementd las
concentraciones extracelulares de acetilcolina, perono de glutamatoy GABA, y la
actividad motora espontdnea en los tres grupos estudiados. Los incrementos de
acetilcolinay de actividad motora fueron significativamente menores en el grupo
de ratas mantenido en enriquecimiento ambiental comparado con el grupo control
yenrestriccién caldrica. Estos resultados sugieren que el enriquecimiento ambiental
produce cambios en la funcion de los receptores D1 en la CP. Este trabajo forma
partedeunestudio que pretende investigarel efecto de estasintervenciones alolargo
del proceso de envejecimiento de larata.
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P331. EFECTOS DEL ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL Y LA
RESTRICCION CALORICA SOBRE LA LIBERACION ESTIMU-
LADA DE NEUROTRANSMISORES Y LOS NIVELES DE BDNF EN
LA CORTEZA PREFRONTAL Y EL NUCLEO ACCUMBENS

G. SEGOVIA, A. DEL ARCO, M. DE BLAS, P. GARRIDO, F. MORA
DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA. FAC ULTAD DEMEDICINA, UNIVERSIDAD COMPLU-
TENSE DEMADRID. MADRID, ESPANA

Elobjetivodel presente trabajo fue estudiarlos efectos del enriquecimiento ambiental
y la restriccion caldrica sobre la liberacion estimulada por K* de dopamina,
acetilcolinay GABA, y sobre los niveles de BDNF, en el niicleo accumbens (ACC)
ylacorteza prefrontal (CP) de larata. Se utilizaron ratas Wistar macho adultas que
se mantuvieron durante 3 meses en condiciones control, de enriquecimiento
ambiental (10-12 animales en jaulas de 120x100x60 con tuberias, juguetes y ruedas
deejercicio) oderestriccion caldrica (40%). A un grupo de animales se les implantd
un sistemade cdnulas guia paralainsercion de canulas de microdialisisen ACCy
CP. Seis-siete dias tras la cirugia, se realizaron experimentos de microdidlisis en
los que se determind laconcentracion de dopamina, acetilcolinay GABA mediante
HPLC acoplada adeteccion electroquimicay fluorométrica. Unsegundo grupo de
animales se utilizé parael andlisis de laconcentracién de BDNF mediante ELISA
enmuestras de tejidode ACC, CP e hipocampo. El enriquecimiento ambiental, pero
no larestriccion calérica, modificé los incrementos de dopamina y acetilcolina
inducidos por la perfusion de K* (100 mM) en ACC y CP. Las concentraciones de
BDNFenhipocampo, peronoen ACCy CP, fueron mayores en animales mantenidos
encondiciones deenriquecimiento ambiental y restriccion caldrica. Estos resultados
sugieren que el enriquecimiento ambiental producen cambios neuroquimicos en
ACCy CP.Estetrabajo forma parte de un estudio que pretende investigar el efecto
de estas intervenciones alo largo del proceso de envejecimiento.

P332. EFECTOS NEUROTOXICOS DEL 34-METILENDIOXIME-
TANFETAMINA (MDMA, ‘EXTASIS’) SOBRE LA PROYECCION
DE LAS FIBRAS SEROTONERGICAS EN EL SISTEMA LIMBICO
DE LA RATA

J. MARTINEZ-RUIZ*, M. HERNANDEZ-SANSALVADOR®, M.D.M.
ARROYO-JIMENEZ", E. ARTACHO-PERULA*, P. MARCOS®, A.
MARTINEZ-MARCOS*, J. DEL RIO, R. INSAUSTI*

ALABORATORIO DENEUROANATOMIA HUMANA.* LABORATORIO DEFARMACOLOGIA.
©FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. ALBACETE, ESPANA

Laadministraciéon de MDMA produce dafios a cortoy medio plazo sobre el sistema
serotonérgicoendiferentes regiones del cerebro. Utilizando dos cepas de ratas, Wistar
(W)yDark Agouti (DA), mostramos el grado de denervacion serotonérgicaque se
produce alasemanay al mes tras laadministracion de MDMA. Ladosis empleada
fue de 15mg/kg (3 dosis cada dos horas por via intraperitoneal). Las series
experimentales se dividieron en tres grupos: controles (W, n =7; DA, n=9),
inyectadascon MDMA y conunasupervivenciade unasemana (W, n=5; DA, n=11),
einyectadas y supervivencia de un mes (W, n =5; DA, n = 13). Tras fijacion por
perfusion, se prepararon series de 50 UM de forma que las secciones se procesaron
paraevaluacion citoarquitectonica (técnicade Nissl) einmunocitoquimica (anticuer-
pofrente aserotonina). Enambos grupos control ladistribucion inmunocitoquimica
esampliay difusaentodaslas regiones. En animales tratados con MDMA, se refleja
unamarcadareducciénenladensidad de los axones serotonérgicos en hipocampo
y también en neocértex, amigdala y accumbens. La disminucion del patrén
inmunocitoquimico es cualitativamente visible en todas las regiones estudiadas tras
unasemanade administracién. Almes ladisminuciéndel patron de inmunorreaccion
afectaen particular al stratum radiatumy lacapa polimérfica del giro dentado en
el hipocampo de ratas W. Nuestro modelo muestrano sélo el efecto que el MDMA
tiene sobre las proyecciones serotonérgicas en areas limbicas sino también que
existen cepas como la Wistar mds sensibles al tratamiento.

P333. DISTRIBUCION DE OXIDO NITRICO EN LA AMIGDALA
MEDIAL DE LA RATA Y VARIACIONES DEPENDIENTES DEL
CICLO HORMONAL

B. CARRILLO URBANO*, H. PINOS ®, G.C. PANZICA €, A. GUILLAMON®,
P. COLLADO®

A PSICOBIOLOGIA. FACULTAD DE PSICOLOGIA. UNED. MADRID.? PSICOBIOLOGIA.
UNED. MADRID. € ANA TOMiA, FARMACOLOGIA YMEDICINA LEGAL. UNIVERSIDAD DE
TURIN. TURIN, ITALIA

Introduccion. El16xidonitrico (ON) es un nuevo neurotransmisor capaz de atravesar
congran versatilidad las membranas celulares. EION es importante parael desarrollo
y mantenimiento de conductas reproductoras y, suexpresion, parece estar regulada
porelestradiol. Laparticipacion delaamigdala medial (AM) enlaexpresionde estas
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conductas y la presenciade ON en laAM, nos ha conducido a estudiar la posible
interaccion entre los niveles de estradiol y ladistribucién de este neurotransmisor
en esta estructura. Objetivo. Estudio de la distribucién del ON en las cuatro
subdivisiones delaAM (anteroventral/anterodorsal/posteroventral/posterodorsal),
asicomolaposible influenciadel estradiol enlaactividad nitrérgicaen la subdivision
que presentamayoractividad de este neurotransmisor, laAM-anteroventral. Material
ymétodos.Seemplearon tres grupos experimentales con 6 sujetos cadauno (machos,
hembras en estro y hembras en diestro). Para detectar la presencia de actividad
nitrérgicaenel cerebro, serealizé un estudio histoquimico paralaNADHP-diaforasa
e inmunohistoquimico para la 6xido nitrico sintetasa. Resultados. Los datos
indicaron unadistribucién de ON diferente en las cuatro subdivisiones de laAM,
las zonas ventrales con mayor presenciade ON. Se distinguié la presencia de dos
subpoblaciones de células nitrergicas en funcion de suintensidad de marcaje. Lamas
intensamente tefiida increment6 en la AM-anteroventral de la hembra en estro.
Conclusion. Posible modulacién del estradiol sobre laactividad del ON'y posible
implicacion del sistema nitrérgico en las conductas reproductoras que controlala
AM-anteroventral.

P334. CORTEZA PREFRONTAL, ESTRES Y ENRIQUECIMIENTO
AMBIENTAL: ESTUDIOS SOBRE LA LIBERACION DE DOPA-
MINA, ACETILCOLINA Y MEMORIA DE TRABAJO

P. GARRIDO, M. DE BLAS, A. DEL ARCO, G. SEGOVIA, F. MORA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA, UNIVERSIDAD COMPLU-
TENSEDEMADRID. MADRID, ESPANA

El objetivo del presente estudio fue investigar si el enriquecimiento ambiental
modificael efecto del estrés moderado sobre la liberacién de los neurotransmisores
dopamina, acetilcolina, glutamatoy GABA enla corteza prefrontal (CP), y sobre
lamemoriade trabajo. Se utilizaron ratas Wistar macho adultas que se mantuvieron
durante 3 meses en condiciones control o de enriquecimiento ambiental (10-12
animales enjaulas de 120x 100x60 con tuberias, juguetes y ruedas de ejercicio). La
memoriade trabajo se evalud por medio de un test de alternanciaen el laberintoen
formadeT. Alosanimales selesimplantd un sistemade canulas gufa paralainsercion
de canulas de microdidlisis en la CP. Seis-siete dias tras la cirugfa, se realizaron
experimentos de microdidlisis enlos que se determiné laconcentracion de dopamina,
acetilcolina, glutamato y GAB A mediante HPLC acopladaa deteccion electroqui-
micay fluorométrica. El estrés moderado (10 min en campo abierto) redujo latasa
deaciertos enellaberinto en formade T, pero estadisminucion no fue diferente entre
ratas enambiente enriquecido y controles. El estrés (40 min restricciéon moderada
del movimiento) incrementd significativamente las concentraciones de dopamina
yacetilcolinaenla CP delos dos grupos estudiados. Los incrementos de acetilcolina,
aunque nolos de dopamina, producidos por estrés fueron significativamente menores
enlasratas de ambiente enriquecido (20%) comparado conlas ratas controles (45%).
Estos resultados sugieren que el enriquecimiento ambiental produce cambios enel
sistema acetilcolinérgico en la CP en respuesta al estrés.

P335. MODULACION DE LOS RECEPTORES SIGMA1 DE
CEREBRO DE COBAYA POR EL TRATAMIENTO CRONICO
CON COCAINA

E.J.COBOS DELMORAL A, F.NIETO LOPEZ®, ].M. BAEYENS CABRERA €,
M.E. DEL POZO GAVILAN®

A INSTITUTO DENEUROCIENCIAS. FACULTAD DEMEDICINA. € INSTITUTO DENEURO-
CIENCIAS Y DPTO FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DE GRANADA. GRANADA.
B INSTITUTO DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD DE GRANADA. GRANADA, ESPANA

Losreceptores sigmal han sido descritos en fraccién sinaptosomal de cerebro de
cobaya[1]. Cocainapresentaafinidad porreceptores sigmal cerebrales. Los objetivos
deeste trabajo han sido: caracterizar la fijacién especificade [3H](+)pentazocina
(ligando especifico sigmal) en fraccion nuclear, sinaptosomal y microsomal de
cerebro de cobaya, y estudiar si el tratamiento crénico con cocaina afecta dicha
fijacion. Se han utilizado cobayas machos tratados con cocaina (15 mg/kg/12
horas,i.p.) durante 21 dias (grupos a/b) o con su solvente (grupo c). Se extrajo el

Tabla P335. Experimentos de saturacion en fraccion P2

Ko (NM) Brmax (pmol/mg proteina)
Control(c) 5,87 + 0,61 1,48 + 0,05
Cocainal(a) 3,84 + 0,08 2,33 + 0,01
Cocaina(b) 4,44 + 0,27 2,08 + 0,03

p < 0,01 respecto a (c)
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cerebro y se aislaron las fracciones 12 h (grupo a) y 60 h (grupo b) después de la
ultimainyeccion de cocaina. Los estudios de fijacién con [3H](+)pentazocina se
realizaron segtn el protocolo descrito [ 1]. En ensayos de saturacién con animales
controles se observo unatnica poblaciéndereceptores sigmal entodaslas fracciones.
El tratamiento con cocaina produjo unincremento del niimero de receptores sigmal
en fraccion sinaptosomal. [1] Cobos et al, Synapse 2005.

P336. EL DOBLE PAPEL DE LA PROTEINA RIC-3 EN EL TRANS-
PORTE DE RECEPTORES NICOTINICOS Y SEROTONINER-
GICOS

M. CASTILLO PATERNA, J. MULET, L.M. GUTIERREZ, J.A. ORTIZ,
F. CASTELAN, S. GERBER, S. SALA, M. CRIADO
NEUROBIOLOGIAMOLECULAR. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. UNI-
VERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ-CSIC. SANJUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

El gen RIC-3 es necesario para la maduracién de los receptores nicotinicos de
acetilcolina en Caenorhabditis elegans. Suhomdlogo humano RIC-3 (hRIC-3)
incrementa la expresion de receptores nicotinicos de acelticolina (nAChR) del
subtipo alfa7 en oocitos de Xenopus laevis, mientras que inhibe por completo la
expresion de receptores nicotinicos tipo alfadbeta2 y homoméricos de serotonina
SHT3.Tantolaregion N-terminal de la proteinahRIC-3, que contiene dos segmentos
transmembrana, como laregion C-terminal son necesarias paraque se llevenacabo
estos efectos diferenciales. Lainhibicién delaexpresion delos receptores por hRIC-
3 se produce impidiendo el transporte de receptores maduros a la membrana.
Mediante la utilizacion de diferentes quimeras constituidas por el extremo N-
terminal de la subunidad alfa7 y el C-terminal del receptor de serotonina SHT3, se
determind quela presenciade unaisoleucinaextracelular cercanaal primer segmento
transmembranadel receptor es laresponsable delainhibicion del transporte inducido
porhRIC-3. Elincremento en laexpresion de los receptores tipo alfa7 se produce
almenosendosniveles: porunlado se produce unaumentoenel niimero dereceptores
maduros y por otro lado se facilita su transporte hacia la membrana. En ambos
procesos, se ha visto que estan implicados ciertos aminodcidos de lahélice anfipdtica
presente en el lazo citopldsmico de la subunidad alfa7.

P337. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL SISTEMA CO-
LINERGICO TELENCEFALICO BASAL EN LOS ANFIBIOS
ANUROS

A.GONZALEZ*, C. SANCHEZ-CAMACHO ®, J]. M. LOPEZ ¢, N. MORENO€,
R. MORONA €, L. DOMINGUEZ €

A DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR. FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE. MADRID.® INSTITUTO CAJAL. CSIC. MADRID.  DEPARTAMENTO DE
BIOLOGIA CELULAR. FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE. MA-
DRID, ESPANA

Laorganizaciondel sistemacolinérgicoenel telencéfalo basal (BFCS) de los anuros
se ha estudiado mediante inmunohistoquimica para la enzima colina acetil-
transferasa (ChAT). EI BFCS se revel como un complejo formado por neuronas
que se extienden en labanda diagonal, el nicleo medial del septo, el niicleo lecho
de laestria terminal y regiones del palido. También se marcaron abundante fibras
alrededor de los somas neuronales. La combinacién de técnicas de transporte
retrégrado con dextranaminas e inmunodeteccion de ChAT reveld conexiones
colinérgicasintraseptales e intra-BFCS. Ademads se demostrd laexistenciade una
proyeccion colinérgica extraseptal al BFCS con origen en el niicleo tegmental
laterodorsal en el istmo. La posible influencia de aferencias monoaminérgicas en
el BFCS se examiné combinando inmunohistoquimica para ChAT y tirosina
hidroxilasay serotonin. Los resultados demostraron que abundantes fibras cateco-
laminérgicas inervaban el BFCS, con laexcepcion del niicleo medial del septo. La
inervacionserotoninérgicaen el BFCS se observé muy extendida, aunque con menor
intensidad en el extremo caudal. Considerando de forma conjunta todos los datos
sobre la localizacion de las neuronas colinérgicas en el télencefalo basal y sus
relaciones con aferencias colinérgicas, catecolaminérgicas y serotoninérgicas se ha
demostrado que el complejo BFCS de los anuros comparte muchas caracteristicas
con los amniotas y, en particular, con los mamiferos.
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P338. DISTINTOS MECANISMOS IMPLICADOS EN LA SENSI-
BILIDAD AL FRIO EN NEURONAS DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL Y PERIFERICO

E. DE LA PENA GARCIA*, A. MALKIA®, H. CABEDO®, R. GALLEGO
FERNANDEZ?®, C. BELMONTE MARTINEZ?, F. VIANA DE LA IGLESIA®
A INSTITUTO DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ. INSTITUTO
DENEUROCIENCIAS. ALICANTE. ® INSTITUTO DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD
MIGUELHERNANDEZ. ALICANTE, ESPANA

FINANCIACION: SAF2001-1641 (FV), MCYT BFI2002-03788 (CB) Y GV0O4A-652 (EP)

El principal candidato molecular como sensor del frioinocuo en neuronas sensoriales
es el canal catidnico inespecifico TRPMS, activado por el mentol y por descensos
de temperatura. Hemos estudiado y comparado la termosensibilidad del canal
TRPMS enun contexto neuronal artificial y en neuronas sensoriales que loexpresan
de formaend6gena. TRPM8 se expreso, subclonado en un vector bicistrénico con
GFP, transitoriamente en neuronas de hipocampo, un tejido carente de TRPM8 y
TRPA1,los 2 canales TRP sensibles a bajas temperaturas. La actividad celular se
monitorizo utilizando medidas de calcio intracelular y registros electrofisiol6gicos
enlamodalidad de patch-clamp. En presencia de bloqueantes sindpticos, todas las
neuronas transfectadas con TRPMS respondieron al estimulo de frio con un umbral
promedio de 23 + 1 °C (n =20). Dicha respuesta se potenci6 con el mentol. En
comparacion, las neuronas sensoriales del trigémino mostraron una mayor sensi-
bilidad al frio, con un umbral promedio de temperatura mas bajo,29 + 1 °C (n=
31)aunquelacorriente de mentol fue significativamente menor que en las neuronas
transfectadas. Estos resultados sugieren unamodulacién endégenadelaactividad
de TRPMS en neuronas sensoriales. Asimismo, hemos encontrado que la excita-
bilidad de lared, en cultivos de hipocampo control (sin transfectar), aumenta de
manerasignificativaenrespuestaapequefios (2-3 °C) descensos de temperatura. Esta
actividad, dependiente deinteracciones sindpticas, no se afectaporel mentol y parece
estar mediada por mecanismos independientes de TRPMS.

P339. EVALUACION DE LOS CAMBIOS DE DENSIDAD Y FUN-
CIONALIDAD DE LOS RECEPTORES NICOTINICOS HIPOCAM-
PALES EN RATAS CONSUMIDORAS CRONICAS DE ETANOL
N. ROBLES *, L. TEXIDO®, C. SOLSONA®, J. SABRIA*

A INSTITUT DENEUROCIENCIESIDEPT. Bl OQUiMI CAIBIOLOGIAMOLECULAR. UAB.
BARCELONA.® LABDENEUROBIOLOGIA CEL-LULARIMOL-LECULAR, DEPT. DE PATO-
LOGIAITERAPEUTICA EXPERIMENTAL. UB. BARCELONA, ESPANA

Estudios in vitro revelan que los receptores nicotinicos pueden ser regulados por
laexposicion al etanol, induciendo cambios en diversos parametros. El presente
estudio pretende evaluar si el consumo crénico de etanol afecta a la densidad y
funcionalidad de los receptores nicotinicos del hipocampo en ratas. Para ello se
utilizaron ratas Wistar no seleccionadas por su preferencia al etanol, que fueron
sometidas aun procedimiento dealcoholizacionno forzadodesdelos 21 diasdeedad.
Después de 17 semanas de consumo fueron sacrificadas, los hipocampos extraidos
y se obtuvieron membranas a partir de ellos. Una parte de estas membranas fueron
utilizadas parahacerensayos de binding con diferentes radioligandos paraestudiar
posibles cambios de densidad. Otra parte fue inyectadaen oocitos de Xenopus laevis
paraevaluar surespuestaelectrofisioldgica. Los resultados muestran que el etanol
indujo cambios significativos enladensidad de los receptores nicotinicos alfadbeta2
y alfa7. Estos cambios no se tradujeron en alteraciones funcionales, dado que no
se observaron cambios significativos en las corrientes inducidas por nicotinaenlos
oocitos de Xenopus laevis inyectados con membranas de hipocampo de ratas
consumidoras de etanol.

P340. LIBERACION DE ATP A TRAVES DE LOS HEMICANALES
DE CONEXINA 32 Y SU REGULACION POR LA SINTAXINA 1A
E. GRANDES VILACLARA*, L. BAHIMA BORRAS®, J. MARSAL TEBE?®,
J. BLASI CABUS?, C. SOLSONA SANCHO®

A DEPARTAMENTDE PATOLOGIA ITERAPEUTICA EXPERIMENTAL. LABORATORIDE
NEUROBIOLOGIA CEL-LULARIMOLECULAR.” DEPARTAMENT DE PATOLOGIAITERA-
PEUTICA EXPERIMENTAL. LABORATORI DE NEUROBIOLOGIA CEL-LULAR I
MOL-LECULAR. UNIVERSITAT DE BARCELONA. FACULTAT DEMEDICINA. CAMPUS
BELLVITGE.L’HOSPITALET DELLOBREGAT, BARCELONA, ESPANA

Las conexinas son las subunidades proteicas formadoras de uniones tipo gap. La
unién de seis conexinas formaun hemicanal que atraviesalamembrana celular. La
unién de dos hemicanales de dos células adyacentes forma el canal intercelular.
Existen varias isoformas de conexinas repartidas en diferentes tejidos. En particular
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se han asociado mutaciones de laconexina 32 (Cx32) auna neuropatia periférica,
la enfermedad de Charcot-Marie Tooth, en su forma ligada al cromosoma X.
Utilizando oocitos de Xenopus laevis como modelo se realizaron experimentos
expresando la Cx32 y se estimularon los hemicanales aplicando un pulso
despolarizante. Las corrientes generadas se midieron utilizando el método Two-
Electrode Voltaje Clamp, y la liberacién de ATP se detecté mediante la reaccion
bioluminiscente delaluciferina-luciferasa. A continuacion se estudié el posible papel
modulador dela Syntaxina 1A sobre los hemicanales de Cx32 expresando ambas
proteinas en los oocitos de Xenopus. La coinyeccion delaCx32 y lasintaxina 1A
produjounainhibiciondeun 15% enlacorrientes generadas, y deun45% enel ATP
liberado porlos oocitos, respecto a aquellos que expresaban tinicamente laCx32.
Dichos resultados demuestran que los hemicanales formados por Cx32 permiten la
salidade ATP cuando estos son estimulados por un cambiode voltaje despolarizante,
y que lasintaxina 1 A tiene un efecto inhibidor sobre la actividad y laliberacion de
ATP por parte de los hemicanales de Cx32.

P341. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE UN MODELO
TRANSGENICO DE RATON CON SOBREXPRESION DE LAS
SUBUNIDADES BETA-4, ALFA-3 Y ALFA-5 DE RECEPTORES
NICOTINICOS

X. GALLEGO MORENO, L. ARMENGOL, M. DIERSSEN
CENTRODEREGULACION GENOMICA. BARCELONA, ESPANA
FINANCIACION: FUNDACIO LAMARATO DETV3

Los receptores nicotinicos (nAChRs), son miembros de una superfamilia de
receptores ionotrépicos. Se cree que losnAChRs son (hetero) pentdmeros compues-
tos de subunidades homdlogas. Los receptores nicotinicos se han relacionado con
respuestas de ansiedad, principalmente aquellos que contienen la subunidad beta-
4. La subunidad beta-4 se encuentra en un cluster gendémico, junto a otras dos
subunidades: laalfa-3 ylaalfa-5,localizadas enlaregion 15q24 del cromosoma 15
humano. Estudios previos en humanos sugieren que duplicaciones en estaregion
cromosdmica podrian estar relacionadas con laetiopatogeniadel trastorno de panico.
Con el fin de explorar el efecto de 1a sobreexpresion de estas subunidades sobre
ansiedad y reaccion de panico, se ha generado un modelo transgénico de ratén,
mediante microinyeccion de oocitos fertilizados de ratones B6SJL utilizando una
construccién obtenido mediante digestion del BACRP11-335K5 (AC067863).La
expresiondel transgén fue determinada mediante RT-PCR y el patrén de distribucién
de las subunidades Chrnb4, Chrna3 y Chrna5 fue analizado por innmunohistoqui-
mica. Los ratones transgénicos resultaron ser viables y no mostraron ninguna
alteracion en fertilidad, mortalidad perinatal ni en parametros somatométricos. La
caracterizacion fenotipica se realiz mediante unabateria de pruebas conductuales,
incluyendo pruebas sensorimotoras y neuroldgicos, cuyos pardmetros no mostraron
diferencias significativas. El andlisis de otras pruebas como son las relacionadas con
comportamientos ansiosos, tales como Open Field, Plus-Maze y Fear Conditioning
estintodaviarealizdndose.

P342. MODULACION DE LA ACTIVIDAD DEL CANAL IONICO
TRPMS POR RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G
V.M.MESEGUER VIGUERAS *,A.GOMIS #,C. BELMONTE*,D.BAYLLIS ®,
F. VIANA*

*NEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS. SAN JUAN DE ALICANTE.
" NEUROFISIOLOGIA. UNIVERSITY OF VIRGINIA HEALTH SYSTEM. CHARLOTTESVI-
LLE, VIRGINIA, ESTADOS UNIDOS

FINANCIACION: SAF 2001-1641 (FV) Y BFI 2002-03788 (CB)

La percepcién de los estimulos térmicos estd mediada por la activacion de una
variedad de canales de membrana sensibles atemperaturalocalizados en terminales
sensoriales. El frio y compuestos refrescantes como el mentol activan en dichas
neuronas sensoriales unacorriente catiénicano selectivamediada por laaperturade
TRPMS, un miembro de la familia de canales TRP (transient receptor potential).
La posible modulacién de la actividad de TRPMS por cascadas de sefnalizacion
intracelulares es un proceso escasamente conocido. A tal fin, utilizamos células
HEK?293 co-transfectadas con TRPMS y el receptor de lahormona liberadora de
tirotropina (TRHr), un receptor heterotrimérico acoplado a proteinas Gq/G11.
Mediante la técnica electrofisiologica de patch clamp en modalidad de registro de
célulaentera, estudiamos el efecto de unabreve aplicacion de TRH sobre lacorriente
inducida por 100 uM de mentol a 30 °C. Observamos un decaimiento rapido (tau
=41+5s)ypronunciado (85 +3,4%) delacorriente inducida por mentol. Asimismo,
contécnicas de microscopiaconfocal dindmica observamos la translocaciénde la
PLCd-PH-GFP desdelamembranahaciael citoplasmadurante lamisma aplicacion
de TRH. Este resultado es consistente con laidea de que la activacién de la PLC
mediada por la activacion de Gg/G1 1 produce una disminucién de los niveles de
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fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) en la membrana que a su vez conduce a la
reduccion de la actividad de TRPMS.

P343. ESTUDIO FLUORIMETRICO DE TRPMS: UN CANAL IO-
NICO ACTIVADO POR EL FRIO Y EL MENTOL

A. MALKIA*, D. MUNOZ*, M. GOMEZ-LAZARO®, C. BELMONTE", F.
VIANA*

A UNIDAD DE NEUROFISIOLOGIA. UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ - CSIC. SAN
JUANDEALICANTE.® CIENCIAS MEDICAS. FACULTAD DEMEDICINA. UCLM. ALBACE-
TE, ESPANA

Las sensaciones del frio se originan por laactivacion de una pequefia subpoblacién
de neuronas sensoriales (NS) cutdneas. Recientemente, varios canales con una
pronunciadasensibilidad alos cambios de temperaturahan sido clonados. TRPMS,
uncanal TRP (transient receptor potential) activado por el frio y el mentol se localiza
enNS y suexpresion heterlogaconfiere unanuevasensibilidad adichos estimulos.
Losobjetivos de este estudio fueron la caracterizacién de las respuestas de TRPM8
adistintos niveles de frio y mentol, y lainvestigacion de los efectos de bloqueantes
de canales catiénicos no-selectivos sobre su funcion. Para este fin, células HEK293
fueron transfectadas con TRPM8 cDNA derataen un vector bicistrénico IRES-GFP.
Laactividad de TRPMS se monitorizé mediante medidas fluorimétricas (fura-2) del
calciointracelular. Estimulos de enfriamiento produjeron un aumento en el nivel
del calciointracelular, con unumbral promediode 26,50,3 °C (n=82). Laaplicacion
de mentol tuvo un efecto sensibilizante sobre este comportamiento, desplazandoel
umbral aproximadamente 11°Catemperaturas maselevadas (n=27). Lasrespuestas
aaplicaciones prolongadas (450 s) o sucesivas de mentol mostraron una desensi-
bilizacién mas pronunciada que las producidas poridénticos estimulos de frio. De
los bloqueantes investigados, BCTC fue el mas potente: su valor IC50 = 0,6 uM
claramente masbajoque los de SK&F96365 (IC50=2,8 uM) y econazole (10,7 uM).

P344. EFECTO DEL VALPROATO SODICO EN LA CONDUCCION
NERVIOSA EN MODELO DE NEUROPATIA INFLAMATORIA
M.ALTABLEPEREZ*,1. ALONSO COLMENERO *, 1. CASAFONTPARRA €,
M. T. BERCIANO BLANCO€, M. A. LAFARGA COSCOJUELA ©

* NEUROLOGIA. HOSPITALUNIVERSITARIO MARQUES DEVALDECILLA. SANTANDER.
®NEUROFISIOLOGIA CLINICA. HOSPITALUNIVERSITARIOMARQUES DEVALDECILLA.
SANTANDER.© DEP. ANATOMIA Y BIOLOGIA CELULAR. FACULTAD DEMEDICINA (UNI-
VERSIDAD DECANTABRIA). SANTANDER, ESPANA

Objetivos. Determinar el posible efcto beneficioso del dcido valproico (VPA) sobre
laconducciondel nerviotrigémino, durantelafase agudadelarespuestainflamatoria.
Material ymétodos. Se emplearonratas Sprague-Dawley, en las que previamente
se habfainducido unaneuropatiainflamatoria mediante lainyeccién subcutidneade
formalinaen el territorio distal V2 de nervio trigémino izquierdo. Los estudios se
llevaron acabo mediante laestimulacion anivel de vibrisas y el registrointracraneal
sobre el ganglio trigéminoipsilateral. Se obtuvieronregistros neurofisiolgicos en
el periodo comprendido entre los dias 1 y 5 tras la inyeccién, antes y después de
laadministracién de VPA endovenoso. Resultados. Los datos obtenidos revelaron
una marcada afectacion de los valores de conduccion nerviosa (velocidad de
conduccion y amplitud del potencial), que enlos primeros dias fueron compatibles
conlaexistenciade unabloqueode laneurotransmision, recuperandose rapidamente
traslaadministracionde VPA, y asu vez, revirtiendo alas condiciones patologicas
previas transcurridos entre 30y 60 minutos. Conclusiones. Estos datos demuestran
el efecto del dcido valproico no sélo a nivel central (uso terapéutico actual), sino
ademas enel nervio periférico. Segtin este modelo, dicho medicamento podriatener
un efecto beneficioso durante lafase aguda de las neuropatias de tipo inflamatorio.

REV NEUROL 2005; 41 (Supl 2): 96-131



P345. HETEROLOGOUS FUNCTIONAL EXPRESSION OF KV1.3/
KV1.5 HETEROTETRAMERS IN HEK-293 AND XENOPUS
OOCYTES

A. ESCALADA MASSANES*, R. VICENTE®, N. VILALLONGA®, L.
TEIXIDOCS, M. ROURA®, M. MARTIN-SATUE €, C. SOLERP, M. M.
TAMKUNE, A. FELIPE®, C. SOLONA €

A DEPARTAMENT DE PATOLOGIAITERAPEUTICA EXPERIMENTAL. LABORATORI DE
NEUROBIOLOGIA CEL.LULARIMOLECULAR. € PATOLOGIA ITERAPEUTICA EXPERI-
MENTAL.” DEPARTAMENT DE FISIOLOGIA. UNIVERSITAT DEBARCELONA. FACULTAT
DEMEDICINA. CAMPUS BELLVITGE. HOSPITALET DELLOBREGAT.® MOLECULAR PHY-
SIOLOGYLABORATORY, DEPARTAMENT DE BI OQUfMI CAIBIOLOGIAMOLECULAR.
UNIVERSITAT DE BARCELONA. BARCELONA. * DEPARTMENTS OF PHYSIOLOGYAND
BIOCHEMISTRYAND MOLECULAR BIOLOGY. COLORADO STATE UNIVERSITY. FORT
COLLINS, ESTADOS UNIDOS

The proliferation of microgliais anormal process in CNS development and in the
defense against pathological insults, although, paradoxically, it contributes to
several braindiseases. As acrucial cellular function, cell proliferationis very strictly
controlled by several independent mechanisms. Evidence has accumulated pointing
to K* channels as relevant players in the control of this process. Shaker subunits
(Kv1) form homo and heterotetrameric complexes, leading to biophysically and
pharmacologically distinctchannels. Kv1.3 and Kv1.5 subunits have beendescribed
inhippocampal microglia. Co-expression of Kv1.3 and Kv1.5in HEK-293 cells
showed thatthe presence of Kv1.5leads toapositive shiftin K* currenthalf-activation
voltages. Similarly toKv1.3,Kv1.3/Kv1.5 heteromers are sensitive tor-Margatoxin
inHEK-293 cells. Electrophysiological and pharmacological studies of different
ratios of Kv1.3 and Kv1.5 co-expressed in Xenopus oocytes demonstrate that
different Kv1.3/Kv1.5 hybrids might be responsible for different K* currents. Our
results demonstrate that Kv1.5 co-associates with Kv1.3, generating functional
heterotetramers. In response to different physiological stimuli, changes in the
oligomeric composition of functional Kv channels could give rise to different
biophysical properties, which would lead to the precise immune response.

P346. PROPIEDADES Y FUNCIONES DE LA CORRIENTE DE
SODIO PERSISTENTE DE LAS NEURONAS DEL GANGLIO
CERVICAL SUPERIOR DE RATA Y RATON EN CULTIVO

M. ROMERO ROCHA*, A. REBOREDA PRIETO®, E. SANCHEZ
FERNANDEZ?, A. I. SENRA VINAS®, J. A. LAMAS CASTRO®

4 LABORATORIO DE ELECTROFISIOLOGIA. FACULTAD DE BIOLOGIA - UNIVERSIDAD
DEVIGO. VIGO.® LABORATORIO DE ELECTROFISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE VIGO.
VIGO, ESPANA

Las neuronas del ganglio cervical superior (GCS) constituyen un modelo cldsico
paraestudiar laadaptacion. Sinembargo, cuando el pulso despolarizante es de larga
duracion, algunas de ellas vuelven adisparar después de laadaptacioninicial. Esto
viene acompaiiado de oscilaciones subumbrales. Las oscilaciones subumbrales se
han atribuido en otros tipos celulares a la presencia de una corriente de sodio
persistente (INaP). Con el uso de la técnica de patch-perforado descubrimos la
presenciae investigamos las propiedades y 1a funcion de la INaP en las neuronas
del GCS deratén y rataen cultivo. Enexperimentos de fijacion de voltaje, usando
un salto de voltaje, se observa una corriente de entrada persistente (INaP) que es
bloqueadaporTTX 0,5 uM, presentaun umbral de activacién de—60 mV, un voltaje
de activacién medio (V1/2) de—41,23 £0,70 mV y un méaximo de corriente a—20
mV (38,61 £6,48 pA, n=7).Las propiedades de esta corriente son muy similares
enneuronas deratay raton. Esta corriente también es observadaen respuestaauna
rampa de voltaje (<70 a 20 mV; 10 mV/s). En ratén, el valproato inhibe
selectivamente esta corriente (IC50 = 3,8 +0,28 uM, n =7). En experimentos de
fijacioén de corriente, el valproato hiperpolarizaligeramente el potencial de membrana
yreducelaexcitabilidad. Estos resultados muestran la presenciade unaINaP similar
aladescritaen otrostipos neuronales, que participaen el mantenimiento del potencial
de reposo y la excitabilidad de las neuronas del GCS de raton. Su papel en las
oscilaciones subumbrales debe ser determinado.
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P347. EL CANAL DE POTASIO KCNQ5 EN NEURONAS
AUDITIVAS DEL TRONCO DEL ENCEFALO

E. CAMINOS *, J. R. MARTINEZ GALAN®, C. VALE €, E. GARCIA-PINOP,
J. M. JUIZ GOMEZP

4 AREA DEHISTOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA/CRIB, UNIVERSIDAD DE CASTILLA-
LAMANCHA.ALBACETE.® AREA HISTOLOGIA.” AREA DE HISTOLOGIA. UCLM. ALBACE-
TE. DEPARTAMENTO FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DESANTIGO DECOMPOSTELA.
LUGO, ESPANA

FINANCIACION: MCYT (BFI2003-09147-C02-02), CONSEJERIA CIENCIA Y TECNOLO-
GIA (PAI-03-015) Y CONSEJERIA SANIDAD (G C-04-006) JCCM

KCNQS5 forma canales de potasio activados por despolarizacion, noinactivables.
Las corrientes M resultantes regulan larespuesta a entradas sindpticas y limitan la
frecuenciade disparo. Pero el papel de KCNQS en laexcitabilidad depende de su
localizacion y distribucién en poblaciones neuronales, patrones practicamente
desconocidos. Nuestro objetivo es determinar tales patrones en niicleos auditivos
puestoque laextremarapidez del procesamiento neuronal puede requerir regulacion
derivada de la distribucion especifica de KCNQS5 junto a otros miembros de su
familia. Se realiz6 inmunocitoquimica de peroxidasa con anti-KCNQ5 (A.
Villarroel) sobre secciones de cerebro de rata adulta; y doble marcaje inmunofluo-
rescente con anti-KCNQS y antisinaptofisina. En otraserie de animales se eliminaron
las aferencias del nervio auditivo alos niicleos cocleares por ablacion de lacéclea
y, tras 10 dfas, se valoré la presencia de KCNQS en este niicleo. La inmunorreac-
tividad para KCNQS es muy intensay abundante en los niicleos cocleares, complejo
olivar superior y niicleo ventral del lemnisco lateral, y mas débil en el coliculo
inferior. Su colocalizacién con sinaptofisinay ladisminucién de lainmunorreac-
tividad en el nicleo coclear anteroventral después de 1a desaferentacion, apoyan la
presenciapresindpticade KCNQS. Ello predice un papel regulador de laexcitabilidad
paraKCNQS5 sobre neuronas auditivas puesto que el mantenimiento del patrénde su
distribucion parece dependerde las entradas excitatorias. Su presenciaen terminaciones
sindpticas del nervio auditivo puede revestirunaespecial trascendenciafisioldgica.

P348. REGULACION DEL INCREMENTO INTRACELULAR DE
CALCIO INDUCIDO POR LA DESPOLARIZACION CON KCL
POR LA VIiA DE SENALIZACION NO/CGMP EN CELULAS
GRANULARES DE CEREBELO DE LA RATA

M. TORRES MOLINA*, S. JURADO SANCHEZ *, M.E. LOPEZ JIMENEZ *
ADEPARTAMENTODE, BIOQUiMICA YBIOLOGIAMOLECULARIV. FACULTAD DEVETE-
RINARIA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID, ESPANA
FINANCIACION: BFI2003-00731, MEC

Las neuronas granulares de cerebelo de rata en cultivo han servido y sirven como
modelo para numerosos estudios neurobiolégicos, y mimetizan muchos de los
fendmenos fisiolégicos que ocurren in vivo. En este modelo hemos analizado la
expresion de diferentes proteinas implicadas en la viade sefializacion NO/cGMP,
asi como la funcionalidad de la misma. Aunque la expresion de las diferentes
proteinas analizadas varfa durante ladiferenciacion de estas células, alos siete dias
encultivoexpresan: nNOS, diferentes subunidades de la guanilato ciclasasensible
aNO (alfal,alfa2ybeta 1)y proteinas quinasas dependientes de cGMP (cGKs)
(IyII). En neuronas granulares todavia no se ha analizado lalocalizacion de estas
proteinas pero el hecho de que en otras neuronas 1anNOS, el heterodimero alfa2/
beta | de guanilatociclasay las cGKs selocalicen en las terminales sindpticas, hace
pensar que puedan jugar un papel importante en la transmision sindpticay en la
liberacién de neurotransmisores. Eneste trabajohemos analizadolarespuestade estas
célulasaladespolarizacioncon KCly el efecto de diferentes inhibidores delanNOS
de la guanilato ciclasa y de las cGKs, poniendo de manifiesto que la actividad de
esta via produce unainhibicionimportante de laentradade calcio através de canales
dependientes de voltaje ya que en presencia de estos inhibidores larespuestaala
estimulacion con KCl se increment6 entre un 30 y un 55%.

P349. NIVELES DE LA SUBUNIDAD GAMMA-4 DEL RECEPTOR
GABAA DURANTE EL DESARROLLO DE GALLUS GALLUS

S. MONTORI PINA *, D. ALMARZA GOMEZ?, S. DOS ANJOS VILABOA ®,
F. PILAR CUELLAR®, M. G. DARLISON®, A. FERNANDEZ LOPEZ"

4 DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULARYANATOMIA. FACULTAD DE C.C. BIOLOGICAS
YAMBIENTALES/UNIVERSIDAD DELEON. LEON.? DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELU-
LARYANATOMIA. UNIVERSIDAD DELEON. LEON. € DPT. LIFESCIENCES. NOTTINGHAM
TRENTUNIVERSITY. NOTTINGHAM, REINO UNIDO

Lasubunidad gamma-4 del receptor GABA , es especifica de aves, no habiéndose
descritohastael momentoen mamiferos. Los tinicos datos que existen se han publicado
en pollo mediante hibridacion in situ. Hemos obtenido un anticuerpo policlonal en
cobayacontralasubunidad gamma-4 del pollo. Este anticuerpo se ha utilizado para
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estudiarlaexpresion de estasubunidad durante el desarrollo tras laeclosién del pollo
entre los dias P1 y P7. En este estudio se describen los niveles de expresion de la
subunidad gamma-4 mediante latécnicade western blot comparandolarespuestaen
cerebeloy paleoestriado. Se observaunincremento enlaexpresién de esta subunidad
alolargo del periodo post-eclosion que permite concluir que durante este periodoel
receptor GABA” no hallegado a niveles estables en el sistema nervioso central.

P350. DISTRIBUCION DE CANALES DE NA*Y K* DEPENDIENTES
DE VOLTAJE EN EL SEGMENTO INICIAL DEL AXON DE LAS
NEURONAS DE LA CORTEZA CEREBRAL HUMANA
M.C.INDA GARCIA *,J. DEFELIPEOROQUIETA *, A. MUNOZ CESPEDES ®
ANEUROANATOMIA Y BIOLOGIA CELULAR. INSTITUTO CAJAL (CSIC). MADRID.
8 BIOLOGIA CELULAR. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE. MADRID, ESPANA

Elsegmentoinicial del axon (SIA) es unaregion desmielinizada cuya membrana
contiene unaelevadaconcentracién de canales de Na* y K*dependientes de voltaje
necesarios parala generacionde potenciales de accién. Ademas, el SIA es unaregion
critica para la modulacién de las respuestas de las neuronas piramidales al estar
inervado selectivamente por las terminaciones gabérgicas de las células en
candelabro, consideradas como las interneuronas mas potentes de lacortezacerebral
humana. E1 STA comparte algunas caracteristicas con los nodos de Ranvier donde
los canales de Na*" y K* estdn segregados en distintos subdominios de membrana
mediante diversas moléculas implicadas en suagrupaciény anclaje. Eneste trabajo
mostramos, mediante técnicas inmuncitoquimicas, que el SIA de las células
piramidales de corteza temporal humana presenta una ciertacompartimentalizacion
encuantoaladistribucionde canales de Na*y K* dependientes de voltaje. Los canales
deNa*selocalizan alolargo del STA, asociados alas proteinas espectrinaIVbeta
y ankirina G; mientras que los canales de K* (Kv1.2) se localizan restringidos ala
zonadistal del SIA asociados ala proteina de adhesion Caspr2. En experimentos
de doble tincion para Kv1.2 y marcadores gabérgicos, hemos observado que las
terminaciones de las células en candelabro, inervan inicamente la zona distal del
SIA donde selocalizan los canales de K+. Estacompartimentacién del SIA puede
tenerimplicaciones funcionales importantes parala generaciony laretropropagacion
de los potenciales de accion en las células piramidales.

P351. REGULACION DE LA CORRIENTE IA POR LA PROTEINA
DREAM

D. TORNERO*, C. GONZALEZ-GARCIA*, V. CENA *

A UNIDADASOCIADANEURODEATH UCLM-CSIC. UNIVERSIDAD DE CASTILLA-LAMAN-
CHA.ALBACETE, ESPANA

Lacorriente IA regulalaexcitabilidad neuronal, siendo su sustrato molecular los
canales de potasio de la famila Kv4. Por otro lado, la proteina DREAM se
caracteriz6 como modulador de la transcripcion del gen de 1a prodinorfina que se
une alasecuencia DRE en presenciade bajos niveles de calcio impidiendo el paso
delapolimerasa. Esta proteina representa la primera proteina conocida que se une
acalcio para funcionar como unregulador transcripcional. Su gran parecido con
la proteina denominada KChip3 (Kv channel interacting protein 3), y su
distribucion regional y celular sugirié un papel de DREAM en lamodulacién de
lacorriente IA y ,porlotanto de laexcitabilidad neuronal. En este trabajo se estudid
estaregulacion através del registro electrofisioldgico en lamodalidad de parche
perforado con Nistatina sobre células HEK 293 T trasfectadas con vectores que
contenfan el gen del canal de potasio Kv 4.1 y DREAM. Nuestros resultados
muestran que existe unaregulacion del canal ados niveles. Porunlado, DREAM
escapazde alargar laconstante de tiempo de inactivacion del canal haciéndola mas
lenta; y por otro, es capaz de facilitar la incorporacién del canal ala membrana
plasmatica. Estos dos efectos se traducen en un aumento significativo en la
densidad de cargadelacorriente generada por este canal, modificando de estaforma
el comportamiento eléctrico de estas células.

P352. CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE EN
POBLACIONES NEURONALES DE LOS NUCLEOS CEREBELO-
SOS PROFUNDOS DE LA RATA

V. ALONSO ESPINACO*, N. ANABITARTE GONZALEZ*, A. RAMOS
URIARTE*, P. GRANDES MORENO®

* DEPARTAMENTO DENEUROCIENCIAS. FACULTAD DEMEDICINAY ODONTOLOGIA/
UNIVERSIDAD DELPAIS VASCO. LEIOA, BIZKAIA.® DEPARTAMENTO DENEUROCIEN-
CIAS. FACULTAD DE MEDICINA/UNIVERSIDAD DEL PAIS VASCO. LEIOA, BIZCAIA,
ESPANA

Lafunciéndel cerebelo depende de laintegridad de sus circuitos y de la correcta
activaciénde los diferentes receptores excitadores e inhibidores que existen en sus
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neuronas. Porotra parte, se ha observado recientemente que determinados canales
de potasio, en concreto los dependientes de voltaje Kv3.1 y Kv3.3 son
fundamentales para el correcto funcionamiento del cerebelo, ya que ratones
knockout que carecen de los genes que codifican estos canales presentan un
sindrome cerebeloso caracteristico. En consecuencia, es importante conocer la
naturaleza quimicaexcitadoraoinhibidoradelos tipos celulares que expresan estos
dos canales de potasio y su distribucién en compartimentos de membrana de
neuronas de los nicleos profundos, que son la via de salida de la informacién
procesadaenlacortezacerebelosa. Mediante técnicas inmunocitoquimicas de alta
resolucién para microscopiaelectrénica y usando antisueros especificos frente a
estos canales de K* hemos visto que el canal Kv3.1 se localiza en membranas de
dendritas, cuerpos celulares y terminales axonales de neuronas excitadoras de los
nicleos profundos del cerebelo de la rata. Ademds, Kv3.1 se expresa en
compartimentos de neuronas inhibidoras, aunque en una proporcién mucho menor.
Elcanal Kv3.3, por su parte, también se distribuye en dendritas, cuerpos celulares
y terminales axonales de neuronas excitadoras de los niicleos profundos del
cerebelo. En conclusion, ambos canales estdn en compartimentos celulares
similares, lo que puede representar la base celular de la redundancia funcional
descritaen ratones knockout que no presentan cambios fenotipicos llamativos si
s6lo carecen de Kv3.1 0 Kv3.3.

P353. FARMACOLOGIA Y FUNCION DEL CANAL TERMOSEN-
SIBLE TRPM8 EN NEURONAS SENSORIALES

R. MADRID MONTECINOS*, E. DE LA PENAP®, C. BELMONTE®, F.
VIANA®

* NEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE/UMH. SANJUAN
DEALICANTE, ALICANTE.” NEUROFISIOLOGIA. INTITUTO DENEUROCIENCIAS DE
ALICANTE. SANJUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

TRPMS es un canal catiénico termosensible activado tanto por frio (umbral <25
°C) como por compuestos organicos como el mentol. Si bien este canal ha sido
propuesto como unade las entidades molecular responsable de larespuesta a frio
enneuronas sensoriales (NS), se desconoce suimportancia funcional alarespuesta
térmicaen comparacién conotros canales. Conel objetivodeidentificary caracterizar
bloqueadores de TRPMS8 que permitan determinar el efecto de la supresion de la
actividad del canal sobre la respuesta a frio en NS, hemos expresado TRPMS8 en
célulasHEK293 y hemos estudiadoel efecto de diferentes farmacos sobre lacorriente
activadaporenfriamiento (Ifrio). Usando latécnicade patch-clamp en su modalidad
de célulacompletay bajo potencial controlado, hemos encontrado que tanto BCTC
(IC50:504 35 nM), como clotrimazol (IC50: 851 27 nM) y fenantrolina (IC50:
252 +26uM) sonbloqueadores efectivos y reversibles de TRPMS. En NS cultivadas
del ganglio trigémino, hemos estudiado el efecto de BCTC sobreIfrioy el potencial
de receptor despolarizante en respuesta a enfriamiento (PRfrio). Bajo corriente
controlada, 3 pM BCTC redujo el PRfrio maximode 12,2+09mVa39+1,3
mV. Bajo potencial controlado, lamisma concentracién saturante de BCTC redujo
lamagnitud delaIfrio enun 92%. Estos resultados apuntan aque TRPMS, o canales
similares estructuralmente, son componente fundamental de larespuestaafrioen
una subpoblacién de NS.
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P354. LA EXPOSICION CRONICA A AMONIO ALTERA LA
MODULACION DE LA FOSFORILACION DE LA PROTEINA
ASOCIADA A MICROTUBULOS MAP-2 POR LOS RECEPTORES
METABOTROPICOS DE GLUTAMATO 1Y 5 EN NEURONAS DE
CEREBELO EN CULTIVO

M. LLANSOLA GIL*, S. ERCEG?®, V. FELIPO®

A NEUROBIOLOGIA. FUNDACION VALENCIANA DEINVESTIGACIONES BIOMEDICAS.
8 NEUROBIOLOGIA. FUNDACION VALENCIANA DEINVESTIGACIONES CITOLOGICAS.
VALENCIA, ESPANA

Lahiperamonemiaaltera vias de transduccion de sefiales asociadas areceptores de
glutamato. Estos receptores modulan la fosforilacién de la proteina asociada a
microtiibulos MAP-2. El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos de la
hiperamonemia sobre lamodulacion de la fosforilacién de MAP-2 por receptores
metabotrépicos de glutamato (mGluRs) en neuronas de cerebelo de rataen cultivo.
Laactivacion delos mGluRs 1y 5 con DHPG aumenta la fosforilaciéon de MAP-
2 en neuronas control pero no en neuronas expuestas a amonio. La activacién de
mGluRS5 contADA aumentaligeramente la fosforilacion de MAP-2 en neuronas
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control perodisminuye lafosforilacion de MAP-2 en neuronas expuestas aamonio.
La activacién de mGluR1 por adicion de MPEP (antagonista de mGIuRS) mas
DHPG aumenta la fosforilacion de MAP-2 en neuronas expuestas 0 no aamonio
peroel aumentoes significativamente menor en neuronas expuestas aamonio. Estos
resultados indican que en neuronas control la activacién de mGluR1 aumenta
considerablemente la fosforilacion de MAP-2y laactivacionde mGluRS induce un
ligero aumento de la fosforilacion de MAP-2. La hiperamonemiareduce el aumento
de fosforilaciéon de MAP-2 inducido por activaciéon de mGluR 1. La activacién de
mGluRS5 reduce la fosforilacion de MAP-2 en neuronas expuestas a amonio y la
aumenta en neuronas control. Por tanto la hiperamonemia altera las vias de
transducciénde sefiales asociadasamGluR 1y mGluRS5 que modulan la fosforilacion
de MAP-2. Laalteracién deestas vias puede contribuiralas alteraciones neurologicas
en pacientes con enfermedades hepaticas.

P355.ELACOPLEDEL RECEPTOR 5-HT1A A ADENILILCICLASA
EN EL NUCLEO DORSAL DEL RAFE DE RATA ES AGONISTA-
DEPENDIENTE

A. PAZOS, EM. VALDIZAN, E. CASTRO

DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA/UNI-
VERSIDAD DE CANTABRIA. SANTANDER, ESPANA

FINANCIACION: CICYT, BFI01-0592

En estudios previos hemos demostrado que la activacion de receptores 5S-HT 1 A
cerebrales por (+)8-OH-DPAT inhibe la acumulacién de AMPc inducida por
forskolinaen corteza e hipocampo de rata, pero no en el niicleo dorsal del rafe
(NDR). Se desconoce si esta falta de inhibicion es debida a que el receptor no
estd acoplado a Galfaienel NDR o alaactivacion simultanea por (+)8-OH-DPAT
dereceptores 5-HT'1 A acoplados a Galfai y receptores 5-HT7 acoplados a Galfas.
En este estudio se ha valorado, mediante la cuantificacion de AMPc en el NDR,
larespuesta de adenililciclasa a distintos agonistas 5-HT 1A como (+)8-OH-
DPAT y buspirona, y sumodulacion por antagonistas selectivos de receptores
5-HT1A (WAY100635)y 5-HT7 (SB269970A). Los resultados muestran que
(+)8-OH-DPAT no inhibe laacumulacion de AMPc inducida por forskolina (E nax
111,0£4.3). Enpresenciadebloqueo selectivo del subtipo 5-HT 1A (WAY 100635,
Enux: 95,0 £0,1) o del subtipo 5-HT7 (SB269970A, E,,,, 108,7 £ 2,8), (+)8-
OH-DPAT tampoco modifica la acumulacion de AMPc, sugiriendo que esta
ausencia de respuesta no es debida a la activacion simultdnea de receptores
acoplados a Galfai y Galfas. Porel contrario, la buspironainhibe laacumulacién
de AMPc en el NDR (E,,, 68,1 = 0,4; pKi: 6,00 + 0,03), siendo este efecto
antagonizado por el WAY 100635. Nuestros datos demuestran que en el NDR
de larata el mecanismo de transduccién acoplado a receptores 5S-HT1 A esta
determinado por el agonista.

P356. ESTUDIOS DE INTERNALIZACION MEDIADA POR
AGONISTAS Y ACTIVACION DE MAP KINASAS EN ZFOR3, UN
RECEPTOR OPIOIDE TIPO KAPPA DE PEZ CEBRA
V.GONZALEZNUNEZ*, K. ROBERTS ®,C.J. EVANS ®, R. E. RODRIGUEZ *
A DEPARTAMENT( OBIOQUfMICA YBIOLOGIAMOLECULAR. FACULTAD DEMEDICINA.
INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON (INCYL). UNIVERSIDAD DE
SALAMANCA. SALAMANCA.® HATOS CENTER FORNEUROPHARMACOLOGY, NPI. UNI-
VERSITY OF CALIFORNIA. LOSANGELES, ESTADOS UNIDOS

En el momento actual el dolor sigue siendo considerado un grave problema
médico, y por ello la bisqueda de fairmacos con propiedades analgésicas ha
supuesto un reto paralacomunidad cientifica. Las drogas opidceas como lamorfina
constituyen los formacos de eleccion para el tratamiento del dolor crénico, a pesar
de sus efectos secundarios adversos como son la tolerancia y la dependencia.
Teniendo en cuenta que los mecanismos moleculares responsables de laanalgesia
y deladrogodependencia todaviano se conocen en su totalidad, hemos utilizado
un nuevo enfoque para abordar estas cuestiones: el estudio del sistema opioide
del pez cebra, un modelo animal empleado exitosamente en investigacion. Eneste
trabajo hemos estudiado los mecanismos postransduccionales que tienen lugar tras
laactivacion del receptor opioide de pez cebraZFOR3. Aligual que otros receptores
tipo kappa, ZFOR3 presenta una ciertaresistencia a seguir la viaendocitica, ya
que dicho receptor sélo es internalizado por dinorfina A o su forma mds corta
dinorfina 1-13,1legdndose aestimar una pérdida de hastaun 50% de los receptores
en superficie celular tras 60min de incubacion. El estudio de la activacién de ERK
1/2 tras launién de diversos ligandos al receptor ZFOR3 ha demostrado que no
s6lo agonistas como ladinorfinaA y lamorfina producen lafosforilacion de ERK
Y4, sino que también la naloxona puede activar MAP cinasas. Estos resultados
confirman nuestras observaciones anteriores de que la naloxona actiia como
agonista parcial sobre ZFOR3.
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P357. CARACTERIZACION DE UN NUEVO RECEPTOR CANNA-
BINOIDE CB1 EN EL PEZ CEBRA (DANIO RERIO)

I. RODRIGUEZ MARTIN*, E. MARRON FDEZ. DE VELASCO*, M.J.
HERRERO TURRION ®, R. GONZALEZ SARMIENTO®, G. HENDERSON,
E. KELLY", R. E. RODRIGUEZ*

A DEPARTAMENT( OBIOQUfMICA YBIOLOGIAMOLECULAR. FACULTAD DEMEDICINA.
INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON (INCYL). BINSTITUTO DE
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CULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD DE SALAMANCA. SALAMANCA. ® DEPT. OF
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TOL,REINO UNIDO

Enel presente trabajo hemos caracterizado un nuevoreceptor cannabinoide tipoCBI,
enel teledsteo pez cebra (Danio rerio). Su secuenciade aminodcidos presentauna
homologiadel 69% conladel receptor CB 1 humanoy conservadistintos residuos
relacionados conlaafinidad y actividad de ligandos cannabinoides. Caracteristica-
mente, presentaun intrén en su secuencia codificante. Hemos transfectado de forma
estableel receptor Cb1 de pez Cebraen células HEK293 y enexperimentos de binding
sobre membranas de esta linea celular, hemos descrito un sitio de unién para 3H-
CP55940y 3H-WIN55212-2 (Byux = 1.116 £82,26 fmol/mg proteina, KD =0,55
+ 0,08 nM y Bax = 1.176 + 65,46 fmol/mg proteina, KD = 0,757 + 0,13 nM,
respectivamente). Ensayos de competicion con diferentes ligandos cannabinoides
“frios’ han mostrado que solamente el WIN55212-2 es capaz de desplazar signifi-
cativamente al propio 3H-WIN55212-2 y lo hace ajustdndose al modelo de dos sitios
de union (Kil=4,8 nM, Ki2 = 1,1 uM). Ademds, el WINS55212-2 y también la
anandamidahan sido capaces de activar el receptor mediante ladisminuciéndela
concentraciénintracelulardecAMP aunaconcentracion de 10 uM aunque, de nuevo,
solamente el WIN55212-2 provocd su internalizacion, siendo este el primer caso
enel que sedescribe internalizacion enunreceptor cannabinoide no mamifero. Esta
internalizacién demostrd ser PKC, perono PKA dependiente en ausenciade ligandos
cannabinoides. Por dltimo, mediante RT-PCR e ISH, hemos demostrado que se
expresamayoritariamente en cerebro, en concreto, en el diencéfalo, el mesencéfalo
yelmetencéfalo. Las nuevas caracteristicas que presentaeste receptorabrenunanueva
puertaen el desarrollo de lainvestigacion del sistema cannabinoide.

P358. LOCALIZACION DE RECEPTORES CANNABINOIDES CB1
EN NUCLEOS SEROTONERGICOS CEREBRALES

1. MANUEL %, G. BARREDA-GOMEZ A S. MATOB, A. PAZOS?E,
R. RODRIGUEZ-PUERTAS *

A DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA.UNIVERSIDAD DEL
PAISVASCO. LEIOA. VIZCAYA.® DEPARTAMENTO FISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA. FA-
CULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DE CANTABRIA. SANTANDER, ESPANA
FINANCIACION: PLANNACIONALSOBRE DROGAS. I. MANUEL ES BECARIO PREDOC-
TORALUPV/EHU. G. BARREDA-GOMEZES BECARIO PREDOCTORALGOBIERNO VASCO

Los compuestos cannabinoides se encuentran implicados en diversas acciones
fisioldgicas a nivel central como son la sensacion de euforia, sedacion, alteracion
delapercepciontemporal y delamemoriareciente; actividad analgésicay acciones
sobre la coordinacién motora. Asimismo, los agonistas cannabinoides poseen
capacidad paramodular diversos sistemas de neurotransmisién como el serotonér-
gico. Estas acciones parecen deberse a su interaccion con el subtipo de receptor
cannabinoide CB1. Sinembargo, lalocalizacion delos receptores CB1 enntcleos
serotonérgicos no ha sido analizada en detalle. De este modo, se estudié la
localizacién dereceptores CB 1 ennticleos serotonérgicos cerebrales y surelacion
conelsistema gabérgico mediante anticuerpos especificos parael receptor CB1, el
enzimatriptéfano hidroxilasa (TrpH) y el enzima gamma aminobutirico decarboxi-
lasa (GAD-65). Se utilizaron técnicas de inmunofluorescencia y microscopia
confocal paralacolocalizacion de las diferentes proteinas. En el nicleo dorsal del
rafe (NDR) y en el nicleo paragigantocelular lateral (LPGi), no se observé
colocalizaciondelainmunoreactividad CB 1 (CB 1+) sobre neuronas TrpH positivas,
apesar de existiruna gran densidad de terminales CB1+enel NDR, que sonen su
mayoria gabérgicos. (GAD-65+). Sinembargo en dreas corticales se observaron
prolongaciones neuronales CB 1+que eran negativas para GAD-65. Estos resultados
parecen sugerir que los receptores CB 1 ejercerian su funcién reguladora sobre la
neurotransmision serotonérgicade unamaneraindirecta, através de unamodulacion
del sistema gabérgico.
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P359. CARACTERIZACION DE RECEPTORES DE GALANINA
IMPLICADOS EN LA MODULACION DE RECEPTORES
COLINERGICOS MUSCARINICOS

G. BARREDA-GOMEZ*, M.T. GIRALT *, L. LANZA®, A. PAZOS®, R.
RODRIGUEZ-PUERTAS*

A DEPARTAMENTO FARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA Y ODONTOLOGIA. UNI-
VERSIDAD DELPAISVASCO.LEIOA, VIZCAYA.? DEPARTAMENTO FISIOLOGIA Y FARMA-
COLOGIA. FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD DE CANTABRIA. SANTANDER,
ESPANA

Elneuropéptido galanina modula diferentes sistemas de neurotransmision, entre
ellosel sistema colinérgico, aunque se desconoce el papel de los receptores en este
proceso. Por otra parte, se han descrito alteraciones en los sistemas galaninérgico
y colinérgico enlaenfermedad de Alzheimer. En este estudio se realiz un primer
andlisis comparativo entre ratay humano del acople funcional dela proteina G alos
receptores de galanina, conel objetivode validaralaratacomo modelo experimental.
Ademads, enratas tratadas con galanina (i.c.v.) se cuantificd larespuesta funcional
yladensidad dereceptores colinérgicos muscarinicos (RCM). Enel cerebrohumano
lamayor fijacién de [35S]GTPgammaS inducida por galanina se registré en dreas
como la corteza frontal, la capa granular del giro dentado y el nicleo taldmico
ventroposteromedial, mientras que en larata se observaron en amigdala, CA1 del
hipocampoy subiculo. Porotrolado, enel grupo tratado con galanina se determind
un incremento de la fijacion neta de [35S]GTPgammas tras la estimulacién con
carbacol en el hipocampo dorsal, niicleo medial de laamigdala (Me), subtdlamo,
giro dentado y niicleos taldmicos y un aumento en la densidad de RCM en Me y
enelnicleo taldimico centromedial. Estos resultados indican que el tratamiento con
galanina modula la densidad de RCM y su acople a proteinas G, ademds aportan
nuevainformacion sobre las similitudes de las vias de neurotransmision de galanina
entre el cerebro humano y el de la rata.

P360. LOS SITIOS DE UNION AL RECEPTOR DOPAMINERGICO
D2S SON DEPENDIENTES DE LOS IONES DE SODIO Y VARIAN
CON LA PREPARACION DE MEMBRANAS

M. VIVO ABELAIRAS ", P.G. STRANGE®

* DEPT. BIOL. CEL., FISIOLOGIA YINMUNOLOGIA. UNIVERSIDADAUTONOMA DE BAR-
CELONA. BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA” SCHOOL OF ANIMALAND MICROBIAL
SCIENCE. UNIVERSITY OF READING. READING, REINO UNIDO

Elperfil de unién de distintos ligandos a un receptor acoplado a proteina G, como
el receptor dopaminérgico, puede utilizarse como herramientaen el estudiode la
expresion del receptor. En este estudio se expresé laisoforma corta del receptor
de dopaminaD2 (D2S) en células de insecto Sf9 obteniendo asi preparaciones de
membrana con distintos sitios de unién totales (B,,,,). Launién de dos agonistas
inversos ([3H]-spiperone y [3H]-nemonapride ) en ausenciay en presenciadeiones
sodio en el ensayo, era similar cualitativamente pero sorprendentemente distinta
cuantitativamente entre las dos preparaciones de membrana. Mientras que laBmax
ylaKdparala[3H]-spiperone no se vieron afectadas pos las distintas condiciones,
[3H]-nemonapride mostré un incremento en la B, y la afinidad que era
dependiente de sodio. El incremento en B, fue del 28 y el 65% para las
preparaciones con alta y baja expresion del receptor, respectivamente. Estas
diferencias sugieren que el estado de oligomerizacion del receptor podria ser
diferente en distintas preparaciones y dependiente de iones de sodio. Agradecemos
ala BBSRC su financiacion.

P361. EVALUACION NEUROFUNCIONAL DEL RATON DEFI-
CIENTE EN GRF1 (GUANINE NUCLEOTIDE-RELEASING
FACTOR 1)

R.RIQUELME GALIANA *,R. BARHOUM ®, A. FERNANDEZ-MEDARDE €,
E. SANTOS, P. DE LA VILLA B, 1. VARELA-NIETOP”

A NEUROBIOLOGIA DE LA AUDICION. INSTITUTO INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.
MADRID.® DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEALCALA. ALCALA DE
HENARES.© CENTRO DEINVESTIGACION DEL CANCER. CENTRO DEINVESTIGACION
DELCANCER. SALAMANCA.” IIBALBERTO SOLS CSIC-UAM. IIBALBERTO SOLS CSIC-
UAM.MADRID, ESPANA

Las proteinas Ras participan en el control del crecimiento, ladiferenciaciény la
supervivenciacelulares. Los factores liberadores de guanina (guanine nucleotide-
releasing factors, GRF) controlan la actividad de Ras, activindolo. GRF1 es un
miembro de esta familia que se expresa principalmente en el cerebro posnatal. Los
ratones deficientes en el gen Grf1 presentan defectos de aprendizaje y memoria.
Ratones salvajes y mutantes (Grf1—/—) fueron sometidos a pruebas de espectros-
copiaporresonancia magnéticanuclear, electrorretinografia y determinacion de
potenciales evocados auditivos de tronco encéfalo (auditory brainstem response,
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ABR). Laespectroscopia permitié apreciar niveles significativamente elevados
del metabolito N-acetil-aspartato (NAA, metabolito presente en neuronas) en los
ratones Grf1-/—. Laelectrorretinografia mostrd que los ratones Grf 1-/—presentan
unadisminuciénsignificativaenlaamplitud delaondab del electrorretinograma,
compatible con un déficit funcional en la transmisién sindptica entre neuronas
retinianas. En contraste, 1adeterminacion de ABR noindicd diferencias apreciables
en la capacidad auditiva ni en la velocidad de transmision del estimulo sonoro
de los ratones Grf1-/— cuando se compararon con los datos obtenidos en los
animales control. El presente trabajo muestra un estudio de evaluacién multifun-
cional noinvasivaenratones que carecen del gen Grf1y permiten demostrar que
dicho déficit no afecta por igual a los dos sistemas sensoriales estudiados. Se
produce unaalteracion significativade la transmision de la sefial visual en laretina
sinque se altere latransmision de lasefial auditivaen el troncodel encéfalo, aunque
si se aprecian alteraciones metabdlicas cerebrales.

P362. COEXISTENCIA DE VARIOS RECEPTORES EN UN TER-
MINAL SINAPTICO: INTEGRACION PRESINAPTICA

C. LADERA RIVERO, J. SANCHEZ-PRIETO BORJA

DEPARTAMENTODE. BIOQUfMICA. FACULTAD DEVETERINARIA. UNIVERSIDAD COM-
PLUTENSE. MADRID, ESPANA

FINANCIACION:BFU—2004-]375-BFI,MEC

Losterminales sindpticos contienen (homo) o (hetero) receptores segtin respondan
al neurotransmisor liberado por el propio terminal o a otro neurotransmisor. Se
ha asumido, pero no demostrado, que estos receptores podrian coexistir en el
mismo botén sindptico. También se desconoce la posible interaccién entre las vias
de sefializacién asociadas adichos receptores y su significado enlaliberacién de
neurotransmisor. En terminales sindpticos de corteza cerebral la liberacion de
glutamato es reducida por los agonistas de distintos receptores presindpticos. E1
agonista de receptores de adenosina (A1) cicloexiladenosina (CHA) reduce la
liberacionenun 41,0 +£2%; mientras que los agonistas de los receptores GABAg
(baclofén) y metabotrdpicos de glutamato (L-4 aminofosfonobutirato, L-AP4) lo
hacenenun 19,6 £1,7%y 27,3 = 1,2%, respectivamente. Por otro lado, la adicién
simultdneadelos tres agonistas redujo laliberacion en s6loun 48,6 +3,4% cuando
lo esperable para una distribucion de los receptores en subpoblaciones de
terminales distintas serfa de un 88,0 +4,8%. La coexistencia de receptores en el
mismo terminal sindptico se hademostrado también en experimentos de liberacion
con concentraciones bajas de agonista. Estas bajas concentraciones carecen de
efecto cuando se activaun sélo receptor, pero inhiben eficientemente la liberacion
cuando los tres receptores se activan simultdneamente. Podemos concluir que la
activacién subumbral de cada receptor se integra en una via de sefializacién
intracelular comiin que afecta alaliberacién de neurotransmisor.

P363. HETEROGENEIDAD EN EL MECANISMO DE INHIBICION
DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO POR CANNABINOIDES
J. SANCHEZ-PRIETO BORJA, M.C. GODINO ALARCON

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA. FACULTAD DE VETERINARIA. UNIVERSIDAD COM-
PLUTENSE.MADRID, ESPANA

FINANCIACION: 08.5/0008.1/2003 DE LA COMUNIDAD DE MADRID

Los cannabinoides inhiben la transmisién sindptica excitatoria por reducciénde la
entradade Ca** enel botén sindptico. Los receptores de cannabinoides CB I reducen
laactividad delos canalesde Ca®*, perosedesconoce si,ademas de estaacciondirecta,
lareduccién del flujo de Ca** podria resultar de la modulacién de canales de K*
implicados en larepolarizacion del potencial de accién. Ladespolarizacion de los
terminales con altas concentraciones de CIK (30 mM) libera glutamato por un
mecanismo que es completamente (98,6%) insensible al bloqueante de canales de
Na" tetrodotoxina. En estas condiciones el agonista cannabinoide WINS5,22-212
inhibelaliberaciénenun26.7%,y estaaccién podriaresultar delamodulaciéndirecta
delos canales de Ca**. Encambio, conbajas concentraciones de CIK (10mM) aparece
un componente de liberacién (50.1%) sensible a tetrodotoxinay ademds se observa
una mayor reduccion de la liberacion (59.9%) por el agonista WINSS5,22-212.
Experimentos de imagen de Ca** con bajas y altas concentraciones de CIK han
revelado laexistenciade dos subpoblaciones enlas que laentrada de Ca** es sensible
alos cannabinoides. En conclusion, los cannabionodes reducen la liberacion de
glutamato por dos mecanismos que se expresan en distintas subpoblaciones de
terminales cerebrocorticales.
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P364. FLUOXETINA ALTERA LA EXPRESION DEL RECEPTOR
CANNABINOIDE CB1 EN LA CORTEZA CEREBRAL
J.ZARATESESMA *,1. CHURRUCA ORTEGA ®, E. ECHEVARRIA ORELLA®,
L. CASIS SAENZ®, M. LOPEZ DE JESUSC, L. SAENZ DEL BURGO®, J.
SALLES ALVIRA ¢

A DPTOFISIOLOGIA. FACULTAD DE FARMACIA, UNIVERSIDAD DELPAISVASCO(UPV-
EHU). VITORIA-GASTEIZ.® DEPARTAMENTO FISIOLOGIA.  DEPARTAMENTO FARMA-
COLOGIA. UPV-EHU. VITORIA-GASTEIZ, ESPANA

FINANCIACION: 1/UPV00081.327-E-15320/2003

AGRADECIMIENTOS: AGRADECEMOS A JUAN MANUELRODRIGUEZROBLEDO SU
COLABORACIONTECNICA

Fluoxetina es un antidepresivo que inhibe la recaptacion de serotonina y alterala
expresion cerebral de diversos neuropéptidos. El receptor cannabinoide CB 1 enla
corteza cerebral podria constituir una diana terapéutica parael manejo clinicode la
depresion. objetivo de este trabajo fue describir los efectos de fluoxetina sobre la
expresionregional del receptor CB1 enlacorteza cerebral de larata Zucker obesa.
Paraello, se realiz6 una determinacién mediante western blot delos niveles corticales
dereceptor, asi como un estudio inmunocitoquimico de su expresionregional aeste
nivel,empleandolatécnicadelaavidina peroxidasay utilizando 3,3’-diaminoben-
cidina como cromégeno. Los resultados fueron interpretados con la ayuda de un
equipo computarizado de andlisis de imagen. Las diferencias estadisticas se
consideraron en base al test # de Student (p <0,05). La administracion crénica de
fluoxetina (10mg/kg/dia, 21 dfas, i.p.) produjo undescensoenlos niveles corticales
del receptor CBI1, asi como una reduccién significativa del nimero de células
nerviosas marcadas para este antigeno anivel de las cortezas frontal, cingulada y
piriforme, sincambios en las cortezas parietal, temporal y occipital. Estos resultados
sugieren laimplicacion del sistema cannabinoide anivel de la corteza cerebral en
el mecanismo de actuacion de fluoxetina en larata Zucker obesa.

P365. SPLICED GAI2 PROTEIN IN THE FORMATION OF
INTRACELLULAR POOL AND THE TRANSPORT OF DOPAMINE
D2 RECEPTORS

A. ESCALANTE RODRIGUEZ*, A. DOMINGUEZ CEREZO®, F. JOSE
CARBALLO®, M. . ACEVEDO®, M. FRANCISCO LOPEZ *, Z. U. KHAN*
A CENTRO DEINVESTIGACIONES MEDICO SANITARIAS.® CENTRO DEINVESTIGACIO-
NES MEDICO SANITARIAS. FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE MALAGA.
MALAGA, ESPANA

FINANCIACION: MCYT(BFI2003-03464) Y PROGRAMA RAMONY CAJAL

Given thatagonists induce the up-regulation of cell surface dopamine D2 receptors
independent to the state of protein synthesis, theory for the existence of intracellular
receptor pool was proposed. However to date, it remains an enigma that how this
process operates within the cell. Here, we report that splice variant of Gai2 protein
called sGi2 plays a crucial role in the maintenance of this receptor pool and their
traffic to the cellular plasma membrane. Expression of sGi2 in cells reduced the D2
receptor localization to plasma membrane by 35-40%. This effect was associated
to protein-protein interaction and intracellular D2-sGi2 complex accumulation.
Furthermore, we found that the activation of D2 signaling pathways with selective
agonistsreleased the D2 receptors from complex and localized them to the plasma
membrane. Thus, in addition to elucidating how the intracellular pool of D2 receptor
functions, our findings uncover anovel mechanismin the regulation of cell surface
D2 receptor density. Since cell membrane bound D2 receptors are known targets of
antipsychotic drugs that are used to treat neuropsychiatric disorders such as
schizophrenia, controlled localization of D2 receptor at cell surface offers astrategy
for the alternate, but safer therapy of this mental illness.

P366. EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE VITAMINA A SOBRE
LOS NIVELES DE ARN MENSAJERO DE LA SOMATOSTATINA
Y LOS SUBTIPOS DE RECEPTORES (SST1, SST2, SST3 Y SST4)
DE DICHO NEUROPEPTIDO EN EL HIPOCAMPO DE LA RATA
A.M.HERNANDEZ PINTO *, L. PUEBLA JIMENEZ ®, E. BURGOS RAMOS ®,
J.A. LOPEZ-MORENO®, E. ARILLA FERREIRO®

4 DEPARTAMENTO DEBIOQUIMICA Y BIOLOGIAMOLECULAR. FACULTAD DEMEDICI-
NA, UNIVERSIDAD DEALCALA. ALCALA DEHENARES.” DEPARTAMENTO DEBIOQUIMI-
CA Y BIOLOGIA MOLECULAR. UNIVERSIDAD DE ALCALA. ALCALA DE HENARES.
€ DEPARTAMENTO DE PSICOBIOLOGIA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID.
MADRID, ESPANA

Previamente describimos que la deficiencia de vitamina A (RA) disminuye la
concentracion de somatostatina (SRIF) y aumenta la unién de la SRIF a sus
receptores. Estos efectos revirtieron con la administracién de RA. El objeto del
presente estudio fue profundizar en el efecto de ladeficiencia de RA sobre dichos
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pardmetros, estudiando el efecto de ladeficienciade RA sobre los niveles de ARN
mensajero de SRIF y los subtipos de receptores de SRIF (sst1-4) en el hipocampo
delarata. Un grupoderatas Sprague-Dawley machos (200-250 g.) recibié unadieta
libre de RA durante 12 semanas. Un segundo grupo recibi6 el tratamiento anterior
seguido de una semana con unadieta suplementadacon RA (15.000 UI/Kg dieta).
Un tercer grupo de animales se alimentd con ladieta estdndar durante 12 semanas
y unasemanamas conunadieta suplementadacon RA. Un cuarto grupo se alimentd
con dieta estandar. La deficiencia de RA no modificé los niveles de ARNm de la
SRIF pero aumento los niveles de los subtipos de receptores de SRIF sst1-4 y
disminuyd la actividad funcional de las proteinas Gi. La administracion de RA a
ratas con deficiencia de lamisma, revirtié alos valores control los niveles de sstl,
sst3 y sst4 pero no modifico los niveles de sst2. Es posible que los cambios
observados en el presente estudio se puedan deber, al menos en parte, a que los
retinoides actien sobre el sistema somatostatinérgico mediante sus receptores
nucleares, los cuales son factores de transcripcion.

P367. EXPRESION DE RECEPTORES 5-HT4 DE SEROTONINA
EN REGIONES COLINERGICAS DEL CEREBRO ANTERIOR:
ESTUDIOS DE HIBRIDACION IN SITU DUAL

R. PENAS CAZORLA*, M.T. VILARO COMAS®

4 DEPARTAMENTO NEUROQUIMICA. INSTITUTINVESTIGACIONS BIOMEDIQUES DE
BARCELONA (CSIC-IDIBAPS). BARCELONA.® DEPARTAMENTO NEUROQUIMICA. INS-
TITUT D’ INVESTIGACIONS BIOMEDIQUES DE BARCELONA (CSIC-IDIBAPS). BARCE-
LONA, ESPANA

FINANCIACION: PLAN NACIONALI+D SAF2002-03408, PROGRAMA RAMON Y CAJAL

Losreceptores 5-HT4 de serotoninaen cerebro modulan laliberacién de diversos
neurotransmisores y estdn implicados en procesos de aprendizaje y memoria. En
concreto, se hadescritoun efectofacilitador de laliberacion de acetilcolinaen corteza
frontal e hipocampo mediado por estos receptores. Se desconoce, sin embargo, la
localizacién celular delosreceptores responsables de estamodulacion. Enel presente
estudiohemos analizado laexpresion del nRNA del receptor 5-HT4 en las regiones
del cerebro anterior que contienen las neuronas colinérgicas de proyeccion: septum
medial/bandadiagonal de Broca(MS/DB)y niicleo basal de Meynert (NbM). Hemos
utilizado lahibridacién in situ dual con sondas radiactivas paradetectarel mRNA
del receptor y sondas marcadas con digoxigenina para determinar el fenotipo
neuroquimico de las neuronas presentes en estas regiones. En las neuronas
colinérgicas del MS/DB y NbM, visualizadas por suexpresion delmRNA del enzima
acetilcolintransferasa, no se detectd mRNA del receptor 5-HT4 en las presentes
condiciones. En cambio, en estas regiones se detectd expresion del mRNA del
receptoren neuronas gabaérgicas (definidas por suexpresion del mRNA del enzima
decarboxilasa del dcido glutimico GAD67) y en neuronas que expresan el
transportador vesicular de glutamato vGLUT?2, que se ha propuesto como marcador
glutamatérgico. Estos resultados sugieren que el control de la liberacién de
acetilcolina por receptores 5-HT4 no se realiza directamente sobre neuronas
colinérgicas, sino indirectamente sobre otros tipos neuronales que puedan a su vez
actuar sobre las neuronas colinérgicas.

P368. TRANSDUCCION DE SENALES VIA FOSFOLIPASA C EN
RECEPTORES METABOTROPICOS DE GLUTAMATO: UN
SISTEMA ALTERADO EN CORTEZA CEREBRAL EN LA
ENFERMEDAD DE CREUTZFELDT-JAKOB

A.RODRIGUEZ FERNANDEZ A, M. FREIXES *, E. DALFO®, M. MARTIN€,
B. PUIGP®, I. FERRER®

A INSTITUTO DENEUROPATOLOGIA.” ANATOMIA PATOLOGICAIBIOLOGIA CEL-LULAR.
€ DEPARTAMENTO DE QUIMICA INORGANICA, ORGANICA YBIOQUIMICA, FACULTAD
DE CIENCIAS QUIMICAS. CENTRO REGIONAL DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.
UNIVERSIDAD DE CASTILLA LAMANCHA. CIUDAD REAL.” ANATOMIA PATOLOGICAY
BIOLOGIA CELULAR.* INSTITUTO DENEUROPATOLOGIA. SERVEID’ ANATOMIA PATO-
LOGICA. HOSPITALUNIVERSITARI DE BELLVITGE. HOSPITALET DELLOBREGAT. BAR-
CELONA, ESPANA

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas importante de la corteza cerebral.
Algunasenfermedades neurodegenerativas seasocian aalteraciones en latransmision
glutamatérgica. Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGluR) median
respuestas mds lentas que los ionotrépicos y transducen sefiales intracelulares
acoplados a proteinas G. El grupoIde los mGluR estd acoplado positivamenteala
actividad de la fosfolipasa C (PLC beta 1). La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
(CJD) es una encefalopatia espongiforme transmisible humana asociada a la
disfucion de la glicoproteina de membrana PrP que se convierte en unaisoforma
rica en lamina-beta, patogénica y parcialmente resistente a proteasas. Se han
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examinado varias proteinas asociadas al grupo I de los mGluR en la corteza frontal
en 12 casos con CID y en 4 controles mediante western blot de homogeneizados
totales. Ladensitometria de las bandas obtenidas muestraniveles disminuidos de
PLCy de nPKC-delta. No hay modificaciones en laexpresion de mGluR 1 y CPU
alfanicambios de solubilidad en fracciones solubles en PBS, desoxicolatoy SDS
al comparar con controles. Finalmente, no se aprecianinteracciones entre PLC beta
1y PrP por ensayos de inmunoprecipitacion. Estos resultados muestran expresion
disminuida de fosfolipasas y particularmente delaPLC beta 1, que es importante
en viasdesefializacion delos mGluR del grupolenla cortezacerebral. Estos cambios
no seproducen, aparentemente, por solubilidad 1 ni porinteracciones anormales con
PrP. Estaalteracion en lasenalizacién de los mGluR podriatenerefectos funcionales
en la transmision y modulacién glutamatérgica en CID.

MENSAJEROS INTRACELULARES

P369. EL RNA DE INTERFERENCIA PUEDE ACTIVAR LA ViA DE
TRANSDUCCION DE SENAL STAT1 EN ASTROCITOS

R. GORINA MENDIZ, A. EJARQUE, J. SAURA, T. SANTALUCIA, A.M.
PLANAS

FARMACOLOGIA YTOXICOLOGIA. IIBB-CSIC-IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA

Objetivos. Resultados recientes de nuestro equipo indican que laactivacion de la
viaJak2/Stat] es una sefial de muerte inducida por estrés oxidativo y citoquinas
proinflamatorias en cultivos de astrocitos (Gorinaetal,J Neurochem 2005; 92: 505).
Enel presente trabajo nos planteamos inhibir laexpresion de Stat1 utilizando short
interference RNA (siRNA) en cultivos de astrocitos. Métodos. Se transfectd
mediante oligofectaminael siRNA dirigido contra Stat1, FITC-siRNA, el siRNA
anti-p21 y unsiRNA de secuenciainespecificacomo control negativo, en cultivos
de astrocitos de raton. Se obtuvieron muestras a diferentes tiempos, y analizamos
laexpresionde Statl y p21 por western blot. Se utiliz6 FITC-siRNA para evaluar
mediante microscopiade fluorescencialaeficienciadelatransfeccion. Resultados.
Observamos que la tranfeccion de siRNA en astrocitos produce un aumento de la
expresion de Statl, con cualquier de los siRNA utilizados, inclusive el siRNA
especifico de Stat1. No obstante, en estas condiciones conseguimos disminuir la
expresionde p21 conel siRNA correspondiente. Conclusiones. Estos resultados
muestran que los siRNA pueden activarla viade sefializacion Stat1 en astrocitos,
yconcuerdanconelhallazgo previode quelos siRNA activanlarespuestaainterferon-
gamma mediada por Statl (Sledz et al, Nature Cell Biology 2003; 5: 834). La
inhibicion de Statl en cultivos de astrocitos mediante esta técnica posee una
dificultad intrinsecaderivadadelaactivacion de la viaJak2/Stat1. Pensamos que
estaactivacionesunefectonodeseadodelos siRNA debido asu similitud con dcidos
nucleicos de origen viral.

P370. REGULACION DE LA EXPRESION DE LA NOS I EN LAS
CELULAS CROMAFINES BOVINAS

R. PEREZ-RODRIGUEZ, S. VICENTE, A. OLIVAN, A. MARTINEZ, M.P.
GONZALEZ Y M.J. OSET-GASQUE

DEPARTAMENTODE, BIOQUiMICA YBIOLOGIAMOLECULARII. FACULTAD DEFARMA-
CIA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID, ESPANA

En las células cromafines de la médula suprarrenal, el NO, regulador paracrino y
autocrino de la neurosecrecion, se sintetiza gracias ala accién de la 6xido nitrico
sintasa (NOS), fundamentalmente de la de tipo neural o NOS I[1]. En este trabajo
se demuestra que la expresion de estaenzimaen células cromafines se regula por
distintos agentes secretores como los agonistas nicotinicos y glutamatérgicos, lo
que implica a los neurotransmisores en el control de funciones mds duraderas y
complejas de la fisiologia celular. La NOS I, al igual que en el cerebro, se activa
por glucocorticoides y se inhibe por fosforilacion por diversas proteina cinasas.
Respectoal papel del sistema del NO, los donadores de NO, el GMPc y las citocinas
no parecen tener ningtin efecto significativo sobre la expresion de la enzima, a
diferencia de los inhibidores de laNOS que disminuyen muy significativamente
suexpresion, de formadosis-dependiente y especificamente revertida por el sustrato
delaNOS, L-arginina. Estos resultados apuntan aun efecto regulador dual delNO
sobre laexpresion de ambas isoenzimas delaNOS,NOS Ty NOS II, que podria ser
mediado por el factor nuclear NFkB y que podria ser importante en el control
farmacoldgico de estados patoldgicos que cursan conelevacionesenlaconcentracion
deNOintracelular,como los procesos inflamatorios asociados adiversas enferme-
dades neurodegenerativas. (Trabajo financiado porel proyecto BFI-2003-03886 del
MCYT). [1] Vicente S, et al, J Neurosci Res 2002; 69: 327-40.
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DIESTERASAS 4 EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN RATAS
TRATADAS CON LPS
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Elincremento delos niveles de AMPc intracelulares produce unareducciénenla
produccién de citosinas proinflamatorias, como el TNF-a. Los inhibidores de las
fosfodiesterasas (PDE4), enzimas responsables de la degradacién del AMPc,
modulan la produccién del TNF-aen células inmunitarias. El rolipram, inhibidor
especifico de las PDEA4, presenta efectos antiinflamatorios in vivoe in vitro. Estos
isoenzimas se expresan en el sistema nervioso central y también en células
inmunitarias. El principal objetivo de este trabajo es estudiar la participacion de las
distintas PDE4 en procesos inflamatorios y determinarel fenotipo celularimplicado.
Seutiliz6 un modelo de inflamacién deratas tratadas con laendotoxinabacteriana
LPS. Mediante hibridacién in situ estudiamos los niveles de ARNm de las PDE4
ydel TNF-aen cerebroy 6rganos periféricos. En glaindula adrenal, higado y bazo
se observaron incrementos de hastaun 600% en los niveles del ARNm de PDE4B
y TNF-a. En cerebro no se observaron cambios significativos en los niveles de las
PDEA4. Con hibridacién in situ doble, identificamos el tipo celular donde se
sobreexpresala PDE4B: linfocitos y macréfagos. De todas las isoformas analizadas,
PDE4B seria la tinica involucrada en el proceso proinflamatorio en este modelo
animal de inflamacién con LPS. Conclusién que estaria de acuerdo con el trabajo
de Jin & Conti (2002) donde demostraron, con ratones knockout de la PDE4B y
PDEAD, quelainduccién de PDEAB es necesaria paralarespuestadel TNF-aal LPS.

P372. CARACTERIZACION INMUNOHISTOQUiMICA DE LAS
POBLACIONES DIENCEFALICAS Y PRETECTALES DEL PEZ
CEBRA (DANIO RERIO)

M. J. MANSO REVILLA#, A. M. CASTRO CASTRO®, M. BECERRA
ARIASC, R. ANADON ALVAREZP
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El presente estudio tiene por objeto caracterizar las poblaciones neuronales del
diencéfaloy pretecho del pez cebraadulto que expresan calretinina. Se emplearon
ademas anticuerpos contramarcadores neuronales complementarios (colinaacetil-
transferasa, ChAT; descarboxilasadel 4cido glutimico, GAD; tirosina hidroxilasa,
TH; neuropeptidoY, NPY; hormonaliberadorade latirotropina, TRH; y galanina,
GAL).Enel epitdlamo pueden apreciarse células y fibras inmunorreactivas (ir) ala
calretinina (CR-ir) en el 6rgano parapineal y habénula, esta tltima contenia ademds
células ChAT-ir y NPY-ir. A nivel taldmico aparecen células CR-ir en el niicleo
anterior talamico. Caudalmente, pueden apreciarse células CR-ir en los niicleos
taldmicos central y posterior. Igualmente células y fibras CR-ir fueron observadas
en regiones ventromediales del hipotdlamo y en el nicleo tuberal posterior, que
también contenfacélulas TH-iry ChAT-ir. El16bulo posterior hipotaldmico muestra
unaricainervacién GAL-iry NPY-ir, peroescasa CR-ir. Elnticleo difusoy torolateral
muestra células CR-ir, recibiendo ambos una rica inervacién CR-ir del niicleo
gustatorio secundario. Elcomplejo preglomerular/cuerpo mamilar presentaba fuerte
expresionde CR en células de muchas de sus regiones. Elnticleo pretectal superficial
parvocelular contenfacélulas CR-iry GAD-ir, recibiendounaricainervacion ChAT-
ir. Células CR-ir aparecian anivel del niicleo pretectal superficial magnocelulary
en el niicleo pretectal accesorio donde formaban una banda oblicua. También se
observaron células CR-iren el pretecho medial, asi como en el niicleo del fasciculo
longitudinal medial. Los resultados obtenidos revelan la utilidad de 1a CR parael
estudio de poblaciones del cerebro de teledsteos.
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P373. EXPRESION FUNCIONAL Y SENALIZACION DE RECEP-
TORES DE NUCLEOTIDOS EN NEURONAS GRANULARES DE
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Losnucledtidos son sefiales extracelulares que median importantes acciones en la
fisiologiadel sistemanervioso, tanto anivel neuronal como glial. La poblacién mas
abundante de la corteza cerebelosa, las neuronas granulares, expresan receptores
nucleotidicos, tanto ionotrépicos, P2X (P2X1, 2, 3, 4, 7), que forman canales
i6nicos permeables al calcio, como metabotrépicos, P2Y (P2Y 1,4, 6, 12), acoplados
de manera preferente alaPLC. Las respuestas funcionales de los nucleétidos son
dependientes del estado de diferenciacién de las neuronas granulares en cultivo. E1
Bz-ATP,un agonista preferente del receptor P2X7, que se encuentraespecialmente
localizado en las prolongaciones neuronales, indujo cambios morfolégicos en las
neuronas granulares en cultivo, que se traducian en unaaceleracion de ladiferencia-
cién. Enunaprimeraaproximacion hacialas sefiales intracelulares que podrian estar
mediandoestos efectos tréficos, estudiamos lacascadade las MAP cinasas, que estin
implicadas en muchos procesos de diferenciacion, asi como laGSK-3, una proteina
clave en los procesos de reorganizacion del citoesqueleto. Entre los distintos
agonistas nucleotidicos, el Bz-ATP produjo los mayores incrementos en el nivel
de fosforilacion de las proteinas ERK1/2 y GSK-3, 1o que implicala activacién e
inactivacion de dichas proteinas, respectivamente. Ademas, tras la estimulacién
continuadacon el Bz-ATP, necesaria parainducir los cambios morfolégicos, el nivel
de fosforilacién de las ERK1/2 y la GSK-3 se mantenia elevado. La posible
implicacion de ambas proteinas en los efectos tréficos mediados por el Bz-ATP, asi
como suinterconexion serd abordada en estudios futuros.

P374. SENALIZACION DE LA VIA MEKS-ERKS EN CELULAS
NEURONALES

A. M. MORENO IGLESIAS*, M. UNZETA®, J. M. LIZCANO DE VEGA®

A INSTITUTO DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDADAUTONOMA DE BARCELONA. BELLA-
TERRA(BARCELONA).? INSTITUTO DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD AUTONOMA
DEBARCELONA. BELLATERRA. BARCELONA, ESPANA

Las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas) juegan un papel
fundamental enlas transducciénintracelular de sefiales yaque regulan procesos como
mitosis, expresion génicay apoptosis celular. Recientemente se hanidentificado dos
nuevos miembros de esta familia, la proteinacinasaERKS y suactivador MEKS, que
configuran unanueva viade transduccién de sefiales que juega un papel importante
en células neuronales. Esta via se activa en respuesta a sefiales que promueven la
supervivenciacelular (neurotrofinas) o enrespuestaaestrés oxidativo, implicadoen
lamediacién del daio neuronal producido durante laisquemiacerebral, asicomoen
ciertas enfermedades neurodegenerativas. Por tltimo, el reciente estudio sobre la
especificidaddeinhibidores de MAP cinasas obligaarevisaralgunadelasconclusiones
queatribuyen determinadas funciones ala viacldsicade ERK1/2, que bien podrian
atribuirse a la inhibicion de la via MEKS-ERKS El objetivo de este estudio es la
identificacién de las proteinas que interaccionan con MEKS y ERKS y su papel en
elcontrol delaactividad de estas cinasas. Paralograr este objetivo se ha utilizado el
método TAP (Tandem-Affinity Purification) en células de neuroblastoma SH-SYSY,
que permite la purificacion de complejos de proteinas en condiciones nativas. Tras
conseguirlineas estables SH-SYSY que sobreexpresan TAP-ERKS5 0TAP-MEKS, las
proteinas asociadas se purificaron mediante dos cromatografias secuenciales.

P375. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA DISTRIBUCION
ANATOMICA DELOS MRNAS DE LAS DISTINTAS SUBUNIDADES
DE LA GUANILIL CICLASA SOLUBLE EN CEREBROS DE
MAMIFEROS

M.P. PIFARRE?, A. GARCIA®, G. MENGOD®
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Laguanilatociclasasoluble (sGC)eslaprincipal dianadel NO en el sistemanervioso
central (SNC) y el GMP ciclico (GMPc) el mediador de sus importantes acciones
neuroreguladoras. LasGC esta presente en lamayoriade las células de mamiferos
como un heterodimero compuesto por una subunidades alfay beta. Dos isoformas
de cada subunidad, alfal-2 y betal-2 ,han sido clonadas. En este trabajo, hemos
estudiadoladistribucién anatomicade las células que expresan el mMRNA de estas
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subunidades en cerebro deratay mono mediante hibridacion insitu, utilizando como
sondas oligonucledtidos marcados con 33P complementarios al mRNA de las
distintas subunidades. Hemos encontramos que la subunidad betal es la mas
abundante enambas especies y suexpresiones maximaen caudado-putamen, niicleo
accumbens, tubérculo olfatorio, cortex, giro dentado y capas CA del hipocampo,
varios niicleos talaimicos e hipotalimicos, amigdala, niicleos motores del tronco
encefélicoy células de Purkinjey granulares de cerebelo. Porel contrario, el mRNA
de la subunidad beta2 no pudo ser detectado. Las subunidades alfa presentan una
distribucién diferencial, siendo mas ubicuo el mMRNA de alfal que el de alfa2. En
rata, alfal seexpresaenestriado, tubérculo olfatorio, hipocampo y capas externas
corticales. En mono, el mRNA de alfal se haencontrado en caudado y putamen,
hipocampoy capas internas corticales. La subunidad alfa2 se expresaen cerebelo,
todas las capas corticales, caudado y putamen, hipocampo y algunos nticleos del
troncoencefilicoen ambas especies.

P376. SENALIZACION INTRACELULAR EN LA MIGRACION DE
INTERNEURONAS

F. J. MARTINI GONZALEZ*, F. MOYA®, M. VALDEOLMILLOS®
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Nuestro objetivo es estudiar los mecanismos de sefializacion mediados por calcio
enlamigracién tangencial de interneuronas durante el desarrollo cortical. En su fase
migratoriaestas neuronas expresan receptores de glutamato (AMPA) y receptores
GABA , cuya activacién produce aumentos de [Ca**]i. Los cambios de calcio
intracelular juegan un papel central en la migracion neuronal. En células aisladas
hemos demostrado que el desplazamiento del niicleo durante lamigracién ocurre
de forma simultdnea o inmediatamente después de un aumento local de [Ca**]ien
laprolongacién anteriordelacélulay cercano al niicleo. Enexperimentos en cultivos
organotipicos de rodajas coronales embrionarias (E14-18) hemos marcado las
interneuronas mediante electroporacion en dreas de laeminencia ganglionar medial.
Después de 24 horasen cultivo, las células fluorescentes se estudiaron paraanalizar
sus propiedades eléctricas mediante patch-clamp y las sefiales de calcio. Resultados
preliminares deregistros en célulacompleta muestran que estas interneuronas tienen
actividad eléctrica espontdnea pero pocos canales dependientes de voltaje. Por otra
parte hemos estudiado la distribucion de elementos del citoesqueleto (NFL y
gammatubulina) y surelacién conlapolarizacion del movimiento neuronal asicomo
ladistribucién de fosfolipidos de inositol (PIP2 y PIP3) en respuesta a modifica-
ciones en los mecanismos de sefializacién mediados por PI3K.

P377. LA SUPEREXPRESION DE LA PROTEINA ANTIAPOPTO-
TICA BCL-2 EN CELULAS PC12 LIMITA LA ENTRADA Y LA
SOBRECARGA MITOCONDRIAL DE CALCIO

N. DIAZ PRIETO*, S. GALLEGO SANDIN® M. GARCIA LOPEZC, A.G.
GARCIAP, M.F. CANO ABAD®
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MEDICINA. UAM. MADRID, ESPANA

Laentrada de Ca”* viacanales de calcio no inactivantes del subtipo L produce una
sobrecarga mitocondrial de Ca>* que conduce la muerte por apoptosis de la célula
cromafin bovina (Cano-Abad et al, 2001). En el estudio presente planteamos la
hipétesis de que la proteina antiapoptdtica Bel-2 pudiera prevenir la apoptosis por
modificar dicha dishomeostasia cilcica. Para ello nos valimos de células PC12
controles y de otras que sobreexpresan Bcl-2 de formaestable. Laestimulacion con
75 mM de K* durante 10 s reduce un 70 % la elevacién de la [Ca**]c, medida con
ecuorina citosdlica, en células Bcl-2, en comparacién con las células control.
Asimismo, la captacién mitocondrial de Ca** ([Ca®"],,), medida con ecuorina
mitocondrial, se reduce desde 80 UM a 20 uM (células control y Bcl-2,
respectivamente). Esta reduccion drdstica se revierte en presencia de 0,3 uM de
BayK8644, un activador de los canales de Ca* L. Ello sugiere que la Bcl-2 estd
inactivando dichos canales. Este novedoso mecanismo podriaexplicarlos efectos
antiapoptéticos de Bel-2.
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Las proteinas UCP2/3 en la membrana mitocondrial interna desacoplan la
fosforilacion oxidativa paralasintesis de ATP liberando energiaen formade calor.
Estds proteinas estan implicadas tanto en termogénesis como en laregulacién de
laproducciénderadicales libres en las mitocondrias, actuando como neuroprotec-
tores. Las proteinas UCP2/3 se localizan en terminales catecolaminérgicos en
distintas dreas cerebrales (corteza, nicleo accumbens y estriado) y en células
dopaminérgicas del mesencéfalo. En virtud de estalocalizacion, se ha propuestoque
UCP2/3, generando calor, podria favorecer ladifusion de ladopaminaenel espacio
extrasindptico (transmisién en volumen). Para profundizar en el conocimiento de
lafuncién de UCP2/3 en el sistema dopaminérgico, hemos utilizado dos modelos
animales: 1) ratas condepleciénunilateral delainervacion dopaminérgica mediante
inyeccion del neurotoxico 6-OHDA; 2) ratones deficientes en UCP2. En estos
animales se han aplicado técnicas inmunocitoquimicas paraladeteccién de UCP2/
3, tirosina hidroxilasa (TH) y transportador de dopamina (DAT). También se han
realizado estudios de andlisis deimagen paraevaluar cambios enlaexpresién deestos
marcadores. Lasrataslesionadas con 6-OHDA presentaron un aumento en el tamaiio
delos axones varicosos que expresaban UCP2/3 y que fueron identificados como
terminales catecolaminérgicos. Enlos ratones deficientes paraUCP2 se observouna
disminucién en lainmunorreactividad para TH pero no para DAT en las dreas de
proyeccion dopaminérgica de las vias mesolimbica y nigroestriatal. Estos datos
sugieren que UCP2/3 participa activamente en la regulacién de la transmisién
dopaminérgicadelas vias ascendentes.

P379. EXOCYTOSIS OF NEUROTRANSMITTERS AFTER ELEC-
TRICAL STIMULATION OF MOUSE ADRENAL GLAND SLICE
CHROMAFFIN CELLS
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Introduction.1deal physiological experimental conditions, not achieved until now,
to study the mechanisms of neurotransmitter release would be the stimulation of
the presynaptic nerve terminal in the intact tissue. Here we have taken advantage
of the synapse splanchnic nerve-chromaftin cell to approach thisissue. Material and
methods. Wehave performed for the firsttime amperometric carbon fiberrecordings
of mouse chromaffin cells in adrenal gland slices. Results. Fast and large spike-like
shape events (SSE) were obtained after exogenous superfusion of acetylcholine
(ACh)orhighK*, as well as after field electrical stimulation of the splanchnic nerve.
However, out of the three stimuli used, only the electrical stimulation of the
splanchnic nerve evoked very long lasting responses, which started with SSE, that
switched to flickers-like shape events (FSE), becoming this finally the predominant
form of neurotransmitter release. The duration of the flickers was 10+ 0.8 ms on
average. They allowed partial release of the vesicular content ata very high frequency,
discharging large amounts of catecholamines per unit of time. Hexamethonium 5
mM antagonized the action of the endogenous ACh on the nicotinic receptor.
Discussion. Our data constitute the firstevidence of transient fusion events, recorded
under electrical activation of the presynaptic nerve terminals, that would support
secretory cell activity in situation of intense cell stimulation.
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P380. EXTRACELLULAR CALCIUM ENTRY AND PROTEIN
KINASE A ARE STIMULATED BY H3 AUTORECEPTOR
ANTAGONISM/INVERSE AGONISM IN HISTAMINERGIC
NERVE ENDINGS
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Histamine H3 autoreceptors inhibit calcium-calmodulin and cyclic AMP-dependent
proteinkinases in histaminergic nerve endings of rat brain cortical slices. Thus, it
could be expected that supression of H3 receptor constitutive activity would lead
to a stimulation of the effects mediated by these kinases, activating histamine
synthesis and release. We show here that thioperamide, a prototypical histamine H3
autoreceptor antagonist/inverse agonist, increased the stimulation of histamine
synthesis elicited by depolarization with different concentrations of potassiumions.
This effect of thioperamide is mainly due to suppression of H3 receptor constitutive
activity -inverse agonism-, asitis notrelated to the presence of released histamine
intheextracellularmedium. The N-type calcium channel blocker w-conotoxin GVIA
abolished both thioperamide and depolarization effects. Inhibition of protein kinase
A using the myristoyl-PKI14-22 peptide selectively blocked thioperamide, but not
depolarization effects. Unexpectedly, the CaMKII inhibitor myristoyl-autocamtide
inhibitor peptide only blocked depolarization effects, but it did not modify
thioperamide effects. These results suggest that constitutively active H3 receptors
repress N-type voltage sensitive calcium channels and the adenylate cyclase/protein
kinase A pathway. However, inhibition of the CaMKII pathway by H3 receptors
requires further stimulation by an agonist.
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El 6xido nitrico (NO), sintetizado en las células cromafines por la 6xido nitrico
sintasa (NOS), de tipo neural (nNOS) o NOS I [1,2], tiene un importante papel
inhibidor ténico de la secrecion basal de catecolaminas (CA) [2]. En el presente
estudio sedemuestraque el NO, tanto generado endégenamente como administrado
exdgenamente, tieneun papel dual sobrelasecrecion de CA mediada porlaactivacion
de distintos tipos de receptores reguladores de la secrecion de CA en células
cromafines (colinérgicos nicotinicos, gabérgicos y glutamatérgicos). Los efectos del
NO sobre la secrecion inducida son activadores a bajas concentraciones de NO e
inhibidores aaltas concentraciones, y son paralelos alas variaciones inducidas sobre
los niveles de calcio intracelular. Todos los agentes secretagogos estudiados
incrementaron la actividad de NOS y los niveles de GMPc, siendo este efecto en
todos los casos dosis-dependiente, especifico, e inhibido porlos inhibidores de la
NOS, loque muestraclaramente la participacion del sistema L-arginina/NO/GMPc
enelmecanismodeaccionacorto plazoporel queestos agonistas inducenlasecrecion
de CA. Porel contrario, aaltas concentraciones, el NO tiene un papel inhibidor de
la secrecion de CA estimulada por todos estos secretagogos, efecto que podria
constituirun mecanismo protector frente aun incremento exagerado delasecrecion
de CA por las células cromafines. [ 1] Oset-Gasque et al, ] Neurochem 1994; 63:
1693-700. [2] Vicente et al, J Neurosci Res 2002; 69: 327-40.

P382. ENTRADA DE CALCIO Y EXOCITOSIS ESTIMULADAS
POR PULSOS CUADRADOS DESPOLARIZANTES Y PORPO-
TENCIALES DE ACCION

1.J. ARNAIZCOT, A.M. GARCIA DEDIEGO, L. GANDIA; J.M. HERNANDEZ-
GUIJO, A.G. GARCIA

INSTITUTO TEOFILO HERNANDO, DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA, FACULTAD
DEMEDICINA, UNIVERSIDAD AUTONOMA DEMADRID. MADRID, ESPANA
FINANCIACION: MEC (BFI2003-02722, SAF2004-07307 Y BFU2004-07998

Ensinapsis, larelaciénentre entradade Ca** y liberacién de neurotransmisores guarda
unarelacion exponencial, con potencias de 3 a4. En células neurosecretoras mas
lentas hay datos que remedan alas sinapsis y otros con potencias entre 1,5y 2. En
este estudio planteamos la cuestién de si la entrada de Ca** en la célula cromafin
bovina guardaunarelacién lineal o exponencial con laliberacién de catecolaminas,
utilizando dos patrones de despolarizacién: (1) Estimulacién con potenciales de

REV NEUROL 2005; 41 (Supl 2): 96-131



accion similares alos que generala aplicacion de pulsos breves de acetilcolina; y
(2) pulsos cuadrados despolarizantes. Hemos utilizado latécnica de patch-clampen
suconfiguraciénde parche perforado, paramedir simultdneamente enlamismacélula
ICay ACm. Hemos encontrado que laentrada de Ca** por canales de Ca**activados
por voltaje (ICa), inducida por un tren de potenciales de accién a 30 Hz, produce
unarespuestaexocitética (medidacomo aumentos de lacapacidad del plasmalema,
ACm) que guarda unarelacién lineal con la entrada de Ca** (QCa). Por otro lado,
larelacion QCa/ACm se ajusta aunaexponencial conunapotenciade 1,5 cuando
lacélulaseestimulacon pulsos cuadrados (desde—80a0mV) de duracion creciente
(10a2.000 ms). Los datos sugieren que la exocitosis producida por potenciales de
accion seinactiva poco onada, debidoaunabajatasadeinactivacién de los canales
decalcioenestas condiciones experimentales, loque garantizaunarespuesta secretora
mads finay prolongada

TRANSPORTADORES

P383. EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS TRANSPORTADORES
VESICULARES DE GLUTAMATO VGLUTI1, VGLUT2 Y VGLUT3
EN EL HIPOCAMPO POSNATAL DE LA RATA
J.E.LOPEZTELLEZ*,D.BAGLIETTO VARGAS ®,1. MORENO GONZALEZC,
L. TRUJILLO ESTRADA®, A. GUTIERREZ®

A DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA Y FISIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS/
UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA.” DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICA YFISIO-
LOGIA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA. € DEPT. BIOLOGIA CELULAR, GENETICAY
FISIOLOGIA. UNIVERIDAD DEMALAGA. MALAGA, ESPANA

FINANCIACION: FIS PI030214 Y CTS-0161

Durante el desarrollo del hipocampo, el glutamato juega un papel importanteenla
organizacién de la citoarquitectura neuronal y en el establecimiento de sinapsis
excitadoras. Lamayoriade estas sinapsis excitadoras se forman durante el periodo
postnatal. A pesar de la similitud funcional de los tres transportadores vesiculares
de glutamato (VGIuT1, VGIuT2 y VGIuT3) existen grandes diferencias en cuanto
a su distribucién y nivel de expresién en el hipocampo adulto. Sin embargo, la
expresionde estos transportadores enel hipocampo en desarrollo noes bien conocida.
Aplicando técnicas inmunohistoquimicas y de inmunotransferenciahemos anali-
zado la distribucion y cuantificado la expresion de estos transportadores en el
hipocampo de rata desde el nacimiento (PO) hasta edades adultas (P90). Los tres
transportadores estan presentes desde PO, aunque con una expresion diferencial, de
tal forma que VGIuT1 se expresa de forma mayoritaria en todas las regiones del
hipocampo alolargo del desarrollo, mientras que VGluT2y VGIuT3 se expresan
de formaminoritaria. VGIuT1y VGIuT2 se encuentran exclusivamente a nivel de
neuropiloen todas las regiones hipocampales desde PO a P90, mientras que VGIuT3
se localiza en neuropilo en las dos primeras semanas y después se concentraen la
capade somas de neuronas principales. Dobles inmunomarcajes han demostradoque
VGIuT3 seexpresatambién eninterneuronas desde edades tempranas. Laexpresion
diferencial de estos transportadores vesiculares durante el desarrollo hipocampal
sugiere unacomplejaregulacion delaliberacién de glutamato durante lamaduracién
de las sinapsis glutamatérgicas.

TRANSMISION SINAPTICA

P384. ACTIVACION TONICA DE RECEPTORES PRESINAPTICOS
DE KAINATO Y SU PAPEL EN LA EXCITABILIDAD NEURONAL
DEL SISTEMA TALAMOCORTICAL

F.J. URBANO SUAREZ, J. LERMA GOMEZ

DEPARTAMENTO DENEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALI-
CANTE, CSIC-UMH. SANTJOAND’ALACANT. ALACANT, ESPANA

El sistema talamocorticotaldmico estd implicado directamente en los distintos
‘status funcionales’ del cerebro, caracterizados por un amplio espectro de oscilacio-
nes. Asimismo, el papel de las distintas subunidades de los receptores de kainato
(KAR)enelsistematilamocortical es todaviadesconocido. En el presente estudio
usamos rodajas tdlamocorticales en combinacién con herramientas farmacolégicas
selectivas paralos KAR asi comoratones deficientes paralas subunidades GluR5
0 GluR6. Las neuronas de la capa 4 de la corteza somatosensorial, identificadas
visualmente mediante microscopia de IR-DIC, se registraron usando la técnicade
registro whole-cell patch-clamp durante la estimulacién eléctrica del nicleo
Ventrobasal del tdlamo. En estas sinapsis, se observo unaclaradepresion por pares
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depulsosa20Hz,(PPR=0,72+0,03,a234°C;y 0,60+ 0,12 atemperaturaambiente
—RT-). Tras la aplicacion del antagonista inespecifico CNQX, asi como del
antagonista especifico delos KAR que contienen lasubunidad GluR5, LY 382884,
seobservé unareducciénde 30% y 20%, respectivamente, en laamplitud del primer
pulso. CNQX no cambi6 el cociente de depresion (0,65 + 0,04, p < 0,05,y 0,72
+0,05; p<0,05, 234 °Cy aRT, respectivamente), mientras que la aplicacion de
LY 382884 lo incrementd hasta 2,45 + 0,8 (p >0,05). Este efecto de CNQX no se
observéenratones deficientes paralas subunidades GluR5 o GluR6 Estos resultados
sugieren la existencia de un receptor presindptico de kainato, integrado por
heterémeros de las subunidades GluRS y GluR6, que esta constitutivamente
activadoen las sinapsis tdlamocorticales por los niveles extracelulares de glutdamico.

P385. COMPOSICION SUBUNITARIA DE LOS RECEPTORES DE
KAINATO IMPLICADOS EN LA FACILITACION DE LA
LIBERACION DE LAS FIBRAS MUSGOSAS DEL HIPOCAMPO
A. V. PATERNAIN*, J. LERMA®

A UNIDAD DE NEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE ALICANTE,
CSIC-UMH.SANJUAN DEALICANTE.” UNIDAD DENEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DE
NEUROCIENCIAS, CSIC-UMH. SANJUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

Losestudios realizados en los tltimos afios demuestran el papel de los receptores
dekainato tanto anivel postsindptico, como mediadores de la transmisién sindptica
excitadora, como presindptico modulando laliberacion de neurotransmisor. Hasta
muy recientemente se pensaba que la activacion de los receptores de kainato
presindpticos reduce laliberacion de neurotransmisoren las sinapsisde CA1y CA3
enel hipocampo. Sinembargo, laaplicacién exdgena de concentraciones bajas de
kainato facilitala transmision sindpticaen las Fibras Musgosas (FM) del hipocampo.
Incluso, laactivaciondelos receptores presindpticos de kainato enlas FM es en parte
responsable de la plasticidad sindptica de corta duracién en estas sinapsis. Conel
finde determinar el tipo de receptor de kainato implicado en la facilitacion sindptica
delas FM, hemos usado tanto un antagonistade los KAR que contienen la subunidad
GIuRS5 (LY382884), comoratones deficientes en las subunidades que conforman
los receptores de kainato (GIuRS, GluR6 y KA?2). En rodajas de hipocampo la
aplicacion de LY 382884 fue capaz de reducir la facilitacion por frecuencia de los
EPSC evocados por pulsos a 25Hz en las FM. En ratones R5—/— 0 R6—/—, esta
facilitacion se vioreduciday laaplicacion de LY 382884 no tuvo efecto en ningtin
caso. Porel contrario, en los ratones KA2—/—1a facilitacion fue normal. Nuestros
resultados demuestran que el efecto facilitador de los receptores de kainato sobre la
transmision sindpticaexcitadoraen las FM, estd mediado por receptores heteromé-
ricos formados por las subunidades GluRS y GluR6.

P386. LOS ASTROCITOS MODULAN LA TRANSMISION SINAP-
TICA EXCITADORA DURANTE LA HIPOXIA

E. MARTIN*, M. FERNANDEZ*, V. CENA*

4 UNIDADASOCIADANEURODEATH UCLM-CSIC. UNIVERSIDAD DE CASTILLA-LA MAN-
CHA.ALBACETE, ESPANA

Mas alld de la conocida participacion de los astrocitos en mantener lahomeostasis
de las neuronas gracias a la regulacion local de las concentraciones de iones y
sustancias neuroactivas, la posible intervencion de los astrocitos en lacomunicacién
neuronal durante la hipoxia no estd determinada. En el presente trabajo hemos
estudiado el papel de los astrocitos en la modulacién de la transmisién sindptica
excitadoradurante lahipoxiaen neuronas piramidales de CA 1, empleandorodajas
de hipocampo. Nuestros datos indican que 1a hipoxia provoca una disminucién de
las corrientes excitadoras postsindpticas (EPSC) através de receptores presindpticos
de adenosinatipoAl.Laperfusionde las rodajas de hipocampo con fluorocitrato,
uninhibidor metabdlico especifico de glia, fue tan efectivo como los antagonistas
delreceptor de adenosinatipo A1 en mantener laeficaciade la transmision sindptica
excitadora durante la hipoxia. Este hallazgo fue confirmado en cultivos puros de
astrocitos, donde lahipoxia produjo unincremento enlaconcentarcion de adenosina
que fue abolido por el tratamiento con fluorocitrato. Estudios en rodajas de
hipocampo y cultivos puros de astrocitos demostraron que durante los episodios
dehipoxia,laadenosinaes liberadaperse y noproviene delaconversionextracelular
de ATP o cAMP. El uso de los inhibidores del transporte de adenosina no modifica
lareduccién delos EPSC nilaconcentracién de adenosinaliberadaen los cultivos.
Durantelahipoxia, laactividad sindpticaexcitadoraes modulada presindpticamente
poradenosinaliberadadesde los astrocitos através de un mecanismoindependiente
detransportador.

111

L
=
=]
=
]
—




-—
)
o
-
=)
a

XI CONGRESO SENC. POSTERS: TRANSMISION SINAPTICA

P387 MODIFICACION DE LA DINAMICA NEURONAL BAJO
EXPOSICION A CAMPOS MAGNETICOS DE FRECUENCIA
EXTREMADAMENTE BAJA

R. PEREZ BRUZON*, R. PEREZ BRUZON®, C. MAESTU €, V. LOPEZC, A.
DEL MORALP, M. J. AZANZA®, A. DEL MORAL"

A FUNDACION HUMANISMO Y CIENCIA. FACULTAD DE MEDICINA.* FACULTAD DE
MEDICINA. UNIVERSIDAD DEZARAGOZA. ZARAGOZA.® FACULTA DEMEDICINA. UNI-
VERSIDAD DEZARAGOZA. ZARAGOZA. € INVESTIGACION. FUNDACIONHUMANISMOY
CIENCIA. MADRID.? LABORATORIO DEMAGNETISMODESOLIDOS. " LABORATORIODE
MAGNETISMO. FACULTAD DE CIENCIAS. ZARAGOZA, ESPANA

Campos magnéticos sinusoidales (AMF) de frecuenciaextremadamente baja (ELF)
(0,1-217 Hz) conintensidades entre 1-15 mT, modifican la actividad bioeléctrica
neuronal (1). Losregistros electrofisiologicos se realizan a temperatura ambiente,
entiemporeal, desde neuronas individuales de los ganglios cerebroideos de Helix
aspersa. Se utilizan microelectrodos de vidrio (didmetro de puntamenos de 1 mm,
conresistencia de 2-20 MO, rellenos de acetato de potasio 1M). Los ganglios
subesofagicos se sumerge en solucién Ringer de moluscos (NaCl 80 mM, KC14
mM, CaCl27mM, MgCI2 5 mM, enriquecidacon 10 mM de &cido pirtvico, tampon
TRIS-HCI 5 mM, pH = 8). La muestra se disponen el centro de dos carretes de
Helmbholtz (11 cmdedidmetro separadosentresi 5,5 cm). Enregistros desde neuronas
individuales la modificacion de la actividad bioeléctrica es madxima cuando la
frecuencia del CM estd proxima a la espontanea neuronal (2). Hemos registrado
actividad oscilatoriay de reclutamiento (1) que, enregistros simultdneos desde pares
de neuronas escogidas al azar, evolucionan aunaactividad tipicade sincronizacion
(3). Eneste trabajo se ha profundizado en la dindmica neuronal y en la génesis de
la sincronizacién, poniéndose de manifiesto la activacién de redes neuronales
elementales bajo exposicion acampomagnético. Sehadesarrolladoun modelofisico
que explicalos resultados obtenidos.

P388. MODULACION POR SEROTONINA DE LAS RESPUESTAS
SINAPTICAS EXCITADORAS EVOCADAS POR FIBRAS CALLO-
SAS SOBRE NEURONAS CORTICALES EN EL RATON

J. A. TROCA-MARIN*, E. GEJO-BARRIENTOS

* UNIDAD DE NEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE ALICANTE.
UMH-CSIC.SANTJOAND’ALACANT.” UNIDAD DENEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DE
NEUROCIENCIAS DEALICANTE. SAN JUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA
FINANCIACION: BFI2002-03467

Las fibras del cuerpo calloso forman conexiones sindpticas excitadoras sobre las
neuronas del neocértex. Hemos estudiado estas respuestas sindpticas y sumodu-
lacién por serotonina (5-HT) enrodajas de corteza frontal de raton in vitro (300 micras
de grosor). Las corrientes sindpticas excitadoras (EPSC) evocadas por fibras callosas
se han registrado mediante whole cell patch-clamp (en presenciade 5 microM de
bicuculina) en neuronas piramidales y no piramidales identificadas visualmente. La
5-HT y los agonistas serotoninérgicos se aplicaron disueltos en la solucién
extracelular. En 19 neuronas, 1a 5S-HT (40 microM) produjo un aumento reversible
de la amplitud de las EPSC callosas en 6 neuronas (control 28,8 7,4 pA; 5-HT
67,4+ 14,6 pA; media+se; p<0,05), unadisminucién en otras 6 neuronas (control
23,8 £4,4 pA; 5-HT 14,3 £2,2 pA; p < 0,05) y no tuvo efecto en las restantes.
Paraestudiarlosreceptores de 5S-HT implicados en estos efectos utilizamos agonistas
especificos delosreceptores 5S-HT1A (8-OH-DPAT) y 5-HT2A (DOI). E1 8-OH-
DPAT (10 microM) produjo una disminucion de las EPSC callosas en 4 de 14
neuronas (de 34,2 £7,1 pA a 16,0 + 2,6 pA; p =0,05) y no tuvo efecto sobre el
restodelas neuronas. EIDOI (10 microM) produjo un aumento de las EPSC callosas
en4de 15neuronas (de22,4+5,0pAa32,5+5,7pA;p<0,005)ynotuvoefecto
sobre el resto de las neuronas. Estos resultados muestran que la 5S-HT modula las
sinapsis corticocorticales contralaterales mediante receptores de tipo S-HT 1Ay 5-
HT2A y que estos receptores parecen tener un efecto contrapuesto sobre estas
respuestas sindpticas.

P389. ESTRUCTURA DE LAS CELULAS PIRAMIDALES DE LA
CORTEZA CEREBRAL DEL RATON: VARIACIONES ENTRE
AREAS CORTICALES

R. BENAVIDES-PICCIONE#, F. HAMZEI-SICHANTI®, 1. BALLESTEROS-
YANEZ*, J. DEFELIPE *, R. YUSTE®

A NEUROANATOMIA Y BIOLOGIA CELULAR. INSTITUTO CAJAL. MADRID, ESPANA.® DEPT.
BIOLOGICALSCIENCES. COLUMBIA UNIVERSITY. NUEVA YORK, ESTADOS UNIDOS
Estudios recientes en primates han demostrado que la estructura de las células
piramidales varfa entre dreas corticales y especies. En particular, estos estudios
muestran que tanto el tamafio como lacomplejidad de los drboles dendriticos, asi
como ladensidad, y nimero total de sus espinas dendriticas varfa enormemente.
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Sinembargo, se desconoce si estadiferenciacion delas células piramidales es tinica
de los primates o por el contrario es comtin a otras especies de mamiferos. En el
presente estudio se hainvestigado laestructura dendriticade 90 células piramidales
delacapallldelacortezafrontal, temporal y occipital del ratén utilizando, por primera
vez, un andlisis multidimensional de mds de 150 variables morfoldgicas. Este
andlisis prueba, de acuerdo con los estudios previos realizados en primates, que la
morfologiadendriticaes caracteristicamente distintaen diferentes dreas corticales.
Ademds, este estudio muestra que estas diferencias no estdn relacionadas con la
posicionfisicadelaneuronaenlacorteza, porloquenose podrianexplicar asumiendo
gradientes rostrocaudales. Estos resultados sugieren que cada drea cortical estd
formada por componentes neuronales especificos.

P390. DISTRIBUTION OF SYNAPTOBREVIN/VAMP 1 AND 2 IN
RAT BRAIN

A. RAPTIS RODRIGUEZA, B. TORREJON ESCRIBANO®, I. GOMEZ DE
ARANDA®, J. BLASI CABUS*

A DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA Y TERAPEUTICA EXPERIMENTAL. FACULTAD DE
MEDICINA - UNIVERSIDAD DEBARCELONA (CAMPUS DEBELLVITGE). L’HOSPITALET
DELLOBREGAT(BARCELONA). % SERVEIS CIENT] TFIC-TECNICS. CAMPUS DEBELLVIT-
GE. UNIVERSIDAD DE BARCELONA. LEIOA, BIZKAIA, ESPANA

The synaptobrevin/VAMP family of proteins, which are essential for neurotrans-
mitter release, are the vesicle donor SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein (SNAP) receptor) proteins first described in synaptic
vesicles at nerve terminals. Two synaptobrevin/VAMP isoforms are involved in
calcium-dependent synaptic vesicle exocytosis, synaptobrevin/ VAMP 1 and synap-
tobrevin/VAMP 2. However, the functional significance of these two highly
homologousisoforms remains to be elucidated. Here we used immunohistochemi-
cal,immunofluorescence and confocal microscope techniques to localize the two
synaptobrevin/VAMP isoforms inrat brain areas, particularly in nerve terminals.
Ourresults show that the two isoforms are present in the rat central nervous system
and that their expression overlaps in some areas. However, a distinct distribution
pattern was detected. Synaptobrevin/VAMP 2 is the most abundant isoform in the
rat brain and is widely distributed. Although synaptobrevin/VAMP 1 is less
abundant, it is the main isoform in particular brain areas (e.g. zona incerta at the
subthalamus or nerve terminals surrounding thalamic neurons). The colocalization of
synaptophysin with synaptobrevin/VAMP 1 demonstrates the presence of thisisoform
insubsets of nerve terminals. These results indicate that each synaptic vesicle donor
SNARE proteinisoform could have a specialized role in the neurosecretory process.

P391. LA ALFA-SINUCLEINA ESTA INVOLUCRADA EN LA
TRANSMISION SINAPTICA A NIVEL DE LAS CAPAS PLEXIFOR-
MES EXTERNA E INTERNA DE LA RETINA DE VERTEBRADOS
A. ANGULO*, J. MARTIN-NIETO®, G. MARTINEZ-NAVARRETE®, M. T.
HERREROP”, N. CUENCA ¢

* DEPARTAMENTOINTERUNIVERSITARIO DEOPTICA.” DEPARTAMENTO DEFISIOLO-
GIA, GENETICAYMICROBIOLOGIA.“ DEPARTAMENTO DEBIOTECNOLOGIA. UNIVER-
SIDAD DEALICANTE. ALICANTE.” DEARTAMENTO DEANATOMIA HUMANAY PSICO-
BIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA, ESPANA

FINANCIACION: BFI2003-01404, GV04B/452, ONCE, FUNDALUCE

Objetivos. La alfa-sinucleina es un proteina de amplia expresion en el SNC
involucradaen la transmision sindptica y en la plasticidad neuronal. Esta proteina
presindptica constituye el componente mayoritario delos cuerpos de Lewy caracte-
risticos delaenfermedad de Parkinsony varias demencias, atribuyéndosele un papel
importante en la neurodegeneracion. El objetivo de este estudio es determinar la
presenciay distribucion de la alfa-sinucleina en laretina de distintos vertebrados.
Métodos. Sehan utilizado técnicas de immunoblotting e inmunofluorescencia para
determinar la presenciay localizacion de laalfa-sinucleinaen extractos deretinay
sobre cortes de criostato y secciones ultrafinas. Serealizaron inmunotinciones dobles
otriples paraidentificarlos tipos neuronales especificos que expresan esta proteina.
Resultados. De entre las diversas fracciones oculares analizadas mediante immuno-
blotting, se detectd expresion de alfa-sinucleinaen laretinaneural en todas lasespecies
analizadas. Estaproteinaselocalizaenlos fotorreceptores, tanto conos comobastones,
especialmente en los discos de sus segmentos externos y en las cintillas sindpticas
de sus axones terminales. También se expresaalfa-sinucleinaen los somas de células
amacrinasy bipolares, asicomo en sus terminales dendriticos localizados enlacapa
plexiforme interna. Conclusiones. La alfa-sinucleina puede estar implicadaen la
formacion de los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores y en la
transmision sindpticas a nivel de sus axones terminales. También interviene en la
transmision sindpticaen lacapaplexiforme interna, jugandoun papel enlaformacion
oreciclaje delas vesiculas presindpticas.
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P392. ESTUDIO DE LA TRANSMISION SINAPTICA EN LA UNION
NEUROMUSCULAR EN UN MODELO ANIMAL DE ATROFIA
MUSCULAR ESPINAL

R. RUIZ LAZA, L. TABARES DOMINGUEZ
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UNIVERSIDAD DESEVILLA. SEVILLA, ESPANA

Losratones nmd (neuromuscular degeneration) presentan unamutacién espontanea
autosémicacon caracter recesivoen el gen denominado Ighmbp2 (immunoglobulin
m-binding protein 2).El fenotipode estosratones se asemejaen granmedidaalaatrofia
muscularespinal enhumanos (SMA) caracterizada por debilidad muscular progresiva
de las extremidades de origen neurogénico, debida a la pérdida de motoneuronas
inferiores, lo que conlleva a una disfuncién motora grave y muerte prematura. La
identificacién del gen causante del fenotipo en ratones nmd ha sido muy ttil parala
posterior identificacion en el genoma humano del gencausante de uno de los tipos
clinicos de SMA en humanos, denominado atrofia muscular espinal con distrés
respiratorio (SMARD). Nosotros estamos estudiando este modelo animal in vitro
mediante técnicas electrofisioldgicas y deimagen paracomprender mejor la transmi-
sion sindptica en la unién neuromuscular y los mecanismos fisiopatolgicos que
intervienen en éstaenfermedad. La cuantificacion del tamaiio de las placas motoras
mediante bungarotoxina-rodamina mostraron una menor superficie de receptores
nicotinicos postsindpticos en los animales mutantes (389 +29 mm?, n =28 fibras,
2 animales) en relacién conlos controles (502 +32 mm?, = 14 fibras, 2 animales).
Lafrecuenciay el tamafio de los potenciales espontidneos miniatura parecen no estar
afectadosenlos mutantes. La actividad evocada, sinembargo, presentauna serie de
alteraciones compatible con un defecto en laneurotransmision.

P393. SINAPTOLOGIA DE LAS ESPINAS DENDRITICAS DE LA
CORTEZA VISUAL DE RATON ADULTO

J.I ARELLANO CABORNERO*, A. B.ESPINOSA MARTINEZ®, A. FAIREN ®,
R. YUSTE®, J. DEFELIPE®

A DEPARTAMENTO DENEUROANTOMIA Y BIOLOGIA CELULAR.” DEPARTAMENTO DE
NEUROANATOMIA Y BIOLOGIA CELULAR. INSTITUTO CAJAL(CSIC). MADRID.® NEURO-
BIOLOGIA DELDESARROLLO. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. ALICAN-
TE.“ DEPT. OF BIOLOGICALSCIENCES. COLUMBIA UNIVERSITY. NUEVA YORK, ESPANA
Las espinas dendriticas son apéndices que cubren las dendritas de las neuronas
principales de la corteza cerebral: células piramidales y células estrelladas con
espinas. Los estudios de microscopia electrénica de la neocorteza han descrito
tradicionalmente que las espinas dendriticas establecen una sinapsis asimétrica
(excitadora), y aproximadamente un 20% de ellas recibe ademds otra sinapsis que
puede ser asimétrica o simétrica (inhibidora). Esta hipdtesis es hoy ampliamente
aceptada, aunque hastalafechano se ha analizado de forma sistematica si todas las
espinas dendriticas de laneocorteza establecen sinapsis, 0 si existen espinas que no
presentansinapsis. Enel presente estudio hemos analizado estacuestiénenlacorteza
visual de ratones adultos (8-12 semanas), a partir del andlisis al microscopio
electrénico de secciones seriadas de dendritas tefiidas con Golgi virado al oro. Se
han reconstruido 121 espinas de células piramidales de capa II-III: 90 de ellas
pertenecientes adendritas basales y 31 aladendrita apical. Los resultados muestran
que 3 espinas basales y 4 apicales no presentan sinapsis, indicando en conjunto que
un 5,8% delas espinas dendriticas noestablecen contactos sindpticos. Considerando
que una célula piramidal de capa II-III en la corteza visual de ratén presenta
aproximadamente 3.000-5.000 espinas, nuestros resultados indican que cada
neuronadispondriadeentre 150-250 espinas dendriticas nosindpticas. Laexistencia
de estas espinas no sindpticas sugiere que pueden estar disponibles para el
establecimiento de nuevas conexiones sindpticas, un fenémeno que podria estar
relacionado con procesos de aprendizaje y memoria.

P394. HUMAN AUTOANTIBODIES AGAINST EARLY ENDOSOME
ANTIGEN-1 (EEA1) MODIFY SYNAPTIC TRANSMISSION

S. SELAK, A. V. PATERNAIN, J. LERMA

UNIDAD DENEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE, CSIC-
UMH. SANJUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

Previous studies have shown that patients bearing autoantibodies directed against
early endosome antigen 1 (EEA 1) develop neurological deficits. EEA1isaperipheral
membrane protein associated with the cytoplasmic face of early endosome and is
akey factor controlling vesicle fusion during endocytosis. Although the role of EEA 1
in endocytosis of non-neuronal cells has been extensively studied, very little is
known about the function of this protein in the nerve tissue. In the neuronal cells,
early endosomes are present atboth pre-synaptic and post-synaptic nerve terminals
where they seemtobeinvolvedinrecycling of synaptic vesicles and neurotransmitter
receptors. Toinvestigate the role of EEA 1 antibodies in neurotransmission, we have
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purifiedimmunoglobulins from a serum of a patient with neurological disease and
ahightiter of EEA 1 autoantibodies. Electrophysiological recordings of neuronsin
mouse hippocampal slices were carried out including in the pipette solution
containing the purified EEA 1 antibodies or the immunoglobulins isolated from a
normal human serum. The inclusion of EEA 1 antibodies produced arun-up of EPSC
recorded from both CA1 and CA3 pyramidal neurons, which was absent in the
recordings obtained in the presence of control human immunoglobulins or in the
absence of antibodies. In contrast, inclusion of EEA 1 antibodies had no effect on
inhibitory synaptic responses. This specific effect on excitatory synaptic transmis-
sion may be due to the impairment of internalization of specific glutamate receptors
and their subsequent accumulation in the synapse. These results may account for
the observed neurological deficits.

P395. INTEGRACION DE ESPIGAS DENDRITICAS Y SU PAPEL
EN LA DECISION DE SALIDA EN CELULAS PIRAMIDALES DE
CA1 DURANTE ACTIVACION SINCRONICA: ESTUDIO
COMPUTACIONAL

J. M. IBARZ DEL OLMO®, I. MAKAROVA®, O. HERRERAS *

A DEPT. DEINVESTIGACION. HOSPITALRAMON Y CAJAL. MADRID.® FACULTAD DE
OPTICA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE. MADRID, ESPANA

Elinicioy propagacion de espigas dendriticas modificaradicalmente el concepto
deintegracion postsindpticay cuestionael sitio de toma de decision de salida celular
[1]. Su fuerte comportamiento no lineal las hace muy dependientes de factores
experimentales. Hemos realizado un estudio paramétrico para explorar como
diferentes variables interaccionan durante suinicioy surelacion con lasalidaaxonal
enunmodelo piramidal de CA1 calibrado experimentalmente. Serealizé un andlisis
cruzadoentreel patronde entrada, excitabilidad relativade ax6n y dendritas, presencia
y modulacién de canales i6nicos e inhibicion. Corrientes subumbral y espigas se
generan tanto en ramas activadas sindpticamente como en otras, cuyaintegracion
local produce diferentes modalidades de activacién del tronco apical conimpacto
variable enlasalidaaxdnica. Laactivacion sincrénica generd espigas en un nimero
variable de ramas que, en el eje tronco-soma-axon, produjeron una espiga no
propagada, pseudosaltatoria, conduccion continua (feed-forward), oretropropagada
(backpropagation). Sinembargo, el modo varié enormemente cuando se analizan
dos 0 mds variables, hasta hacerse impredecible. La agrupacion de entradas en
dendritas cercanas y la modulacién favorable de la electrogénesis de Na* o Ca™
favorecenladecision apical, mientras que lainhibicién cambialadecision de salida
alaxény conmutaentre modos de disparo dendritico. Proponemos que las dendritas
actiancomodiscriminadores de entradas capaces de generar salidainmediatadurante
algunos pero no otros patrones de entrada, para lo cual es necesaria cierta
sincronizacion. [1] Canals et al, ] Neurophysiol 2005; 93: 909-18.

P396. LA FACILITACION DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO
MEDIADA POR LA ACTIVACION DE RECEPTORES DE KAINATO
INVOLUCRA A LA PROTEINA QUINASA A EN EL HIPOCAMPO
DE LA RATA

A. RODRIGUEZ MORENO, T. SIHRA

DEPARTMENT OF PHARMACOLOGY. UNIVERSITY COLLEGE LONDON. LONDRES, REI-
NOUNIDO

FINANCIACION: WELLCOMETRUST (SIHRA)Y EMBO (RODRIGUEZ-MORENO)

Se han explorado los mecanismos involucrados enla facilitacion de la liberacién
de glutamato mediada por laactivacion de receptores de kainato. Se han realizado
experimentos tanto en sinaptosomas como enrodajas de hipocampo. En sinapto-
somas, la aplicacion de distintas concentraciones de kainato (10-300 uM) en
presencia de SYM2206, produjo un aumento de la liberacion de glutamato y en
ningtn caso se observé unadisminucion enlamisma. Enrodajas, concentraciones
nanomolares de kainato produjeron un aumento de laliberacién de glutamato. Para
descartarlaposibilidad de que el efecto de kainato sobre laliberacién de glutamato
se produjerade formaindirectaporlaactivacion deotrotipo dereceptores, sellevaron
acabo los experimentos en presenciade un cictel de sustancias que bloquean los
receptores que pudieran mediar este efecto. Kainato fue igualmente efectivo en
aumentar laliberacion de glutamato. En presenciade CNQX, el efecto de kainato
fueimpedido. Elaumento delaliberacion de glutamatoenrodajas y ensinaptosomas,
mediadaporlaactivacién delosreceptores dekainato fue ocluido porlaestimulacion
delaadenilato ciclasay suprimido porlainhibicién dela proteinacinasaA. Estos
resultados indican que los receptores de kainato presentes en los terminales
presindpticos del hipocampo median la facilitacion de laliberacién de glutamato
mediante un mecanismo que conllevalaactivaciénde unacascadaqueinvolucrala
adenilato ciclasa, aumento de cAMP y activacion de la proteina cinasaA.
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P397. LA PROTEINA CINASA A PARTICIPA EN LA INHIBICION
DE LA LIBERACION DE GLUTAMATO MEDIADA POR LA
ACTIVACION DE RECEPTORES DE KAINATO EN LAS FIBRAS
MUSGOSAS DE HIPOCAMPO

J.V.NEGRETE-DIAZ,].M. DELGADO-GARCIA, A. RODRIGUEZ-MORENO
DIVISION DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE. SEVILLA, ESPANA
FINANCIACION: BFI2002-00936 DEL MCYT

Losreceptores de glutamato de tipo kainato estdn presentes en las fibras musgosas
del giro dentado del hipocampo, donde modulanlaliberacion de glutamato. En este
estudio se hanexplorado, enrodajas de hipocampo, los mecanismos que participan
enlainhibiciéndelaliberacién de glutamato por las fibras musgosas, mediada por
la activacion de los receptores de kainato. En estas rodajas de hipocampo, la
aplicaciéndekainato produjo unadisminuciondelaamplitud mediadelas corrientes
excitadoras postsindpticas (EPSC) aconcentraciones que variaronde 1 a 100 uM.
Elandlisis del coeficiente de variacion (CV) indicaun mecanismo presindptico de
accion para estos receptores. El efecto de kainato fue antagonizado por CNQXy
persistié tras el pretratamiento de las rodajas con un céctel de antagonistas para
receptores cuya activacion podria potencialmente mediar la inhibicién de la
liberacién de glutamato observada. Los resultados obtenidos indican que la
inhibicién de laliberacion de glutamato observada es mediada porla activacion de
receptores presindpticos de glutamato, de tipo kainato. Esta accién de kainato fue
suprimida por la inhibicion de la proteina cinasa A, mediante H-89 o Rp-cAMP.
Estos resultados permiten concluir que los receptores de kainato presentes en los
terminales presindpticos en el hipocampo median lainhibicién delaliberacion de
glutamato mediante un mecanismo que involucra a la proteina cinasaA.

P398. MEDIDA EN TIEMPO REAL DE LA TRANSMISION SI-
NAPTICA EN LA PLACA NEUROMUSCULAR MEDIANTE
IMAGEN DINAMICA

L. TABARES*, R. RUIZ*, P. LINARES *, R. FERNANDEZ-CHACON®, G.
ALVAREZ DE TOLEDO*

A DEPARTAMENTO FISIOLOGIA MEDICA Y BIOFISICA. FACULTAD DEMEDICINA. UNI-
VERSIDAD DESEVILLA. SEVILLA.® DEPARTAMENTO FISIOLOGIAMEDICA Y BIOFISICA.
FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DE SEVILLA. SEVILLA, ESPANA

Hemos medido en tiempo real el ciclo de las vesiculas sindpticas en la placa
neuromuscular in vitromediante imagen cuantitativa, en ratones transgénicos que
expresansynaptopHluorin (spH). SpH es unaconstruccion de la proteina vesicular
sindptica synaptobrevin, y la proteina fluorescente sensible a pH (pHluorin). SpH
emite fluorescencia cuando se expone al pH del medio extracelular (~7,4) y dejade
emitir cuando el interior de la vesicula se acidifica (~5,5). Lamedida de distintos
pardmetros electrofisioldgicos de latransmisin sindptica en ratones que expresan
spH no mostraron ninguna diferencia en el tamafo cudntico o la probabilidadde
liberaci6én con los controles. Laestimulacion del terminal nervioso mediante trenes
de potenciales de accion adistintas frecuencias (10-100 Hz) produjo laaparicién de
fluorescencia en determinadas dreas del terminal presindptico, de intensidad
proporcional alaintensidad y duracion de la estimulacion. Paralelamente huboun
incremento progresivodelasuperficie fluorescente en el terminal. Tras la finalizacion
del tren de estimulacion se produjo una disminucién progresivade fluorescencia
hastallegaralos niveles basales preestimulacion, correspondiente alainternalizacion
y acidificacién posterior de las vesiculas sindpticas. El estudio de 1a amplitud y
cinética de estas respuestas nos estd permitiendo medir la tasa de exocitosis y
endocitosis de forma simultdnea, asi como, el tamafio de la poblacién de vesiculas
que se movilizan con la estimulacion.

P399. DENSIDAD Y MORFOLOGIA DE LAS ESPINAS DEN-
DRITICAS DE LAS CELULAS PIRAMIDALES DE LA CORTEZA
CEREBRAL DEL RATON

I. BALLESTEROS YANEZ*, R. BENAVIDES PICCIONE®, G. N. ELSTON ¢,
R. YUSTEP, J. DEFELIPE"®

*NEUROANATOMIA Y BIOLOGIA CELULAR.” NEUROANATOMIA Y BIOLOGIA CELULAR.
INSTITUTO CAJAL, CSIC. MADRID. “ VISION, TOUCH AND HEARING RESEARCH CEN-
TRE. THE UNIVERSITY OF QUEENSLAND. QUEENSLAND, AUSTRALIA.” DEPT. OF BIO-
LOGICALSCIENCES. COLUMBIA UNIVERSITY. NEW YORK.* NEUROANATOMIA Y BIO-
LOGIA CELULAR. INSTITUTO CAJAL. MADRID, ESPANA

Las espinas dendriticas fueron descritas por primera vez por Cajalen 1888 como
estructuras que sirven para laconexion entre axones y dendritas. Desde entonces
numerosos investigadores han estudiado la morfologia, densidad, conexiones
sindpticas, plasticidad y funcién de las espinas. Recientemente, se han encontrado
diferencias significativas en densidad y nimero total de espinas de las células
piramidales en distintas dreas corticales y especies, principalmente de primates.
Estos estudios sugieren diferencias funcionales de las células piramidales en las
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distintas dreas corticales. En el presente estudio hemos analizado la densidad y
morfologiadelas espinas dendriticas en distintas dreas corticales del raton. Paraello
hemos examinado alrededor de 17000 espinas dendriticas procedentes de 90
dendritas basales de neuronas piramidales de la capa IIl de la corteza frontal (drea
M2), temporal (A1/S2)y occipital (VIM/V1B). Al contrario de lo que sucede en
primates, ladensidad delas espinas dendriticas enlas tres dreas corticales analizadas
del ratén permanece constante, sin embargo, encontramos diferencias en su
morfologiapor dreas, siendo las espinas dendriticas de 1a corteza frontal de mayor
tamano quelasdelacortezatemporal y éstas asu vezmds grandes que las de lacorteza
occipital. Estos datos indican que, en la corteza cerebral del ratén, existen aspectos
delaestructuradelacélula piramidal que varfan en funcion del drea (morfologia de
lasespinas), mientras que otros permanecen constantes (densidad de espinas). Estas
diferencias podrian estar relacionadas con las diferencias en el procesamiento de
informacion entre dreas corticales y especies.

PLASTICIDAD SINAPTICA

P400. PLASTICIDAD SINAPTICA EN SINAPSIS DE LA AMIGDALA
CENTRAL QUE EXPRESAN RECEPTORES DE NMDA CON
SUBUNIDADES NR2B

M. LOPEZ DE ARMENTIA, FERNANDEZ DE TROCONIZ*, P. SAH®

A QUEENSLAND BRAININSTITUTE.® QBI. THE UNIVERSITY OF QUEENSLAND. BRISBA-
NE,AUSTRALIA

Losreceptores de NMDA juegan un papel importante en fendmenos de plasticidad
sindptica. Recientemente se ha sugerido que las diferentes subunidades que forman
elreceptor de NMDA participan en distintas formas de plasticidad sindptica. Las
neuronas del sector central de laamigdala (CeL) expresan receptores sindpticos de
NMDA formados por subunidades NR2B. En este trabajo estudiamos fenémenos
de potentacion (LTP) y depresion (LTD) sindpticaalargo plazo en neuronas de CeL.
Enrodajas de cerebro de rata mantenidas in vitro se registré laactividad eléctrica
conunequipodepatch clamp,enlamodalidad de whole cell. Laactivacion tetdnica
de las aferencias provenientes del niicleo parabraquial producia LTP que no era
dependiente dereceptores de NMDA, ni de un incremento de calcio postsindptico.
LaLTP conllevabaunareduccionenlafacilitacion de pulsos pareados (PPF) loque
sugeria un incremento en la probabilidad de liberacién de neurotransmisor
presindptica. Laactivacion delaadenil ciclasacon forscolinapotenciabalarespuesta
sindptica produciendo unareduccion similar en PPF. LaLTP quedaba ocluida por
la forscolina y se inhibfa con H89 un bloqueante de la proteina cinasa A. La
estimulacion abaja frecuenciade estas aferencias producia LTD que eradependiente
dereceptores de NMDA y elevacion del calcio postsinaptico. No habia cambios en
laPPFtraslainduccion de LTDy ésta se inhibiacon dos bloqueantes de la proteina
fosfatasa, la caliculinay el 4cido ocadaico. Las aferencias provenientes del niicleo
parabraquial en CeL muestran LTP presindptica y LTD postsindptica.

P401. INDUCCION COLINERGICA DE POTENCIACION A
LARGO PLAZO (LTP) EN SINAPSIS GLUTAMATERGICAS DE
NEURONAS PIRAMIDALES DE CA1 DE HIPOCAMPO DE LA
RATA

D. FERNANDEZ DE SEVILLA, M. FUENZALIDA, W. BUNO
DEPARTAMENTO DE PLASTICIDAD NEURAL. INSTITUTO CAJAL. MADRID, ESPANA

LaLTPen las sinapsis glutamatérgicas de hipocampo es un modelo universalmente
aceptadoenelestudiode los mecanismos de plasticidad sindpticaque subyacenaciertos
tipos de memoriay aprendizaje. Elhipocamporecibe proyecciones colinérgicas que
juegan un papel fundamental en estos procesos cognitivos. Utilizando registros
electrofisiolégicos de patch clamp y fluorométricos de calcio (Ca**) intracelularen
rodajas transversales de hipocampo derata, hemos analizado el papel de laacetilcolina
(Ach)enlainducciénde LTPenneuronas piramidalesde CA 1. Lascorrientesexcitadoras
postsindpticas (EPSC) fueronevocadas porestimulaciéneléctricadelas colaterales de
Schaffer, siendo las sinapsis inhibitorias bloqueadas con picrotoxina. La aplicacién
somatica focalizada de Ach (300 ms, 40 psi; picospritzer) indujo; 1) un aumento en
la concentracién de Ca* intracelular, 2) una corriente de entrada y una inhibicién
presindptica transitorias seguidas de LTP. Pirenzepina, inhibidor especifico de los
receptores muscarinicos M1, bloqueé todos los efectos de ACh. LaLTPy el aumento
decalcio postsindptico se bloquearon con thapsigargina (liberador del Ca?* intracelular),
siendo resistentes a APV y MCPG (antagonistas de los receptores de glutamato de
NMDA y metabotrépicos, respectivamente). Asi, nuestros resultados indican que la
AChescapazdeinducirLTPenlas sinapsis glutamatérgicasde CA 1 porun mecanismo
postsindptico, de origen muscarinico, que estariamediado porlaliberacion de calcio
desdeelreticuloendopldsmico.
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P402. REGULACION DEL SPIKE TIMING DEPENDENT
PLASTICITY POR LA HIPERPOLARIZACION LENTA POST-
ESPIGA (SAHP)

M. FUENZALIDA, D. FERNANDEZ DE SEVILLA, W. BUNO
DEPARTAMENTO PLASTICIDAD NEURAL. INSTITUTO CAJAL. MADRID, ESPANA

El sustrato neuronal del aprendizaje depende de los cambios en la eficacia de las
conexiones sindpticas. De acuerdo con el postulado de Hebb, las sinapsis
incrementan su eficacia cuando las neuronas conectadas son activadas simultdnea-
mente. Estudios recientes han demostrado que laasociacion entre laactividad pre
y postsindptica puede inducir LTP or LTD dependiendo del orden temporal entre
los potenciales de accion prey postsindpticos. Este fendmeno es denominado spike
timing dependent plasticity (STDP). Hemos investigado laregulacién delaSTDP,
mediada por una conductancia de potasio dependiente de calcio, que genera una
hiperpolarizacion lenta postespiga (SAHP). Utilizando registros de patch-clamp en
somay dendrita de neuronas piramidales de CA 1 del hipocampo, generamos LTP
o LTD, apareando un potencial postsinaptico excitatorio (EPSP) con un potencial
deacciénretropropagado evocado porlainyeccion de corriente en el soma. Hemos
observado un bloqueo de la induccién de LTP y LTD cuando el STDP se indujo
durantelasAHP. Ademas, el STDP generado durante lasAHP es capaz de revertir
el LTPen sinapsis recientemente potenciadas. Nuestros resultados indican, que la
sAHP puede jugar un papel importante en laregulacién de la ventana temporal de
coincidenciaentre el EPSPy el potencial de accién postsindptico determinando la
polaridady flexibilidad de 1as conexiones sindpticas.

P403. ALTERACION DE LA NEUROTRANSMISION POR BETA-
AMILOIDE: IMPLICACION DE MECANISMOS DE SUSCEP-
TIBILIDAD SINAPTICA

J. SANTOS TORRES, A. DE LA FUENTE JUAN, J.M. CRIADO GUTIERREZ,
A. SANCHEZ RIOLOBOS, V. GOMEZ BAUTISTA, J. YAIEYA PEREZ
INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON. UNIVERSIDAD DE SALAMAN-
CA.SALAMANCA, ESPANA

Los depdsitos fibrilares de 3-amiloide son uno de los principales marcadores
histopatoldgicos enlaenfermedad de Alzheimer, sin que se hayan esclarecido aun
los mecanismos celulares y moleculares que los inducen. En el presente estudio se
haevaluado el efecto del péptido B-amiloide sobre larespuesta sindpticaexcitatoria
evocadaanivel del dreaseptal medial enrodajas de cerebroderatautilizandolatécnica
de voltaje clampen laconfiguracién de whole cell. Laestimulacion con intensidades
subumbrales enlabandadiagonal de Broca generaen las neuronas del septum medial
unacorriente excitatoria postsinaptica (EPSC) que se bloquea con antagonistas para
glutamato (CNQX,APV). Laaplicacionde 3-amiloide (1-4 M) deprime larespuesta
sindptica (p <0,01) sin modificar las caracteristicas del potencial de accién. Sin
embargo, la depresion de EPSC no se observo en todos los casos, lo que sugiere
laimplicacion de factores de susceptibilidad sindptica, no asociadaalatransmision
glutamatérgica. Laperfusién con bloqueantes mucarinicos (atropinay/o pirenzepina)
bloque6 en el 65% de los casos el efecto depresor del B-amiloide, sugiriendo la
implicacion de los receptores muscarinicos entre los factores que median la
sensibilidad sindptica al péptido. Estos resultados apoyarfan la hipdtesis que sugiere
que los déficits cognitivos en las primeras fases del desarrollo de laenfermedad de
Alzheimer, antes delaformaciénde placas amiloides, podrianasociarse alaalteracion
sindptica glutamatérgica.

P404. EFECTO SUPRESOR DEL PEPTIDO $-AMILOIDE SOBRE
LA RESPUESTA COLINERGICA EVOCADA EN EL COMPLEJO
BASOLATERAL AMIGDALINO

J. M. CRIADO GUTIERREZ*, A. DE LA FUENTE JUAN®, S. ASHENAFI
ASAMINEW ®, J. SANTOS TORRES ®, M. HEREDIA CHONS ®, J. YAJEYA €
A DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA; FACULTAD DEMEDICINA. INS-
TITUTO DENEUROCIENCIAS DE CASTILLA YLEON. SALAMANCA. ® DEPARTAMENTO
DEFISIOLOGIAY FARMACOLOGIA; FACULTAD DEMEDICINA. € PEREZ. UNIVERSIDAD
DESALAMANCA. SALAMANCA, ESPANA

Laacumulacién del péptido 3-amiloide juega un papel fundamental en la patogenia
de la enfermedad de Alzheimer. Numerosos estudios demuestran una clara
correlacion entre estaenfermedad y el acimulo del péptidoen el SNC, siendo la
amigdalaunade las primeras estructuras en afectarse. Estudios previos realizados
en nuestro laboratorio sugieren que el 4-amiloide afecta la transmision glutama-
térgicaatravés de los canales de calcio voltaje dependientes. Otros autores, sin
embargo, sostienen que su efecto se realizaa través de receptores muscarinicos.
Con el fin de evaluar esta posibilidad hemos utilizado la técnica de registro
intracelular, en la modalidad de fijacion de corriente, en rodajas de amigdala
obtenidas de ratas adultas. La estimulacion a alta frecuencia (200 Hz, 100 ms) de

REV NEUROL 2005; 41 (Supl 2): 96-131

XI CONGRESO SENC. POSTERS: PLASTICIDAD SINAPTICA

la cdpsula externa genera en las neuronas amigdalinas una despolarizacién
sostenida que presenta una duracion mayor de 150s. y unaamplitud variable que
depende delafrecuenciay laduracién del estimulo. Entodos los casos, laduracién
delarespuesta sobrepasala duracion del tren. La despolarizacion postestimulo
no se bloqueo con CNQX-APV y silo fue con atropina (1,5 uM) y pirenzepina
(0,5 uM) lo cual la define como muscarinica. La perfusién con B-amiloide a
concentraciones 0,8-1 pM también bloqued la despolarizacién. Estos resultados
sugieren una posible participacion de los receptores muscarinicos en el efecto del
péptido sobre la transmision glutamatérgica.

P405. CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DEL
HIPOCAMPO EN UN MODELO DE RATA IN VIVO DURANTE
PRUEBAS DE APRENDIZAJE ASOCIATIVO Y LTD
M.F.VALENZUELA HARRINGTON, J].M. DELGADO GARCfA, A.GRUART
I MASSO

DIVISION DENEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE. SE VILLA, ESPANA

En el contexto de aprendizaje asociativo, se sabe que el hipocampo establece una
estrechacomunicacién con otras zonas corticales sensoriomotoras y prefrontales,
tanto en el proceso de adquisicién como en el de consolidacién de lainformacion.
El objeto del presente trabajo ha sido estudiar el procesamiento de lainformacién
neural que tiene lugar en el hipocampo en un modelo de aprendizaje asociativocomo
el condicionamiento cldsico del reflejo palpebral. Se implantaron en 20 ratas
crénicamente electrodos de estimulacién enlaviaperforante y electrodos de registro
enel girodentado, CA3y CAl del mismolado. Ademads, se implantaron electrodos
periféricos de estimulacién en la rama supraorbitaria del nervio trigémino y
electrodos deregistroenel misculoorbiculardelos parpados. Las ratas se sometieron
asesiones de condicionamiento, que consistieron en la presentacién de 60 estimulos
condicionados (CS, untono de 20 ms) y 500 ms después un choque eléctricocomo
estimulo incondicionado (US, pulso catédico de 0,5 ms). Las sesiones fueron4 dias
de habituacion, 10 de condicionamiento y 5 de extincion. Seregistr6 laevolucién
delos potenciales sindpticos evocados en girodentado, CA3 y CA 1 porestimulacion
de la via perforante, durante las sesiones de condicionamiento. Los resultados
preliminares indican la presencia de una transformacion de la informacién neural
durante el aprendizaje en los distintos sitios del hipocampo. Ademas, el modelo
experimental permitié el empleo de farmacos (Ro-256981) que bloquean de manera
selectiva tanto el aprendizaje asociativo como pruebas electrofisioldgicas de
induccionde LTD.

P406. PARTICIPACION DE LA SINAPSIS ENTRE LAS CELULAS
PIRAMIDALES DE CA3 Y CA1 EN LA ADQUISICION DE
APRENDIZAJE ASOCIATIVO EN EL RATON DESPIERTO

J.M. DELGADO GARCIA#, M.D. MUNOZ?, A. GRUART*

ADIVISION DE NEUROCIENCIAS. UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE. SEVILLA.
¥ DEPARTAMENTO DEINVESTIGACION. HOSPITALRAMON Y CAJAL. MADRID, ESPANA
Una propiedad del sistema nervioso central es su capacidad para transformar la
actividad funcional de contactos sindpticos determinados durante laadquisiciény
almacenamiento de nuevas habilidades motoras y/o cognitivas. Enratones despier-
tos hemos estudiado los cambios dependientes de actividad neuronal que tienen lugar
enlasinapsis entre CA3y CA1 del hipocampo durante la adquisicion, extincion,
rememoraciony recondicionamiento de una pruebade aprendizaje asociativo. Los
animales (n=120) seimplantaron con electrodos de registro EMGréfico del misculo
orbiculardelos parpados y electrodos de estimulacién y registro en las colaterales
de Schaffery enel stratumradiatum de CA1. Serealizé el condicionamiento cldsico
del reflejo corneal mediante un paradigma de traza. Paraello, se presentd un tono
durante 20 ms (EC), seguido 500 ms mds tarde por un choque eléctrico aplicado
alnervio supraorbitario (EI). Durante el condicionamiento se aplicé un pulsoen las
colaterales de Schaffer, 300 ms después de la presentacion del EC. Se indujo
potenciacionalargo plazo (LTP) en momentos distintos delas pruebas de aprendizaje
y se administré CGP 39551 (antagonista NMDA) durante la induccién de LTP o
durante el condicionamiento. Resultados: i) el potencial de campoinducidoen CA 1
por estimulacién de las colaterales de Schaffer aumenta linealmente con el
aprendizaje;ii) laLTPimpide el aprendizaje; y iii) laadministracion de CGPimpide
los dos fendmenos anteriores. Se presenta evidenciaexperimental in vivo de que
1aLTP, laplasticidad sindpticadependiente de actividad y el aprendizaje asociativo
estdnintimamenterelacionados.
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P407. LA POLIADP RIBOSILACION DE PROTEINAS ES
NECESARIA PARA LOS PROCESOS DE APRENDIZAJE Y
MEMORIA EN MAMIFEROS

A.M. CARRION, A. FONTAN-LOZANO, J.M. DELGADO-GARCIA
UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE. SEVILLA, ESPANA

La poliADP ribosilacion de proteinas es un proceso muy conservado durante la
evolucion animal. Este proceso es realizado por las polimerasas de ADP ribosa
(PARP). De estas polimerasas lamds ampliamente conservadaentre especies es la
PARP-1.Hastalafechael procesode poliADPribosilacion hasido observado durante
la muerte celular programada asi como en procesos de remodelado cromatinico.
Recientemente, laactivacion de PARP-1 hasidodescritacomo un proceso necesario
durante el aprendizaje de Aplysia. En nuestro laboratorio, hemos estudiado los
niveles de poliADPribosilacion en diferentes dreas cerebrales durante las diferentes
fases del aprendizaje de reconocimiento de objetos (RO) enratones. Hemos detectado
que tras los procesos de entrenamiento y reactivacién la poliADPribosilacion de
proteinas aumentaen hipocampoy en corteza perirrinal, dos de las dreas relacionada
conlamemoriade RO. Ademas, ratones administrados con inhibidores de PARP-
1 durante las diferentes fases del proceso de aprendizaje y memoria son incapaces
de recordar o reactivar lamemoria de RO. A nivel electrofisiolégico, la base que
subyace alos procesos de aprendizaje y memoriaes la potenciacion sindpticaduradera
(LTP). La induccién de LTP en hipocampo produce un aumento de la poliADP
ribosilacion. Por tltimo, hemos estudiado el aprendizaje en ratones que carecen de
PARP-1, hemos comprobado que aunque aprenden son incapaces de establecer
memoriaduraderade RO. Todos estos resultados indican que procesos relacionados
con muerte celular, como la poliADP ribosilacién, podrian estar implicado en el
establecimiento de memorias duraderas. .

P408. AUMENTO EN LA FUNCIONALIDAD DE CAMKII Y EN LA
EXPRESION DE SUBUNIDADES DEL RECEPTOR AMPA EN
HIPOCAMPO DE RATA POR ANTAGONISTAS 5-HT1A. PAPEL
EN LA CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

L. SCHIAPPARELLL, J. DEL RIO, D. FRECHILLA

DIVISION DENEUROCIENCIAS. CIMA, UNIVERSIDAD DENAVARRA. PAMPLONA. NAVA-
RRA, ESPANA

Laserotonina (5-HT) tiene unimportante papel en fenémenos de plasticidad sindptica
asociados a procesos de aprendizaje y memoria. Es sabido que el antagonismo de
receptores 5S-HT 1 A previene déficits cognitivos inducidos por bloqueo colinérgico
odereceptores NMDA, pudiendoincluso favorecerlaretencién de memoria. Sobre
estabase, se planted estudiar los efectos del bloqueo de receptores 5-HT 1 A sobre
distintos eventos moleculares asociados a procesos cognitivos. Laadministracion
de los antagonistas 5-HT1A, WAY-100635 y NAN-190, indujo un répido y
significativo incremento en extractos de membranas de hipocampo de rata de los
nivelesdelaformafosforiladaen Thr286 de CaMKIly de las actividades enzimdticas
de CaMKIIly PKA. A més largo plazo, se observé un aumento en la fosforilacion
delasubunidad AMPA GluR1 en Ser831 (sitio CaMKII) y Ser845 (sitio PKA). Estos
efectos intrinsecos de los antagonistas S-HT1A no se observaron en ratas con
deplecién previade 5-HT por pretratamiento repetido con el inhibidor de triptéfano-
hidroxilasa, p-cloro-fenilalanina. Al analizar las subunidades AMPA tras un test de
evitacion pasiva, se encontré que WAY-100635 potencié el aumento asociado al
aprendizaje de pGluR 1(Ser831) y pGluR 1(Ser845) en membranas de hipocampo.
Los efectos obtenidos pueden correlacionarse, de otra parte, con el aumentoen la
retencién del aprendizaje inducido por WAY-100635 en el test de reconocimiento
de objetos. Estos resultados aportan unabase molecular determinante de la utilidad
propuesta paralos antagonistas 5-HT 1 A en el tratamiento de trastornos cognitivos.

P409. LA CONVERSION DE SINAPSIS SILENTES EN FUN-
CIONALES DURANTE LA LTP MODIFICA LAS PROPIEDADES
DE LIBERACION DE NEUROTRANSMISOR

C. CABEZAS FERNANDEZ, W. BUNO BUCETA

PLASTICIDAD NEURAL. INSTITUTO CAJAL, CONSEJO SUPERIOR DEINVESTIGACIO-
NES CIENTIFICAS. MADRID, ESPANA

Lapotenciaciénalargo plazo (LTP) puede resultar de la conversion de sinapsis
silentes en funcionales por la expresion de receptores AMPA postsindpticos.
Hemos demostrado que las sinapsis silentes y funcionales de las Colaterales de
Schaffer (CS) difieren en sus propiedades de liberacion, donde el carbachol (CCh)
inhibe presindpticamente las sinapsis funcionales pero no las silentes. Ademads,
cambiando p se modifican las sinapsis funcionales pero no las silentes, y no se
convierte un tipo de sinapsis en el otro, sugiriendo que, a pesar de que son
presinapticamente distintas, el tipo de sinapsis depende principalmente del tipo
dereceptor postsindptico. Una posible consecuenciade estos resultados es que la
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conversion de las sinapsis silentes en funcionales durante la LTP debe ir
acompanadade modificaciones presindpticas en laliberacién de neurotransmisor.
Utilizando ‘estimulacién minima’ en rodajas de hipocampo de rata, investigamos
las modificaciones presindpticas asociadas a la insercion postsindptica de
receptores AMPA en las sindpsis silentes durante la LTP. Mostramos que durante
1aLTP: (i) aparecen corrientes mediadas por AMPA en el potencial de reposo; (ii)
aumentan significativamente los parametros de liberacion py q; (iii) manipula-
ciones que incrementan p modifican laliberacion; y (iv) adquieren sensibilidad
a CCh. Estos resultados revelan que la conversién de sinapsis silentes en
funcionales es un proceso complejo, donde tanto las propiedades presindpticas
como las postsindpticas son modificadas por una senal desconocida que traduce
las modificaciones pre y postsindpticas.

P410. CURSO TEMPORAL DE LOS EFECTOS DEL
TRATAMIENTO ANTIDEPRESIVO SOBRE LA EXPRESION DE
BDNF Y DE SUBUNIDADES DEL RECEPTOR AMPA EN
HIPOCAMPO DE RATA

R. MARTINEZ TURRILLAS, J. DEL RO ZAMBRANA, D. FRECHILLA
MANSO

DEPARTAMENTO DEFARMACOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DE
NAVARRA. PAMPLONA. NAVARRA, ESPANA

FINANCIACION: EC, LHSM-CT-2003-503474

Elincremento en los niveles de expresion del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), asi como lamodulacién de receptores glutamatérgicos AMPA
se consideran futuras dianas terapetiticas en el tratamiento de la depresion. Dada
lavinculacién entre ambos procesos y su participacién en vias de sefializacion
implicadas en procesos de plasticidad sindptica, en el presente trabajo se
determind el efecto de dos antidepresivos con distinto mecanismo de accién
inicial, desipramina (DMI) y paroxetina (PAR) sobre la expresion de BDNF, as{
como sobre los niveles totales y en membrana de las subunidades AMPA, GluR 1
y GluR2/3, en el hipocampo de rata. La administracion crénica (7-21 dias) de
PAR (5-10 mg/kg) indujo un incremento tiempo- y dosis-dependiente en la
expresién de BDNF, asi como un aumento dosis-dependiente de los niveles en
membranade las subunidades GluR 1 y GluR2/3 tras una administracion crénica
de 21 dias. El antidepresivo DMI (10 mg/kg) aumenté los niveles de GluR1
y GluR2/3 alas tres semanas de su administracion. Dosis mas altas del fairmaco
no modificaron las subunidades en estudio, disminuyendo los niveles de las
proteinas estructurales PSD95 y a-tubulina, posible consecuencia de alteracio-
nesen laestructurade lamembrana. Los resultados observados con PAR sugieren
un aumento de la plasticidad sindptica en hipocampo mediante el incremento
enlaexpresion de BDNF, quizd responsable del posterior trifico de subunidades
AMPA hacialamembrana sindptica, constituyendo ambos procesos una posible
via comtn en el complejo mecanismo de accién intracelular del tratamiento
antidepresivo.

P411. CAMBIOS EN LA SINAPSIS NEUROMUSCULAR
INDUCIDOS POR LA APLICACION LOCAL CRONICA DE UN
ANTICUERPO IGM MONOCLONAL ANTIGANGLIOSIDOS
M.SABATEMARTINEZ, M. SANTAFEMARTINEZ, N. ORTIZ CASTELLON,
N. GARCIA SANCHO, M.A. LANUZA, ].M. TOMAS I FARRE
UNITATD’HISTOLOGIAINEUROBIOLOGIA. FACULTATMEDICINA. UNIVERSITATRO-
VIRAIVIRGILI. REUS. LLEIDA, ESPANA

En este estudio hemos usado un anticuerpo monoclonal IgM de un paciente con
una polineuropatia motora crénica. Este es un anticuerpo especifico para
gangliosidos complejos (GM2, GaINAc-GD1ay GalNAc-GM1b) con unepitopo
comun: -[GalNAcb1-4Gal(3-2aNeuAc)b1]. Mediante técnicas de inmunofluores-
cencia con este anticuerpo hemos localizado estos ganglidsidos en las sinapsis
neuromusculares, concretamente en lacélulade Schwann y el terminal nervioso.
Sehaevaluado el efecto crénico de laaplicacion local de este anticuerpo obteniendo
fendmenos de remodelacion sindptica. Mediante técnicas de registro intracelular
convencionales hemos observado alteraciones en la neurotransmisién como la
reduccion del contenido quéntico y unainmadura expresion de canales de calcio
(especialmente canal L) similar a la que sucede durante el desarrollo y la
regeneracion. El conjunto de estos resultados muestra que los gangliésidos estan
involucrados en larelaciénreciproca glia-axén incluyendo laestabilidad estruc-
tural y la neurotransmision.
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P412. LOCALIZACION EN EL TERMINAL NERVIOSO DEL
SENSOR NEURAL DE CALCIO (NCS-1) EN LA UNION
NEUROMUSCULAR DE RATA ADULTA Y EN DESARROLLO
N. BESALDUCH CANES*, N. GARCIA SANCHO*, M. A. LANUZA
ESCOLANO*, M. SANTAFE MARTINEZ*, A. JEROMIN®, J.M. TOMAS I
FERRE *

AUNITAT D’HISTOLOGIAINEUROBIOLOGIA. FACULTAT MEDICINA. UNIVERSITAT
ROVIRAIVIRGILI. REUS. LLEIDA, ESPANA® DIV. OF NEUROSCIENCE. BAYLOR COLLEGE
OF MEDICINE. HOUSTON, ESTADOS UNIDOS

Elsensorneural de calcio (NCS-1, Frequenin) es una proteina que se une al calcio
y estdinvolucradaen laregulacion de laneurotransmision en el sistema nervioso
central y periférico. Este estudio presentalalocalizacion e inmunoreactividad de
NCS-1enlauniénneuromuscularderata, en adultos y durante el desarrollo postnatal.
Se han realizado técnicas de western blot e inmunohistoquimica, utilizando
diferentes anticuerpos paraladeteccion de NCS-1. Nuestros resultados demuestran
mediante inmunofluorescenciaconfocal en misculos Levatorauris longus y encortes
semifinos, que lalocalizacién de NCS-1 corresponde al terminal motor axdnico.
No hay evidencia de inmunoreaccion ni en la parte postsindptica de la unién
neuromuscular ni en lacélulade Schwann. Estos resultados sugieren que NCS-1
estd involucrado en la fisiologia de las uniones neuromusculares de mamiferos
durante la sinaptogénesis y en la vida adulta.

P413. EXPRESION DE AUTORECEPTORES MUSCARINICOS
(SUBTIPOS M1, M2, M3 Y M4) EN LAS SINAPSIS NEUROMUS-
CULARES DE RATAS ADULTAS Y NEONATALES

N. GARCIA SANCHO, M.M. SANTAFE MARTINEZ, 1. SALON CABRE,
M.A. LANUZA ESCOLANO, ].M. TOMAS I FERRE
UNITAT D’ HISTOLOGIA INEUROBIOLOGIA. FACULTAT MEDICINA. UNIVERSITAT
ROVIRAIVIRGILI. REUS. LLEIDA, ESPANA

Mediante técnicas inmunohistoquimicas, hemos detectado autorreceptores musca-
rinicostipos M1, M2, M3y M4 en las sinapsis neuromusculares tanto de ratas adultas
(30-40 dias de vida) como neonatos (3-6 dias de vida). Estos receptores estin
localizados en la célula de Schwann y en los terminales nerviosos motores. Con
técnicas deregistro intracelular convencionales, hemos visto que laliberacién de
acetilcolina siempre es modificada por antagonistas M1 (pirenzepinay MT-7) y M2
(metoctraminay AF-DX 116). Sin embargo, los antagonistas M4 (tropicamida 'y
MT-3)alteran la neurotransmisién en los musculos neonatales y son ineficaces en
los muisculos adultos. Sorprendentemente, antagonistas M3 (4-DAMP) no afectan
alaneurotransmisién en los musculos neonatales ni en los adultos. En conclusion,
todos los autorreceptores muscarinicos estan presentes tanto en la glia presindptica
como en los axones pero solo los subtipos M1 y M2 son siempre funcionales, el
subtipo M4 solo es funcional en los miisculos neonatales y el subtipo M3 es silente
tanto en musculos de neonatos como en adultos.

PROPIEDADES INTRINSECAS DE LA MEMBRANA

P414. GRADIENTES DE DESPOLARIZACION LONGITUDINAL
Y CORTOCIRCUITO DE MEMBRANA SOSTENIDOS EN EL EJE
SOMATODENDRITICO DE CELULAS PIRAMIDALES DURANTE
DEPRESION DE LEAO: NO ESTAN INACTIVAS

0. HERRERAS?, L. LOPEZ-AGUADO®, C. LARGO ARAMBURUE, 1.
MAKAROVAP, J. M. IBARZ DEL OLMO¥, S. CANALS GAMONEDAF

A HISTOLOGIA-INVESTIGACION.* INVESTIGACION. " INVESTIGACION. HOSPITAL RA-
MONY CAJAL. MADRID.® ESCUELA DE OPTICA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE. MA-
DRID. FACULTAD DE CC. EXPTALES Y DELASALUD. UNIVERSIDAD SANPABLO, C.E.U.
BOADILLA DELMONTE-MADRID.” ESCUELA DEOPTICA. UNIVERSIDAD COMPLUTEN-
SEDEMADRID. MADRID, ESPANA

Ladepresion de Leao (DL) (spreading depression) es unaonda lenta inactivante
asociada a migrana y muerte neuronal en penumbra isquémica. El concepto de
inactivacion neuronal se basa inicamente enregistros somdticos. Hemos estudiado
sus correlatos subcelulares combinando registros intradendriticos y extracelulares
en hipocampo de rata. Durante DL, s6lo partes especificas de las neuronas estan
despolarizadasy eléctricamente cortocircuitadas. Registros intrasomaticos muestran
despolarizacion sostenida completa y descenso maximo de la resistencia de
membrana (Ri) tanto si el caracteristico Vo negativo ocurre en uno o ambos drboles
dendriticos. Sin embargo, los registros intradendriticos muestran gradientes
sostenidos de despolarizacion decreciente desde el borde de las regiones subcelulares
afectadas por Vo negativo hacialas dendritas més distales. Durante laonda DL, el
frente de ladespolarizacién se desplaza hacia dendritas mds proximales, de forma
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quelasdistales serepolarizan antes del final. La caida de Ri es inicialmente maxima
en cualquier locus somatodendritico pero se recupera parcialmente durante la propia
DL.Estarecuperaciones mayory masrapidaendendritas distales, debidoauncierre
gradual de conductancias endireccion somatopetal. Las regiones subcelulares mas
alejadas permanecen eléctricamente excitables y muestran actividad provocada de
campo y unitaria. Proponemos que la despolarizacién neuronal durante DL esta
causada por un flujo de corriente sostenido a través de porciones amplias pero
discretas de membranas cortocircuitadas porun canal atin desconocido y cuyafuerza
electromotriz es la despolarizacion longitudinal desigual. Estos resultados refutan
definitivamente laidea de inactivacion neuronal completa durante DL. Financiado
por MCyT y CAM.

P415. APERTURA SOSTENIDA DE UNA NUEVA CONDUCTANCIA
EN SUBREGIONES DENDRITICAS: CONDICION NECESARIA
PARA LA DEPRESION DE LEAO

I. MAKAROVA*, S. CANALS GAMONEDA *®, J. M. IBARZ DEL OLMO, L.
RODRIGUEZ CEPEDA®, F. PANETSOS®, O. HERRERAS ESPINOSA®

A FACULTAD DE CC. BIOLOGICAS.” ESC. OPTICA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE
MADRID. MADRID.” HISTOLOGIA-INVESTIGACION. © INVESTIGACION. HOSPITALRA-
MONY CAJAL. MADRID, ESPANA

Ladepresionde Leao (DL) (spreading depression) es unaonda inactivante lenta
relacionada con migrafia y muerte neuronal isquémica. En trabajo adjunto demos-
tramos a nivel subcelular que la despolarizacion es un gradiente longitudinal
decreciente desde subregiones dendriticas proximales hacialas distales, que contra
la creencia generalizada atin mantienen actividad electrogénica. La prolongada
duraciondeeste gradiente intracelular (>30s) y surelacién conel voltaje extracelular
(Vo) plantea problemas tedricos hastael momento noresueltos. Utilizando registros
intradendriticos y examinando larespuesta a pulsos de corriente mediante descom-
posicién de exponenciales (peeling) y un modelo biofisico unitario hemos
determinado que existe una aperturade unaconductanciade membranarestringida
aaquellas porciones subcelulares que desarrollan extracelularmente el caracteristico
Vo negativo. Lanueva conductancia se comportacomo V-independiente, y sufre un
patrén espaciotemporal de cierre paralelo al Vo. Utilizando la distribucién espacial
de Im del modelo unitario hemos calculado el Vo generado en un modelo
tridimensional delaregion CA 1. Tras estudiar la contribucién de las conductancias
V-dependientes conocidas se demuestra la necesidad de una nueva conductancia
distribuidaen una subregién amplia pero necesariamente incompletade laanatomia
de cadaneurona. Globalmente, los datos indican que la sefial macroscépicaasociada
ala DL no es sino una sumacion extracelular de corrientes unitarias generadas,
mantenidas y controladas activamente por neuronas, en cada una de las cuales se
establece unadistribucion tipo fuente/sumidero clasica. Estos resultados cuestionan
lavisién tradicional de un desastre homeostatico generalizado en el tejido nervioso
afectado. Financiado por MCyTy CAM.

P416. ESTUDIO COMPARATIVO IN VIVO E IN VITRO SOBRE EL
LUGAR DE DECISION DE SALIDA DEL POTENCIAL DE ACCION
EN CELULAS PIRAMIDALES DE CA1l

B.LARROSA DELOPE*,L.LOPEZ-AGUADO®, 0. HERRERAS ESPINSOA *
A HISTOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITALRAMON Y CAJAL. MADRID. ® ESC. OPTICA.
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID, ESPANA

Lasdendritas apicales de células piramidales pueden iniciar y conducir potenciales
de accion (PA) hasta el ax6n, refutando el concepto cldsico de decision de salida
exclusivamente en el segmento inicial del axén (STA), basada en los estudios
pioneros sobre motoneuronas. En general, laliteratura in vitro consideraque el inicio
dendritico depende de la fuerza y sincronizacion de la entrada, en contraste con
estudios in vivo. Hemos realizado una comparacién entre ambas preparaciones
utilizando registros simultdneos de potenciales provocados en el estrato piramidal
yradiado (100 mm) de laregion CA1, activando selectivamente bandas aferentes
con terminacién adiferentes distancias del drbol dendritico. Como indice se utiliz6
lalatenciarelativade las espigas poblacionales (EP) somaticay apical. In vivo, el
PA seinicié siempre a cualquier intensidad en el drbol apical antes que en el SIA,
tantocon activacion adistintas distancias del drbol apical como selectivade Schaffer
ocomisural. In vitro, se encontré mds variabilidad. El estimulo monopolarinicié
el PA antes en el drbol apical, mientras que el bipolar lo hizo en el SIA. Distintas
rodajas tuvieron un comportamiento heterogéneo. La intensidad de estimulo
tampoco guardé una relacion directa con el sitio de inicio, que en general fue
independiente de aquélla. Estos resultados muestran que el sitio de inicio del PA
puede cambiar por modulaciones artefactuales debidas principalmente ala prepara-
ciénutilizada, el tipo de electrodo y modalidad de estimulo, y muestran un descenso
de excitabilidad apical in vitro. Financiado por MCyT.
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P417. LA ESTIMULACION DEL RECEPTOR A2A DE LA ADE-
NOSINA POTENCIA LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO
INDUCIDA POR LA MICROGLIA ACTIVADA

J. SERRATOSA SERDA A E. ANGULO®, A. EJARQUES, V. CASADO B J.
M. TUSELLP, J. CHEN®, M. A. SCHWARZSCHILDF, C. LLUIS®, R.
FRANCO®, J. SAURAC®

4 DEPARTAMENTO DEFARMACOLOGIAYTOXICOLOGIA.© DEPARTAMENTO FARMACO-
LOGIAYTOXICOLOGIA.” DEPARTAMENTO NE! UROQUiMICA. INSTITUTO DEINVESTI-
GACIONES BIOMEDICAS DE BARCELONA-CSI( C, IDIBAPS. BARCELONA.? DEPARTA-
MENTO BIOQUiMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR. UNIVERSIDAD DE BARCELONA.
BARCELONA, ESPANA.* DEPARTMENT OF NEUROLOGY. BOSTON UNIVERSITY SCHOOL
OF MEDICINE." DEPARTMENT OF NEUROLOGY. MASSACHUSETTS GENERALHOSPI-
TAL. BOSTON, ESTADOS UNIDOS

La ausencia de receptores A2A o su inhibicién farmacoldgica confieren efectos
neuroprotectores. Datos experimentales sugieren que los receptores A2 A gliales
participan enlaneurodegeneracioninducida porlaestimulacién del receptor A2A.
Eneste estudio hemos investigado los efectos de laestimulacion del receptor A2 A
en células gliales control o activadas. Cultivos mixtos (75% astrocitos, 25%
microglia) corticales de ratén fueron tratados con el agonista del receptor A2A
CGS 1680 s6lo o combinado con LPS. EICGS 1680 potenci6 la produccion de NO
y la expresién de NOS-II inducida por LPS. Esta potenciacién fue tiempo y
concentracion dependiente. La potenciacion del efecto del LPS producida por
CGS1680 se inhibié mediante el antagonista del receptor A2A ZM-241385 y
tampoco se produjo la potenciacion del CGS1680 en cultivos mixtos gliales
procedentes de ratones deficientes en el receptor A2A. En cultivos mixtos gliales
tratados con LPS+CGS 1680el inhibidor de laNOS-II 1400W aboli laproduccion
de NO, y la inmunoreactividad para la NOS-II s6lo se detectd en la microglia.
Experimentos de fijacion de ligandos a receptores demostraron la presencia de
receptores A2A en lamicroglia asi como su ausencia en astrocitos. Sin embargo,
lapresenciade astrocitos fue necesaria paraque se produjerael efecto potenciador
del CGS1680. Alaluzdelosresultados descritos sobrelaneurotoxicidad delaNOS-
Ty laneuroproteccién por inhibicion del receptor A2 A, los resultados que hemos
obtenido sugieren que la atenuacion de la produccién de NO microglial puede
contribuiralaneuroproteccion proporcionada por los antagonistas del receptor A2 A.

P418. INDUCCION DE DIFERENTES PATRONES DE ACTIVACION
GLIAL EN RESPUESTA A LA MUERTE NEURONAL POR EXCI-
TOTOXICIDAD O POR APOPTOSIS

K. PEREZ-CAPOTE, J. SERRATOSA SERDA, C. SOLA SUBIRANA
DEPARTAMENTO FARMACOLOGIA Y TOXICOLOGIA. INSTITUTO DE INVESTIGACIO-
NES BIOMEDICAS DEBARCELONA-CSIC, IDIBAPS. BARCELONA, ESPANA
FINANCIACION: SAF 2001-2240 Y RED CIEN DEL MCYT

Lainteraccién neurona-gliaes muy importante en larespuestade las neuronas al daiio
inducido por un estimulo. Ademads, la activacién glial asociada al dafio neuronal
puede ser critica en la progresion y la magnitud de dicho dano. Hemos estudiado
laactivacion glialen dos modelos de muerte neuronal, excitotoxicidad y apoptosis,
en cultivos neurona-gliade cerebelo de rata. Hemos evaluado posibles alteraciones
en parametros relacionados con la activacion glial: activacién del factor de
transcripcion NF-kappaB, produccion de 6xido nitricoy TNF-alfa, proliferaciény
fagocitosis. Aunque en los dos modelos se produce la muerte de la mayoria de
neuronas tras 24 horas, se observaron diferencias en los parametros evaluados: 1)
no se detectd produccion de 6xido nitrico en ningtin caso, 2) se observé activacion
de NF-kappaB, produccién de TNF-alfay proliferacién glial séloenel modelo de
excitotoxicidady 3) se observé induccion de fagocitosis en los dos modelos, aunque
de manera mas répida en el modelo de apoptosis. Por lo tanto, las células gliales
responden alamuerte neuronal por excitotoxicidad con la produccién de factores
pro-inflamatorios asociada a la proliferacion y la fagocitosis. En contraste, la
respuesta pro-inflamatoria y la proliferacién no se producen en la muerte neuronal
por apoptosis y la fagocitosis se induce de manera mds rapida. Estos resultados
sugieren que laformaen que unaneurona muere determinael patrén de activacién
glial resultante, lo que a su vez influird en el dafo final inducido.
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P419. EL AUMENTO DE CALCIO EN ASTROCITOS GENERA
CORRIENTES LENTAS DE ENTRADA (SIC) MEDIADAS POR
RECEPTORES DE NMDA EN NEURONAS DE HIPOCAMPO

G. PEREA PARRILLA, A. ARAQUE ALMENDROS

DEPARTAMENTO PLASTICIDAD NEURAL. INSTITUTO CAJAL. CSIC. MADRID, ESPANA

La liberacién Ca**-dependiente de glutamato por astrocitos estd bien descrita en
cultivos celulares, donde modula la excitabilidad neuronal y la transmisién
sindptica. Las consecuencias funcionales de laliberacién de glutamato en prepara-
ciones in situ son menos conocidas. Utilizando rodajas de hipocampo de rata y
técnicaselectrofisioldgicas y deimagen de Ca**, hemos estudiado las consecuencias
delasefial de Ca** astrocitaria sobre laexcitabilidad neuronal. Se realizaron pares
deregistros de neuronas piramidales de CA 1y astrocitos, mientras se registraban
simultaneamente los niveles de Ca®* en los astrocitos. Hemos encontrado: 1) Las
neuronas piramidales de CA1 mostraron corrientes lentas de entrada (SIC),
distinguibles de las corrientes sindpticas por sus caracteristicas cinéticas. Farmaco-
l16gicamente se demostrd que estas corrientes estaban selectivamente mediadas por
laactivacion de receptores de NMDA. 2) Tanto la frecuencia de los aumentos de Ca**
astrocitarios como de las SIC neuronales aument6 por despolarizacion de los
astrocitos. Estos efectos fueron bloqueados porinyecciénintracelularde BAPTA
enel astrocitoregistrado. 3) Laaplicacion local de ATP generd aumentos de Ca**
en varios astrocitos que generaron una o varias SIC. 4) La estimulacion sindptica
gener6 aumentos de Ca”* en los astrocitos y aument6 la frecuencia de las SIC. 5)
Lamodulacién de lasefial de Ca** poractividad simultinea de sinapsis colinérgicas
y glutamatérgicas provoc6 lamodulacién de la frecuenciade las SIC. Por tanto, los
astrocitos modulan la excitabilidad neuronal in situ mediante la liberacién Ca**-
dependiente de glutamato, que activareceptores de NMDA en neuronas piramidales.

P420 CULTIVO IN VITRO DE CELULAS MICROGLIALES
AMEBOIDES SOBRE LAMINAS VITREAS DE RETINA
EMBRIONARIA DE CODORNIZ

J. NAVASCUES, M. TASSI, R. CALVENTE, J. L. MARIN-TEVA, M. A.
CUADROS, A. SANTOS

DEPARTAMENTO DEBIOLOGIA CELULAR. UNIVERSIDAD DE GRANADA. GRANADA,
ESPANA

FINANCIACION: BMC2001-3274 DELMEC

Conobjeto de conseguir un sencillo y rapido método de cultivo in vitro de células
microgliales inmaduras se aislaron laminas de parte vitrea de retinas de embriones
de codorniz que contenian la membrana limitante interna (Iiminabasal) y los pies
terminales de células de Miiller (PTCM). Células microgliales ameboides que
migran sobre los PTCM durante el desarrollo embrionario permanecian adheridas
en dichas laminas permitiendo su posterior cultivo in vitro. Durante los cuatro
primeros dias de cultivo se analizaron mediante inmunocitoquimicalos caracteres
fenotipicos delas células microgliales (identificadas con el anticuerpo QH1) y las
transformaciones de los componentes del sustrato, incluyendo la lamina basal
(reconocida con antilaminina y antiagrina) y los PTCM (identificados con un
anticuerpo anti-integrina-betal). Las células microgliales proliferaban intensamen-
te, dando lugar a una considerable poblacién a partir de 24 horas in vitro (hiv).La
lamina basal del sustrato no sufria alteraciones durante los cuatro dias de cultivo,
mientras que los PTCM eran desorganizados alrededor de las células microgliales
porlaacciénde factores segregados por éstas y posteriormente fagocitados. Los halos
de desorganizacién de PTCM eran observados a 1 hiv y la fagocitosis tenfa lugar
apartirde 3 hiv. Tras llevar acabo procesos de fagocitosis, la superficie de las células
microgliales se marcaba con antiintegrina-betal a partir de 24 hiv. Laobservacion
de rastros fagocinéticos en el sustrato y rastros QH1-positivos tras las células
microgliales revelabauna considerable motilidad de éstas.

P421. LA RESPIRACION GLIAL REGULA LA TRANSMISION
SINAPTICA EN EL HIPOCAMPO POR MEDIO DE ADENOSINA
S. CANALS GAMONEDA #, O. HERRERAS ESPINOSA B

A HISTOLOGIA-INVESTIGACION.® HISTOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITALRAMON Y
CAJAL.MADRID, ESPANA

FINANCIACION: MCYT

Lageneracion de sefiales eléctricas en el sistema nervioso implica el movimiento
deionesafavorde gradientes electroquimicos. Larestitucion y mantenimiento de
estos gradientes supone un alto coste energético. Puesto que las reservas metabdlicas
del cerebro son muy limitadas, el acoplamiento entre la tasade produccion energética
y el consumo (contribuido principalmente por la activacién neuronal) debe ser
exquisito. Cuando la capacidad energética del tejido es sobrepasada, comienzala
toxicidad celular. En este trabajo hemos utilizado rodajas de hipocampo de rata,
registros electrofisioldgicos de campo e inhibidores metabdlicos, parademostrar la
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importancia del metabolismo oxidativo glial en el acoplamiento neurometabdlico.
Empleando unatoxinamitocondrial selectiva para glia (fluoroacetato), mostramos
quelainhibicion de larespiracion glial es suficiente parabloquear la transmisién
sindpticaen el hipocampo, sin afectar alainvasion antidromica ni al potencial de
fibra. Elbloqueodelatransmision ortodrémicaes mediado poradenosinay revertido
con antagonistas selectivos de receptores Al. Mds atn, cuando se mantiene
farmacoldgicamente la actividad sindptica, se precipitan fenémenos de despolari-
zaciénmasivao spreading depressionque aceleran lamuerte neuronal, demostrando
el papel neuroprotector de laadenosina. Teniendo en cuenta el efecto vasodilatador
delaadenosinain vivo, nuestros resultados sugieren que los astrocitos, estratégi-
camente colocados en contacto con lacirculacién sanguinea (fuente energética) y la
actividad sindptica (sumidero energético), sonlos sensores perfectos paraacomodar
elconsumoy el suministro de energia, impidiendo el desacoplamiento neurome-
tabdlicoy preservando la viabilidad celular.

P422. LA INTRODUCCION DE TELOMERASA EN LA GLIA
ENVOLVENTE OLFATORIA DE ROEDOR ALARGA SU VIDA
MEDIA MANTENIENDO UN FENOTIPO ADECUADO PARA SU
USO EN TERAPIA

M. B.LLAMUSITROISI*, M. P. RUBIO RODRIGUEZ*, A. RAMON CUETO®
A UNIDAD DEREGENERACIONNEURAL. INSTITUTO DE BIOMEDICINA DE VALENCIA.
B UNIDAD DEREGENERACION NEURAL. INSTITUTO DE BIOMEDICINA. VALENCIA,
ESPANA

El trasplante de glia envolvente olfatoria (OEG) positiva frente al receptor p75
promueve la reparacién funcional e histoldgica en ratas con la médula espinal
lesionada. Sinembargo, la OEG adultaes presenescente. Inmediatamente tras su
puestaen cultivomuestran actividad S-B-galactosidasaasociadaa senescencia (SA-
B-Gal)y, pocodespués, pierden laexpresiénde p75 y otras propiedades. Para alargar
lavidamediadela OEG, hemosintroducido la subunidad catalitica de la telomerasa
deraton (mTert) en estas células. Durante todo el periodo estudiado, lamTert-OEG
se divide mas deprisa que los controles sin telomerasa, llegando a alcanzar 3
duplicaciones poblacionales por semana. Tras reanudar sudivision, los cultivos de
mTert-OEG comenzaronaexpresarp75, siendoel 60% delas células positivas a partir
de la cuarta semana. Ademds, la OEG modificada mantiene mds tiempo una
morfologiajuvenil, contintia expresando marcadores tipicos como GFAP, S100 y
04,y también presenta SA-B-Gal. Por tanto, la mTert-OEG tras periodos largos
invitro se comportacomo laOEG no modificadarecién sembrada. Ocho semanas
tras reanudar su division, los cultivos de mTert-OEG entran en senescencia.
Posteriormente, algunos de los cultivos entran en crisis y otros se inmortalizan
espontdneamente, comportiandose igual que 1a OEG no modificada en periodos
mucho mas tempranos. En conclusion, lamTert-OEG presenta un fenotipo similar
al de la OEG utilizada en los estudios de trasplante. Por lo tanto, la introduccién
de telomerasaenla OEG parece un método fiable paraextender la vida media til
deestas células.

7. SISTEMAS SENSORIALES

NOCICEPCION

P423. LA ADMINISTRA CION INTRAOPERATORIA DE OPIOIDES
AUMENTA LA HIPERALGESIA Y LA ALODINIA INDUCIDAS
POR LA CIRUGIA, EN UN MODELO DE DOLOR POST-INCISION
QUIRURGICA EN EL RATON

D. CABANERO FERRI®, E. CELERIER®, R. MALDONADOC, M. V.
MILANES®, M. PUIG*

A ANESTESIOLOGIA. ® ANESTERIOLOGIA. HOSPITAL DELMAR, IMIM. BARCELONA.
€ NEUROFARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD POMPEU FABRA. BARCELONA.” FARMACO-
LOGIA. FACULTAD DEMEDICINA, UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA, ESPANA
Introduccion. La administracion sistémica de opioides induce hiperalgesia /
alodinia en modelos animales y en el hombre. La cirugfa induce también
hiperalgesia/ alodinia, sin que se conozca de momento si la administracion de
opioides como anestésicos modificala duracion e intensidad del dolor postope-
ratorio. Objetivo. El objetivo del estudio es determinar si la administracion
intraoperatoria de opioides modificael dolor postoperatorio en un modelo de dolor
tras incision en el ratén. Métodos. Utilizamos ratones CD1 alos que se practicd
unaincision plantar bajo anestesia general (sevoflurano + opioide), en condiciones
similares a las utilizadas en humanos. En el postoperatorio y durante 7 dias
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consecutivos, evaluamos lahiperalgesia térmica (plantar test), mecénica (Randal
y Sellitto) y la alodinia mecénica (Von Frey). Los opioides fentanilo (0,05 mg/
kg), alfentanilo (I mg/kg) o remifentanilo (0,04 mg/kg) fueron infundidos
subcutaneamente durante la cirugia (30 minutos). Paralaevaluacion estadistica
utilizamos un modelo mixto de datos anidados Resultados. Tanto la cirugiacomo
los opioides (individualmente) inducen hiperalgesia térmica (pero no mecénica)
y alodinia mecdnica de larga duracién (4-7 dias). La infusion intraoperatoria de
remifentanilo o fentanilo incrementd significativamente (p=0,021) laintensidad
y duracién (> 7 dias) del dolor postoperatorio en todas las pruebas realizadas. E1
efecto pronociceptivo del alfentanilo fue menor. Conclusiones.Laadministracion
de opioides incrementa la intensidad y duracién de la hiperalgesia/alodinia
postoperatorias en el raton. Estos hallazgos validan el modelo murino y
constituyen la base para el estudio de la prevencién/reversion del efecto
pronociceptivo de los opioides en el postoperatorio.

P424. CANALES DE LEAKAGE EN NEURONAS NOCICEPTIVAS
IMPLICADOS EN LA GENERACION DE HIPEREXCITABILIDAD
Y DOLOR NEUROPATICO

X. GASULL CASANOVA A, A. GUAL SALA*, E.T. WALTERS®

A LAB. NEUROFISIOLOGIA. FACULTAD DE MEDICINA-IDIBAPS, UNIVERSIDAD DE BAR-
CELONA. BARCELONA, ESPANA.® DEPT. INTEGRATIVE BIOLOGYAND PHARMACOLO-
GY.MEDICALSCHOOL, UNIVERSITY OF TEXAS-HSC. HOUSTON, ESTADOS UNIDOS.

Diferentes canales de K* de leakagedelafamilia KCNK se hanimplicadoenel control
del potencial de membrana y laexcitabilidad neuronal. En neuronas sensoriales de
Aplysia, el canal de K* tipo S (Ks) es andlogo a TREK-1 en mamiferos. El trabajo
estudia la regulacion de Ks en neuronas sensoriales tras axotomia periférica, su
participacién en laaparicién de hiperexcitabilidad sométicay sus consecuencias
funcionales. Lahiperexcitabilidad persistente y laactividad espontdnea en neuronas
nociceptivas contribuye a la aparicién de hiperalgesia y dolor neuropdtico. Se
realizaronregistros electrofisioldgicos en neuronas mecanonociceptivas del ganglio
pleural 5-10 dias después de realizar axotomias unilaterales enlos nervios pedales
o lesiones del campo receptor. Comparadas con las neuronas no lesionadas, las
neuronas axotomizadas mostraron unamayorresistenciade entrada, menor corriente
necesaria parallegar alumbral del potencial de accion, dispararon un mayor nimero
de potenciales de accién y mostraron postdespolarizacion. La axotomiaredujo la
corriente Ks, sugiriendo una menor expresion de estos canales, pero se mantuvo su
caracteristicaregulacién por mediadores como el AMPcy el dcido araquidénico.
Paralelamente, lesiones en el camporeceptivode estas neuronas produjeron aparicion
de hiperexcitabilidad somdtica y presencia de postdescarga, que desaparecid
progresivamente tras regeneracion funcional de las terminaciones sensoriales y
recuperacion del reflejo del sifon. Los resultados muestran que la aparicion de
hiperexcitabilidad somatica, mediada por disminucién de Ks, y la presencia de
postdescarga son adaptaciones funcionales que permiten la aparicion de sensibili-
zacion e hiperalgesia como sistema de proteccién de las zonas lesionadas.

P425 ANALGESIA INDUCIDA POR LA ADMINISTRACION
PERIFERICA DE OPIOIDES EN UN MODELO DE INFLAMA CION
ARTICULAR EN EL RATON. TOLERANCIA OPIOIDE

L. HERNANDEZ SANCHEZ*, M. L. LAORDEN 8 M. PUIG RIERA DE
CONIASA

A ANESTESIOLOGIA. HOSPITAL DELMAR, IMIM. BARCELONA.® DEPARTAMENTO DE
FARMACOLOGIA. FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE MURCIA. MURCIA,
ESPANA

Introduccion. Recientemente hemos demostrado que laadministracién crénicade
morfinainduce toleranciaen un modelo murino de monoartritis por CFA. En estas
condiciones experimentales aumentalaexpresion de receptores opioides mu (ROM)
eneltejidoinflamado y enla médulaespinal (western blot). Objetivo. El objetivo
delestudio es establecer si existe tolerancia cruzadaentre agonistas opioides tras su
administracién periférica (subplantar, sp), en el mismo modelo experimental.
Métodos. Lainflamacion fue inducida por inyeccién de CFA en una de las patas
posteriores delratén (CD1), evaluando el efecto antinociceptivo mediante el test de
Randall & Sellito. Estudiamos el efecto de la administracion aguda de morfina,
fentanilo, buprenorfinay DPDPE inyectados sp. La tolerancia se obtuvo mediante
laimplantacién subcutdnea de un comprimido de 75 mg de morfina. Resultados.
Enausenciadeinflamacion, los opioides sp carecen deefecto. Durante lainflamacion,
todos inducen antinocicepcién con DES0 (microgramos totales) de: morfina47 +
4,fentanilo0,86+0,17, buprenorfina0,42+0,11,DPDPE 121,7 +34. En presencia
de inflamacién y tolerancia, la morfina sp no induce analgesia. Sin embargo, los
demads agonistas producen antinocicepcién aunque disminuye su potencia (el
fentanilo disminuye 7 veces, buprenorfina 3y DPDPE4,5), demostrando tolerancia
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cruzadaparcial conlamorfina. Conclusiones. Durante lainflamacion periférica, la
administracion sp de agonistas mu y deltainduce antinocicepcion. Aun apesar de
lasobreexpresion de ROM periféricos durante lainflamacién, aparece toleranciaa
los efectos de lamorfina. Sin embargo, la toleranciaes parcial paralos efectos del
fentanilo, la buprenorfinay el DPDPE.

P426. EXAMINACION SENSORIAL CUANTITATIVA DE LOS
SIGNOS DE DOLOR NEUROPATICO

S. HUELBES ALONSO®*, C. PENACOBA PUENTE®, J. R. CABRERA
FERIA €, F. CALDERON MUNOZC, J. S. TAYLORP

A UNIDAD DENEUROLOGIA EXPERIMENTAL. HOSPITALNACIONALDEPARAPLEJICOS
DETOLEDO. TOLEDO.® FACULTAD CIENCIAS DELA SALUD. UNIVERSIDAD REY JUAN
CARLOS. ALCORCON, MADRID. © UNIDAD DE DOLOR Y ESPASTICIDAD.” UNIDAD DE
NEUROLOGIA EXPERIMENTAL. HOSPITALNACIONALDE PARAPLEJICOS DETOLEDO.
TOLEDO, ESPANA

Aunquelahistoriaclinicadel dolor neuropético después de lalesién medularhasido
biendocumentada (Siddall etal, Pain2003; 103:249-57; Finnerup et al, Brain 2003;
126:67-70),1aposterior caracterizacion y documentacionde sus signos durante la fase
aguda de la lesién medular puede conducir a un mayor entendimiento de los
mecanismos responsables para suinicioy mantenimiento. Estudios previos sugieren
el papel de unazonade hiperexcitabilidad neuronal delamédulaespinal enel dreadel
trauma en el desarrollo del dolor neuropatico después de la lesién medular, cuya
localizacion exactanoes atin conocida (Finnerupetal, op. cit.). Parael estudiode esta
hipétesis utilizamos dos de las categorias de dolor neuropdtico después delaLM: al
nivel (dolor en los dermatomas al nivel del trauma) y por debajo del nivel de lesion
medular (dolorenlos dermatomas por debajo del trauma). Aqui presentamos los datos
preliminares obtenidos usando una examinacién sensorial cuantitativaen un grupo
de pacientes que presentan unalesion medularentre C2-D 10, completaoincompleta,
con unaintensidad de dolor usual mayor que 3 (maximo

P428. ESTUDIO AUTORRADIOGRAFICO DE LOS CAMBIOS EN
LA SENALIZACION SEROTONERGICA VIA RECEPTORES 5-
HT1B ESPINALES TRAS LESION NERVIOSA PERIFERICA

A. DIAZ MARTINEZ, M. L. ROJO ANTUNA, A. RODRIGUEZ-GAZTELU-
MENDI, M. E. CASTRO FERNANDEZ, R. MOSTANY IBANEZ
FISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DE CANTABRIA. SANTANDER, ESPANA
FINANCIACION: SAF 2002-03189; INSTITUTO UPSA DEL DOLOR; IFIMAV-FUNDA-
CIONMARQUES DEVALDECILLA 2005

A nivel espinal, la serotonina puede mostrar tanto acciones pro- como antinoci-
ceptivas dependiendo delacontribucionrelativa de unou otro subtipo de receptores
de 5-HT segtinel tipo de dolor. Eneste sentido, los receptores 5S-HT 1B espinales
presentan acciones duales en el dolor no patolégico aunque su accién pronocicep-
tivase ve incrementadaen el dolor con hiperalgesia mecdnica. Hemos estudiado
enmédulaespinal deratalos cambios en ladensidad y funcionalidad de receptores
5-HT1B espinales tras lesion nerviosa periférica, que induce dolor neuropdtico
caracterizado por alodiniae hiperalgesia mecanica. Ladensidad autorradiografica
dereceptores 5-HT1B se determind con [ 1251]GTI y la funcionalidad mediante
lafijacion de [35S]GTgammas tras la activacion de receptores 5-HT 1B por el
agonista GTI. Los mayores niveles de fijacién de [1251]GTTy de estimulacion
delafijacionde [35S]GTgammasS porel agonistaGTIselocalizaronen las ldminas
mas externas del asta dorsal. En el grupo de animales con dolor neuropatico se
observé unincremento significativo de ladensidad de receptores 5S-HT 1B en el
asta dorsal espinal, a nivel lumbar (+15-20% vs. grupo control) asociado a un
incremento significativo en laestimulacion delafijacion de [35S]GTgammaS
(114% vs. fijacion basal en animales control y 140% vs. fijacién basal en animales
con neuropatia). Estos resultados demuestran la existencia de una mayor
sefializacion serotonérgica viareceptores 5S-HT 1B espinales tras lesién nerviosa
periférica, lo que podria contribuir a las manifestaciones sindrémicas del dolor
neuropatico.

10) y con la presencia de dolor neuropdtico al nivel/por  Tapla P429

debajodel nivel delesién. Todos los pacientes firmaronel

consentimiento informado previamente aprobado por el Sin lesion O0h 6h 12 h 24 h
comité éticode investigacion clinicadel hospital. Presen- WT (n=4) 3438+053 3427 +754 4239+ 14,87 34.05+889 4927 « 13,59
taremos datos de prevalencia de alodinia, hiperalgesiay

sumaciéntemporal,examinando lainterelaciénentredolor KO (n = 4) 754 +193 742 +2722 6,88+ 163 694=+217 9,68 + 2,69
espontdneoy dolorevocadoalnively pordebajodelnivel ;4o Stident p=0,033 p=0,014 p = 0,055 p = 0,025 p = 0,029

delalesién medular.

P427.EL BLOQUEO FUNCIONAL SUBCRONICO DEL RECEPTOR
CANNABINOIDE TIPO 1 COMO POSIBLE MECANISMO ANTI-
NOCICEPTIVO

J.L. SAEZ-CASSANELLI; J.M. DELGADO-GARCIA, A.M. CARRION
DIVISION NEUROCIENCIAS, UNIVERSIDAD PABLO DE OLAVIDE. SEVILLA, ESPANA

Recientemente hemos descrito que los ratones sometidos durante tres mes aunadieta
intermitente (DI) desarrollan analgesiaen modelo nociceptivos agudos, comparados
con ratones alimentados ad libitum (AL). Anlisis de expresion de moléculas
relacionadas con el doloren médulaespinal de ratones sometidos a DI, comparado
conratones alimentados AL, mostraron cambios significativos en laexpresién de
prodinorfina (incremento), el receptor opioide kappa (incremento) y el receptor
cannabinoidetipo 1 (descenso) (CB1-R). Enbase a este descubrimiento, adminis-
tramos subcrénicamente AM281 (5 mg/kg), un bloqueante del CB1-R. La
administracion de AM281 no provoc6 cambios en laconductade los animales cuando
se administré una sola dosis. Sin embargo, 1a administracion de AM281 durante
10 dias consecutivos produjo antinocicepcion en modelos de dolor agudo, en
comparacién conratones inyectados con vehiculo. Asi mismo, el estos ratones no
modificaron su coordinacion ni laactividad locomotora. Andlisis de laexpresion
en las astas dorsales espinales de ratones tratados subcronicamente con AM281,
respecto de los ratones tratados con vehiculo, mostraron cambios similares alos
obtenidos en ratones sometidos a DI. Por tltimo, administrando antagonistas de
los receptores opioides, encontramos que una sobre activacion del sistema opioide
kappa espinal es responsable de la analgesia provocada por la administracién
subcrénicade AM281. En conjunto, estos datos sugieren que laadministracién de
bloqueantes del CB 1-R, podrian constituir nuevas herramientas terapéuticas capaces
de aliviar el dolor.
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P429. LA EXPRESION DEL NEUROPEPTIDO a-CGRP EN EL
GANGLIO TRIGEMINO NO SE MODIFICA TRAS LA LESION
EXPERIMENTAL DEL EPITELIO CORNEAL

A.ARACILMARCO, C.L. LUNA GARCIA, S. QUIRCE VAZQUEZ, C. BELMONTEMARTINEZ,
J. GALLAR MARTINEZ. INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS, UMH-CSIC. SANT JOAN
D’ALACANT. ALACANT, ESPANA

Objetivos. Cuantificarel contenido de o-CGRPen el ganglio trigémino, adiferentes
tiempos tras lalesion del epitelio corneal. Material y métodos. Enratones knockout
parael gendel o-CGRP (KO; Salmonetal, 1999),y enlos de sus correspondientes
cepas origen (WT), serealizaron desepitelizaciones corneales unilaterales, con n-
heptanol, y se sacrificé alos animales inmediatamente tras lalesion, oalas 6, 12
0 24 horas tras ésta. Se extrajeron ambos ganglios trigéminos, y se procesaron
siguiendo el método propuesto por Ahmed et al (1994), parala cuantificacién por
ELISA (SPIBIO, Francia) de su contenido en a-CGRP. Los datos se expresan como
media+eem, en pg/mg de tejido seco. Resultados. Laconcentracion de o-CGRP
enlos ganglios trigéminos de los ratones WT fue significativamente mayor que en
los de los KO. Aunque la concentracién de o-CGRP en los ratones WT tendié a
incrementar adiferentes tiempos tras 1alesion, las diferencias no fueron estadisti-
camente significativas (ANOVA). Los datos se resumen en la tabla. Conclusion.
Laconcentracion de o.-CGRP en el ganglio trigémino no parece modificarse tras la
lesion del epitelio corneal.
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P430. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS ACCIONES ANALGE-
SICAS DE AMITRIPTILINA, FLUOXETINA Y VENLAFAXINA EN
UN MODELO ANIMAL DE MONONEUROPATIA PERIFERICA
M.L. ROJO ANTUNA*, R. ANTONIO®, A. PAZOS CARRO®, A. DIAZ
MARTINEZ?®

A DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA. ® FISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DE
CANTABRIA. SANTANDER, ESPANA

FINANCIACION: SAF 2002-03189; INSTITUTO UPSA DEL DOLOR; IFIMAV-FUNDA-
CIONMARQUES DEVALDECILLA.

Laeficaciaanalgésicadelos antidepresivos en el dolor neuropético depende de su
capacidad parainhibirlarecaptaciénde 5-HT'y NA. Sehan descrito modelos animales
dedolorneuropdtico condistintos grados de lesién nerviosa periféricaque no siempre
exhiben idénticas manifestaciones de alodinia-hiperalgesia mecdnica o similar
respuesta farmacoldgicaaanalgésicos. En este trabajo hemos caracterizado el perfil
analgésico de antidepresivos prototipo (triciclico: amitriptilina; fluoxetina: inhibi-
dor derecaptacion de serotonina; venlafaxina: inhibidor dual de recaptacion de 5-
HT/NA; dosis = 2,5-5-10 y 20 mg/kg i.p.) en un modelo de lesién nerviosa
recientemente descrito que implicalalesion selectivade las ramas peroneo y tibial
delnerviocidtico. Eneste modelo se observala aparicién de alodinia tactil valorada
mediante la respuesta de retirada de la pata trasera a la presion ejercida por
monofilamentos de vonFrey (respuesta de retirada a 2-4 g de presion vs. 12-15 g
en ratas control) e hiperalgesia mecénica evaluada en el test de Randall-Selitto
(respuesta de vocalizacion a presion mecdnica, 120-140 g vs 240-300 g en ratas
control). Laalodiniatactil fue atenuada (aumentodel 70-80% enumbral de respuesta)
de forma dosis dependiente por amitriptilina, por las dosis mas altas (10y 20 mg/
kg) de venlafaxina (+50-60%) y de formaleve porladosis mayor de fluoxetina (+30-
40%). Todos los antidepresivos aliviaron de forma dosis dependiente y completa-
mente la hiperalgesia mecdnica, mostrando amitriptilina y venlafaxina mayor
potenciaque fluoxetina.

P431. CAMBIOS EN LA SENSIBILIDAD DOLOROSA TRAS LA
BULBECTOMIA OLFATORIA BILATERAL EN RATA Y SU RE-
VERSION POR FLUOXETINA

A. RODRIGUEZ-GAZTELUMENDI, M. L. ROJO ANTUNA, A. PAZOS
CARRO, A. DIAZ MARTINEZ

FISIOLOGIA Y FARMACOLOGIA. UNIVERSIDAD DE CANTABRIA. SANTANDER, ESPANA
FINANCIACION: SAF2002-03189

La bulbectomia olfatoria bilateral en rata provoca un serie de modificaciones
conductuales que sonrevertidas mediante el tratamiento crénico con antidepre-
sivos y que van asociadas a cambios en diversos sistemas de neurotransmision
implicados enladepresion, muy en particular el sistema serotonérgico. LaS-HT
controla variadas respuestas conductuales, entre ellas la transmisién y procesa-
miento del dolor tanto a nivel supraespinal como espinal. La disfuncién
serotonérgicaque caracteriza al sindrome de bulbectomia olfatoria podriaconllevar
cambios en la sensibilidad dolorosa y al tratamiento del dolor. En este estudio
hemos analizado el umbral de respuesta a estimulos térmicos (test de tail-flick)
en ratas bulbectomizadas asi como el efecto de la administracién crénica de
fluoxetina sobre el umbral nociceptivo en comparacion con su accién antidepre-
siva. El sindrome de bulbectomia olfatoria se manifesté a las 2 semanas de la
cirugiaolfatoriacomoun aumento en la actividad exploratoria (deambulaciones)
enel test de campo abierto. En el grupo de ratas bulbectomizadas se observé una
disminucion en el umbral de respuesta a estimulos térmicos de intensidad
moderada (latencia de 8,3 vs. 6,8 s del grupo control) y de intensidad alta (4,3
vs. 5,2 s del grupo control). La eficacia antidepresiva de la fluoxetina (10 mg/
kg/dia, s.c.) no aparecio hasta transcurridas al menos 2 semanas del inicio del
tratamiento. La fluoxetina ya mostré efecto analgésico al 4 dia de inicio del
tratamiento, de mayor intensidad al avanzar el tratamiento hasta conseguir un
umbral de respuesta a estimulos térmicos similar al grupo control.

P432. ANTINOCICEPTIVE ACTION OF INTRATHECAL L-DOPA
IN AN ANIMAL MODEL OF NEUROPATHIC PAIN

N. COBACHO", A.B. SERRANO®, J.R. GONZALEZ-ESCALADAF, C.L.
PAINOP

ASERV. NEUROBIOLOGIA-INVESTIGACION.” SERV.ANESTESIA YREANIMACION. € UNIDD
DELDOLOR.” SERV. NEUROBOLOGIA-INVESTIGACION. HOSPITALRAMON Y CAJAL.
MADRID, ESPANA

FINANCIACION: N.C. RECIBE UNA BECA DELA FUNDACION UPSA

Several studies suggest that descending monoaminergic systems modulate pain at
spinal cord level. Increase of extracellular L-DOPA levels probably enhances
dopaminergic and noradrenergic synaptic release and this might result in pain
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modulation. We have tested if intrathecally administered L-DOPA has antinocicep-
tive actions on chronic neuropathic pain. Neuropathic pain was produced in the left
hindlimb of adult male rats by chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve
[1], the right hindlimb serving as control. Innocuous tactile (von Frey monofila-
ments) and cold stimuli (acetone spray) were applied to each hindlimb plant to check
forthe development of allodyniabefore (baseline) and 14 days after CCI. Aninjection
of 50 nanomoles of L-DOPA diluted in 20 microliter of HBSS or vehicle was then
made intrathecally by direct lumbar puncture [2]. Allodynia was then tested at 15,
90, 180 min. and 24h after L-DOPA injection. Both tactile and cold allodynia
consistently developedinleftlegs 14 days after CCI. Intrathecal L-DOPA completely
inhibited allodyniaat 15 minutes afterinjection. Antinociception decreased but was
still significant at 90 and 180 minutes after injection and disappeared at 24h. By
contrast, vehicle-injected rats did not show changes. These results show that an
increase of L-DOPA levels in CSF produces antinociceptive effects in neuropathic
pain and support the development of strategies using L-DOPA-releasing cells as
intrathecal biological minipumps inits treatment. [ 1] Bennettetal, Pain 1988;33:
87.[2] De la Calle et al, Brain Res Bull 2002; 59: 245.

P433. CARACTERISTICAS FUNCIONALES DE LAS TERMINA-
CIONES SENSORIALES DE LA CORNEA SENSIBLES A CAMBIOS
DE TEMPERATURA

M.C. ACOSTA BOJA, C.L. LUNA GARCIA®, J. GALLAR MARTINEZ*, C.
BELMONTE MARTINEZ*

A INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE ALICANTE. & INSTITUTO DE NEUROCIEN-
CIAS. UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ-CSIC. SANTJOAN D’ALACANT. ALA-
CANT, ESPANA

Objetivos. Estudiar, mediante registro extracelular unitario de terminaciones
sensoriales en la cornea del ojo, el efecto de cambios de temperatura sobre las
terminaciones de frio (TCF). Material y métodos. Se utilizé la preparacion del ojo
decobayainvitro,registrandose 164 TCE Los ojos fueron colocados enuna cdmara
deregistroy perfundidos consoluciéna32 °C. Seregistrd, aplicando sobre lacérnea
un microelectrodo de vidrio (~50 um didmetro) relleno de la misma solucién. La
estimulacién térmicase realizé cambiando latemperaturade lasolucién de perfusion
desde 32°C a20°Cy 52 °C analizandose variaciones en la frecuencia de disparo
(imp/s) evocados por dichos cambios. Se probé también el efecto del mentol (0, 1
mM)y lacapsaicina (1uM). Resultados. Todas las TCF tenfan actividad espontinea
a32°C(8,1+0,3imp/s), que aumento significativamente al enfriar (umbral: 28,7
+ 0,2 °C y frecuencia maxima: 19,4 + 0,6 imp/s, alcanzada a 26,1 £ 0,2 °C) y
disminuyd al calentar (silencidandose completamente a 36,4 +0,4°C). Un33% de
las TCF presentaron ‘respuesta paraddjica’ al alcanzarlos 44,1 £0,8°C (n=61).
Enfriando desde 52 °C los TCF comenzaron a disparar al alcanzar los 41,1 0,4
°C.Elmentol aumenté significativamente la frecuenciade disparoen todos los casos
(42/42),1acapsaicinaséloenel 60% (33/55). Conclusiones. Las TCF se comportan
como las fibras sensoriales de frio de la piel o la mucosa oral o nasal, siendo
particularmente sensibles acambios dindmicos de temperatura. Su patrén de descarga
sugiere que son responsables de las sensaciones de frescor y frio evocadas en la
superficie del ojo por cambios de temperatura.

P434. RESPUESTA PARADOJICA EN TERMINACIONES
SENSORIALES DE LA CORNEA SENSIBLES A FRIiO

C.L. LUNA GARCIA A M.C. ACOSTA BOJE, J. GALLAR MARTiNEZC, C.
BELMONTE MARTINEZ*

AINSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. € INSITUTO DENEUROCIENCIAS DE
ALICANTE. UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ-CSIC. SANT JOAN D’ALACANT.
B INSITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. UNIVERSIDAD MIGUELHERNANDEZ.
SANTJOAND’ALACANT. ALACANT, ESPANA

Objetivos. Estudiar, mediante registro extracelular unitario, las caracteristicas de
larespuesta paraddjica (RP) de las terminaciones sensoriales de lacérnea del ojo
sensibles al frio. Material y métodos. Se utiliz6 1a preparacion del ojo de cobaya
in vitro, colocando los ojos en una cdmara de registro y perfundiéndolos con
soluciona32 °C. Seregistré los impulsos en las terminales nerviosas, aplicando
sobre lacérneaun microelectrodo de vidrio (~50 um didmetro) relleno de lamisma
solucion. La estimulacion térmica se realizé cambiando la temperatura de la
solucién de perfusiondesde 32°C a20 °Cy 52 °C, analizdndose las variaciones
enlafrecuenciadedisparo (imp/s) evocados por dichos cambios. Se probé el efecto
de capsaicina (1uM); capsacepina (10-50 uM) y rojo de rutenio (10-100 uM).
Resultados.Un33% de las terminaciones de frio presentaron RP al alcanzar los
44,1 £0,8 °C, siendo sus caracteristicas de respuesta al frio iguales a las de las
terminaciones que carecende RP. El 13,3% de las terminales sin RP respondieron
acapsaicina, pero de las que tenfan RP, respondieron el 94,7%. Capsacepina y
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rojoderutenio bloquearon larespuesta a capsaicina, perono laRP. Conclusiones.
Un 30% de las terminaciones corneales de frio tienen RP al calentamiento en el
rango nocivo. Tal RP parece asociada alaexpresion de canales TRPV 1 dada su
vinculacién con lasensibilidad a capsaicina. No obstante la ausencia de bloqueo
por rojo de rutenio sugiere que el calor ejerce un efecto complejo sobre la
excitabilidad de las terminaciones corneales de frio.

P435. EFECTO ANTINOCICEPTIVO SUPRAESPINAL DE LA
ADENOSINA Y SU RELACION CON LOS RECEPTORES KAPPA
G. RAMOS-ZEPEDA, J.F. HERRERO

FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEALCALA. ALCALA DE HENARES. MADRID, ESPANA

LaN-ciclopentil adenosina (CPA) es un agonista selectivo de los receptores A1 de
laadenosina. Sus acciones antinociceptivas supraespinalesy suinteraccién con los
sistemas opioides no son conocidos en detalle, por lo que hemos estudiado el efecto
espinal y supraespinal de la CPA en unidades motoras de ratas Wistar macho con
inflamacién de tejidos blandos (250-330g). Las UMA fueron activadas con
estimulacion nociceptiva mecdnicay eléctrica (wind-up) y fueron estudiadas en
animales intactos, espinalizados y sham-espinalizados. LaCPA (10a320 ug/kgi.v.)
nomodificdlaactividad nociceptivaenratas espinalizadas. En animales intactos,
sin embargo, se observé una inhibicién completa de las respuestas, con DE50 de
92 +2 pg/kg. La CPA fue 10 veces mds potente en animales sham-espinalizados
(DESO de 8,3 + 1 pg/kg; p < 0,001). Estos resultados sugieren que el efecto
antinociceptivo de la CPA se ejerce esencialmente a niveles supraespinales. El
antagonista de los receptores A1 CPT no revirtié el efecto de 1a CPA, aunque su
administracién previaevitd el efecto. Laactividad de laCPA fue totalmente revertida,
perono prevenida, por dosis altas (1 mg/kg) del antagonista opidceo naloxona, lo
que sugiere unainteraccion secundaria del sistema de 1a adenosina con receptores
opioides. Dosis de naloxona selectivas parael receptor opioide mu (100 ug/kg) no
antagonizaron el efecto de la CPA. Sin embargo, el antagonista selectivo de los
receptores opioides kappa, nor-BNI, revirti6 el efecto de 1a CPA. Nuestros datos
muestran que el efecto antinociceptivo central de la CPA esta relacionado con la
activacion de receptores opioides, preferentemente de tipo kappa.

P436. COMPARACION DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE
CPA Y GABAPENTINA EN ANIMALES NORMALES, CON SEN-
SIBILIZACION POR ARTRITIS Y POR NEUROPATIA

M.M. CURROS-CRIADO, J.F. HERRERO

FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEALCALA. ALCALA DE HENARES. MADRID, ESPANA

LaN-ciclopentil adenosina (CPA) es unagonistadel receptorA 1 dela adenosina
con efecto antinociceptivo en situaciones de inflamacion de tejido blando. La
gabapentinaes un andlogo del dcido g-aminobutirico (GABA), utilizadoen clinica
parael tratamiento del dolor neuropatico. Nosotros quisimos saber si estos farmacos
sonefectivosenel dolorfisiologicoy ensituaciones de artritis, y comparar su efecto
en el caso de la neuropatia. Registramos reflejos nociceptivos de retirada como
unidades motoras aisladas, activadas por estimulacion mecénica y estimulacion
eléctricarepetitiva de altaintensidad, en tres grupos de ratas Wistar macho (229-
378 g): intactos, monoartritis (carragenina) y mononeuropatia (ligadura parcial del
nervio cidtico). La CPA (30-960 nmol/kg i.v.) disminuyé las respuestas a
estimulacién mecanicay eléctricaen los tres grupos de animales, con DES0de 67
+ 1,53 +1y52+ 1 nmol/kg para ratas normales, monoartriticas y neuropéticas,
respectivamente. Suefectodepresordela presion arterial fue intenso. La gabapentina
(40-1280 umol/kgi.v.) sélodisminuyd las respuestas en los animales neuropéticos,
conuna DE50de 406 +3 umol/kg y con apenas efecto sobre la presion arterial. E1
fenémeno de wind-up, caracteristico de las neuronas medulares, fue completamente
inhibido porlaCPA enlas tres situaciones experimentales. La gabapentina tan s6lo
loinhibiéen neuropatia. En conclusion, laCPA resulté serun agente antinociceptivo
muy efectivoen los tres grupos de animales. La gabapentina sélo tuvo efectoen los
animales neuropdticos. El efecto de ambos farmacos es preferentemente central, sobre
las neuronas de la médula espinal.
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P437. POTENCIACION DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE
OPIACEOS MU Y KAPPA POR DOSIS SUBANALGESICAS DE
NITROPARACETAMOL (NCX-701)

F.J. AHUIR TORRES*, G.B. GAITAN RAPOSO B J.F. HERRRERO
GONZALEZ®

A DEPARTAMENTO DEFISILOGIA.? DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA. DEPARTAMENTO
DEFISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEALCALA DE HENARES. ALCALA DE HENARES. MA-
DRID, ESPANA

Elfentaniloy el U-50488 H son opidceos agonistas de los receptores mu y kappa
respectivamente, con una gran capacidad analgésica, aunque su efecto es de corta
duracién. Hemos estudiado la posible potenciacién y duracion de su efecto condosis
subanalgésicas del antiinflamatorio no esteroideo donador de 6xido nitrico
nitroparacetamol (NCX-701). Utilizamos el estudio de reflejos nociceptivos de
retirada utilizando la técnica de registro electrofisiolégico de unidades motoras
aisladas (UMA). Las unidades se activaron mediante estimulacién mecanicanociva
yeléctricadealtaintensidad, que generael fendmeno de wind-up. Los experimentos
fueronrealizados enratas Winstar macho (260-320 g) anestesiadas con alfa-cloralosa.
EnausenciadeNCX-701, el fentanilo inhibié las respuestas nociceptivas mecanicas
conunaDES50de 18mg/kg recuperando en 20 minutos. En presenciade NCX-701,
laDE50fuede5.2mg/kg, mds de 3 vecesinferioralaobservadaenausenciade NCX-
701,y norecuperd en45 minutos. La potencia antinociceptiva del U-50488 H fue
mayorenpresenciade NCX-701 aunqueladiferencianofuessignificativa. Laduracion
del efectose incrementd de formasemejante alaobservadacon fentanilo. El fenémeno
dewind-up, caracteristicode neuronas nociceptivas, fue potenciado de formasimilar
alasrespuestas alaestimulacién mecénica. En conclusion, dosis subnalgésicas de
NCX-701 incrementan laintensidad y duracion del efecto antinociceptivo de los
opidceos, enespecial de los agonistas del receptor mu, através de una accién sobre
las neuronas de la médula espinal.

P438. MODULACION CENTRAL Y PERIFERICA DEL EFECTO
ANALGESICO DE LA MEDETOMIDINA EN SITUACION DE
INFLAMACION

C. MOLINA CAMACHO®, J. F. HERRERO GONZALEZ®

4 DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA/UNIVERSIDAD DEAL-
CALA. ALCALA DEHENARES. ® DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE
ALCALA.ALCALA DE HENARES. MADRID, ESPANA
Lamedetomidina(MED)esunagonistaa2-adrenérgico conaltaefectividad analgésica,
especialmente eninflamacion. Se desconoce laimplicacion de zonas supraespinales
en su efecto analgésico y si existe una interaccion del sistema a2-adrenérgico con
inhibidores de ciclooxigenasas. Estudiamos el efecto antinociceptivode MED (0,3
a9,6 mg/kgi.v.) en dos grupos de ratas macho Wistar con inflamacion plantar por
carragenina: intactas (n=38)y espinalizadas (n=7) empleandolatécnicadel registro
de unidades motoras aisladas. El efecto analgésico de MED fue més intenso en los
animales intactos, tanto en respuestas a estimulacién mecénica nociva (8 + 3% del
control con 4,8 mg/kg frente a 28 + 7% con 9,6 mg/kg en espinalizados), como en
elfendmeno de wind up (reduccién similar). Enuna segunda serie de experimentos
estudiamos el efectode MED en ausencia(n=7)y enpresenciade dosis subanalgésicas
deparacetamol (n=7)onitroparacetamol (NCX-701;n=6). Lacombinacionde MED
conNCX-701 provocé un efecto casi 3 veces mas potente (DES0: 0,45 mg/kg) que
elobservado s6locon MED o en combinacion con paracetamol (DES0: 1,2 mg/kg).
El efecto de MED con NCX-701 fue mds duradero que en los otros dos casos, no
observandose recuperacién alos 90 minutos. Esta potenciacion no se observéenel
fenémenode windup, caracteristicodelas neuronas medulares. Enconclusion, el efecto
de MED esta fuertemente influenciado por la integridad de las conexiones
supramedulares. Ademads, la administracion de dosis subefectivas de NCX-701
provocaunincremento significativodelapotenciay duracién de su efecto analgésico.
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P439. INTERACCION ENTRE DISTINTOS SISTEMAS DE MODU-
LACION PARA CONTROLAR EL MODO DE RESPUESTA EN LAS
CELULAS DEL NUCLEO GENICULADO LATERAL (NGL) DEL
GATO

J. CUDEIRO #, K. GRIEVE®, C. DE LABRA*, C. RIVADULLA*

A NEUROCOM. UNIVERSIDAD DEA CORUNA.A CORUNA.® FACULTY OF LIFESCIENCES.
UNIVERSITY OF MANCHESTER. MANCHESTER, REINO UNIDO

FINANCIACION: MCYT (BFI2002-03200)

Larespuestaenréafagas delas células taldimicas se asocid clasicamente a estados de
sueflo. Sinembargo, evidencias recientes demuestran que las rafagas también estdn
presentes en estados de alerta e incluso se ha postulado que tienen una funcién
importante alahorade detectar nuevos estimulos. En este trabajo investigamos las
relaciones entre los diferentes sistemas que podrian estar modulando el pasode modo
ténico a rafagas. Combinamos registros extracelulares en el NGL, de gatos
anestesiados y paralizados, conlaeyeccién de agonistas-antagonistas delos distintos
receptores presentes en el tdlamo, y con la estimulaciéon magnética transcraneal
(EMT)enlacorteza visual primaria . Nuestros resultados muestran que: i) en todas
las células existe un porcentaje de potenciales de accion en rafagas, intercalados con
potencialesdeacciontonicos; i) laeyeccion de farmacos que hiperpolarizanlacélula
aumentaeste porcentaje; iii) el incremento se produce de forma abrupta, posiblemente
cuando se alcanza cierto grado de hiperpolarizacion; iv) en ningtin caso se alcanza
un estado tnicamente de rafagas (los niveles maximos fueron del 55%). Los
experimentos con EMT muestran que el bloqueo de la actividad cortical también
puede aumentar el porcentaje de potenciales de accion enrafagas. Estos resultados
ponende manifiesto, in vivo, unacompleja trama de sistemas neuromoduladores,
incluyendosistemas excitadores e inhibidores, con capacidad paramodificarel tipo
derespuestaenel tilamo, aunque laimportanciade cadaunoconrespecto alos demds
posiblemente cambie en funcién del estado de atencion en cada momento.

P440.MODULA CION DEL TALAMO VISUAL POR ACETILCOLINA
Y OXIDO NITRICO: UN ESTUDIO MEDIANTE REGISTROS
INTRACELULARES IN VIVO

J. MARINO, N. ESPINOSA, C. DE LABRA, J. CUDEIRO

NEUROCOM. UNIVERSIDAD DEA CORUNA.A CORUNA, ESPANA

FINANCIACION: MCYT (BFI2002-03200)

Enel gato, las neuronas de proyecciondel niicleo geniculado lateral del tdlamo (NGL)
son moduladas por aferencias corticales (directamente y a través del niicleo
perigeniculado, (NPG)) y poraxones procedentes de laregion parabraquial del tronco
encefdlico (PB), cuyas terminales liberan acetilcolina (ACh) y 6xido nitrico (NO).
Nuestro grupo ha descrito un efecto facilitador del NO en larespuesta del NGL y
NPG alaestimulacion visual. El objetivo del presente trabajo es revelar los posibles
mecanismos sindpticos de accion del NO sobre las células taldmicas. Serealizaron
registros intracelulares in vivo en neuronas talimicas de gatos anestesiados. Laregion
PB se activé mediante microestimulacién eléctrica. Se estudio la respuesta a la
estimulacion visual y a la activacion del tronco en condiciones control y tras la
inhibicion sistémica de los efectos colinérgicos mediante la administracién de
atropina i.v., y de los efectos nitrérgicos mediante la administracién i.p. de 7-
nitroindazol. Laeyeccidénlocal (mediante microiontoforesis) enel NGL de AChy
atropina se utiliz6 como control para calibrar el alcance de la inhibicion sistémica.
Laestimulaciéneléctricaenlaregién PB indujo efectos sindpticos excitadores sobre
neuronas del NGL e inhibidores sobre células del NPG. Laamplitud de estos efectos
dependié delaintensidad y frecuencia de estimulacién. Laaplicacion sistémicade
atropinay 7-nitroindazol produjo modificaciones enlaamplitud de los potenciales
sindpticos evocados. Los resultados indican que el NO puede colaborar en la
modulacién postsindptica que las fibras del tronco ejercen sobre el NGL y NPG.

P441. MODIFICACIONES DE LA CONCENTRACION DE OXIDO
NITRICO EN EL NUCLEO GENICULADO LATERAL DURANTE
LA ESTIMULACION VISUAL

C. DE LABRA, C. RIVADULLA, N. ESPINOSA, J. MARINO, J. CUDEIRO
NEUROCOM. UNIVERSIDAD DEA CORUNA.A CORUNA, ESPANA

FINACIACION: MCYT (BFI2002-03200)

El 6xido nitrico (NO) es un neurotransmisor gaseoso que facilita la transmision
delainformacién visual en el niicleo geniculado lateral (NGL). Enel gato,el NO
es liberado por los terminales colinérgicos de grupos neuronales localizados en
el tronco del encéfalo. El objetivo de este estudio fue cuantificar los niveles de
NOenel talamo de gatos anestesiados y paralizados durante la presentacion de
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un estimulo visual (enrejado sinusoidal). Se registré la actividad neuronal
extracelularjuntoconlas variaciones en laconcentracién de metahemoglobina (que
esunindicador de NO); paraestotltimo se empled la técnica de espectofotometria
in vivo. Nuestros resultados muestran, en el 66% de los registros realizados (n
= 32), un aumento en la concentracién de NO durante estimulacion visual.
Observamos que larepeticién del protocolo de estimulacion visual provocé en
algunos casos efectos sumatorios sobre la concentracion de NO registrada. No se
observéunacorrelacion directaentre larespuestaneuronal y las variaciones enlos
niveles de NO. En un pequefio porcentaje de casos (9%) registramos una
disminucion en los niveles de NO como consecuencia del estimulo visual. En
nuestros experimentos se ha medido por primera vez laliberacién de NO in vivo
como resultado de laestimulacién sensorial. Estos resultados confirman que el
NO presente en el LGN contribuye al procesamiento de lainformacién visual en
el circuito tdlamo cortical y sugiere su posible implicacién en procesos reguladores
de amplio rango temporal.

P442. CELULAS REELINA POSITIVAS EN LA RETINA DE CARPIN
E. GARCIA-PINO#, E. CAMINOS*, A. VELASCO®, M. MARCHENA®, E.
CID®, J.M. LARA®

4 AREA DEHISTOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA, CRIB, UNIVERSIDAD DE CASTILLA-
LAMANCHA.ALBACETE.” BIOLOGIA CELULAR. INCYL, UNIVERSIDAD DESALAMANCA.
SALAMANCA, ESPANA

FINANCIACION: MEC (BIF2003-05989), FIS (PI021730) Y JCYL (SA23/04, SA131/04)
Lareelina es una glicoproteina de matriz extracelular implicada en la migracién
neuronal durante el desarrollo del sistema nervioso central y, en el adulto, participa
en laneurotransmision, en la plasticidad sindpticay en lamemoria. Su funcién la
desempeiia através de unarutade seializacion mediada porla fosforilacion dela
proteinadisabled] (Dab-1). Eneste trabajo caracterizamos el patrén de expresion
delareelinaenlaretinade unteledsteo adulto, el carpin (Carassius auratus),cuyo
sistemanervioso tiene capacidad de creceralolargode todala vidadel animal. Esta
retina presenta zonas con caracteristicas embrionarias, al tiempo que otras comple-
tamente maduras; ademds, en las zonas maduras, generanuevos fotorreceptores que
modifican laarquitectura sindptica de las capas plexiformes. Hemos analizado la
distribucién de reelina en la retina de carpin adulto utilizando un anticuerpo
monoclonal antireelina (clon 142). Posteriormente, caracterizamos las células
positivas parareelinarealizando dobles marcajes fluorescentes con los anticuerpos
anticalbindina, anticalretininay antitirosina hidroxilasa. Hemos identificado una
poblacién muy concretade célulasinmunorreactivas localizadaenlazonamas vitreal
delacapanuclearinternay algunas otras en capade células ganglionares. Ademds,
estasubpoblacion difiere de aquellas positivas acalbindinay acalretinina. Nuestros
resultados sugieren que, por su localizacion, su distribucion y su morfologfa, las
células inmunorreactivas a reelina son una subpoblacién de células amacrinas
relacionadas con células interplexiformes.

P443. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA REELINA Y
DAB1 EN EL CARPIN

M.J. HERRERO-TURRION *, E. GARCIA-PINO ®, J. AIJON ¢, A. VELASCO®,
JM. LARAC

A NEUROBIOLOGIAMOLECULAR. BIOLOGIA CELULAR. INCYL, UNIVERSIDAD DE SA-
LAMANCA. SALAMANCA.® FACULTAD DE MEDICINA, CRIB. UNIVERSIDAD DE CASTI-
LLALAMANCHA. ALBACETE, ESPANA

FINANCIACION: MEC (BFI2003-05989), FIS (PI021730) Y JCYL (SA23/04, SA36/04)
Latransmision delasefial visual depende delaorganizaciondelas células delaretina
en las distintas capas: nucleares y sindpticas. Por otra parte, laruta de sefializacién
reelina-Dab1 estdimplicadaen laposicién final de las neuronas y, especificamente,
enel patronsindptico de laretina. Lareelinaes una glicoproteinamuy grande (sobre
380kDa) secretada ala matriz extracelular y de actividad mediada por suuniéna
Dab1.Elobjetivodel presente trabajo es clonary caracterizar, al menos parcialmente,
loscDNA delareelinay Dab1 enel carpin (Carassius auratus). Paraello, a partir
de mRNA totales extraidos de retinade carpin, sintetizamos cDNA (retrotranscrip-
cion) y mediante la combinacion de distintas parejas de cebadores degenerados,
especificos paracada gen, llevamos a cabo diferentes PCR obteniendo los clones
deseados. Secuenciados estos clones, demostramos que, en carpin, tanto lareelina
como Dab]1 presentan una homologia relativamente alta con las secuencias ya
clonadasen otras especies. Asi, lareelinaclonada presentaunahomologia del 90%
en susecuenciaaminoacidicaal compararlaconlaclonadaen el pez zebra (Danio
rerio). Ademds, en este trabajo se ha clonado por primera vez en un teledsteo la
moléculaDab1y,en general, susecuencia proteicacontiene las mismas caracteristicas
(sitios potenciales de fosforilacion entirosinay un dominio PTB) que lashomélogas
de amniotas.
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P444. PROLIFERA CION CELULAR Y EXPRESION DE GENES DE
DESARROLLO DURANTE LA REGENERACION DE LA RETINA
PERIFERICA DE TELEOSTEOS

E. CID LEDESMA, M. PARRILLA MONGE, M. MARCHENA FERNANDEZ,
J. LARA PRADAS, A. VELASCO ARRANZ

DEPT. BIOLOGIA CELULAR Y PATOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DE CASTI-
LLAYLEON. UNIVERSIDAD DESALAMANCA. SALAMANCA, ESPANA

FINANCIACION: JCYL,MCYT, FISYFUNDALUCE

Laretinade tele6steos adultos posee tres poblaciones neurogénicas: progenitores
neurales y precursores de bastones en laretina central, y retinoblastos en el margen
retiniano formando la zona periférica germinal (ZPG). Trabajos previos demuestran
quelaZPGregeneratrasunacriolesion. El objetivo de este trabajo es analizar, en
dos especies (carpin y tenca), la proliferacion celular y la expresion de genes
implicados en determinacién y diferenciacion celular durante la regeneracion.
Mediante cuantificacién de DNA por citometria de flujo determinamos latasade
proliferacién; RT-PCR cuantitativa permite comparar niveles de expresionen genes
homeobox (pax6,chx 10, six3 y brn3b), bBHLH (neuroD y her6) y forkhead (foxn4);
ylatécnicainmunocitoquimicadetectael antigeno nuclear de células proliferativas,
lahistonaH3 fosforilada y la proteina Pax6. Estos métodos demuestran que entre
7y30diastraslesion la proliferacién es maxima, aparece unaextensaZPG y aumenta
elnimerode progenitores inclusoenlas zonas més alejadas delalesion. Laexpresion
detodoslos genes estudiados se reduce durante los primeros 15 dias y posteriormente
aumentaen todos los casos superando el nivel control. El pico méximo es més tardio
que el de proliferacion. El marcaje de Pax6 desaparece de la retina periférica; se
recupera a partir de los 15 dfas y su intensidad aumenta en los progenitores de la
ZPG y el epitelio ciliar. Concluimos que durante el proceso proliferativo-
regenerativolos diferentes genes estudiados estdn implicados en lareconstruccion
de laretina.

P445. ALTERACION DE LAS POBLACIONES NEURONALES Y
GLIALES EN LA RETINA DE UN RATON DEFICIENTE DE PAX6
(SEYDEY)

A.VELASCO ARRANZ*,G. GONZALEZCURTO *, M. PARRILLA MONGE®",
J. LARA PRADAS®, J. AUON NOGUERA*

* DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULARY PATOLOGIA.” DEPT. BIOLOGIA CELULARY
PATOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON. UNIVERSIDAD DE
SALAMANCA.SALAMANCA, ESPANA

FINANCIACION: JCYL, MEC, FIS Y FUNDACION MEMORIA DE D. SAMUELSOLORZANO
BARRUSO

Elratéon mutante SeyDey presenta una mutacion semidominante que afecta al gen
pax 6y agenes proximos. LaproteinaPax6 es un factor de transcripcion fundamental
durante el desarrollo del ojo. El objetivo de este estudio es el andlisis de las
modificaciones enlas poblaciones neuronales y gliales en el raton mutante +/SeyDey.
Seutilizaron ratones mutantes heterocigotos (+/SeyDey) adultos y homocigotos sin
lamutacién (+/+). Los animales se manipularon segtin lo establecidoenladirectiva
del Consejo de las Comunidades Europeas. Para analizar los distintos tipos
neuronales se emplearon anticuerpos contralas proteinas: Pax6, PKC, TH, RT97,
Calbindina D-28K, parvalbtimina y calrretinina. Para la neuroglia se utilizaron
marcadores anti-S 100, anti-GS y anti-GFAPy paralamicrogliase realizé unatincién
con TritonX 100 y anti-IgG de ratén. La retina de los animales mutantes no tiene
unaorganizacionlaminar claray presentarosetas, oretinas secundarias, en el interior
delaretinaprincipal. No se apreciaclaramente lasalida de los axones de las células
ganglionares y el nervio 6ptico es de menor grosor. En la retina de los animales
mutantes se han encontrado todos los tipos neuronales y gliales retinianos, pero su
nimero y localizacién no corresponden a los patrones de las retinas control.
Concluimos que los genes afectados por la mutacion SeyDey son claves para la
formacién correcta de laretina y la organizacion de sus distintos tipos celulares.

P446. DESARROLLO DE LAS CONEXIONES TECTALES AFE-
RENTES EN LA LAMPREA DE MAR

M.C. DE ARRIBA PEREZ*, B. TELLERIA COUNAGO®, M.A. POMBAL
DIEGO€

4 GRUPONEUROLAM. AREA DEBIOLOGIA CELULAR, DEPARTAMENTO BIOLOGIA FUN-
CIONALY CC DE LA SALUD,. ¢ GRUPO NEUROLAM, AREA DE BIOLOGIA CELULAR,
DEPARTAMENTO BIOLOGIA FUNCIONALY CC DELASALUD. FACULTAD DEBIOLOGIA,
UNIVERSIDAD DE VIGO. VIGO.® GRUPONEUROLAM. AREA DE BIOLOGIA CELULAR.
DEPARTAMENTO BIOLOGIA FUNCIONALY CC DELASALUD. FACULTAD DEBIOLOGIA,
UNIVERSIDAD DEVIGO. VIGO, ESPANA

Existen marcadas diferencias morfoldgicas entre las larvas y las lampreas adultas
debidas al gran desarrollo que sufren durante la metamorfosis. A nivel encefélico
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unodelos sistemas mas afectados es el visual, en el cual el techo 6ptico (TO; principal
centroretinorecipiente) aumentaconsiderablemente de tamaiio. Por otra parte, el TO
recibe unaamplia variedad de aferencias, siendo unimportante centro integrador de
diferentes tipos de informacién sensorial. En este trabajo estudiamos los cambios
de las poblaciones tectopetales durante el desarrollo larvario y en relacién con su
organizacionenejemplares adultos. Paraello, se realizaron inyecciones unilaterales
invitrocon BDA en el TO de larvas de Petromyzon marinus de distintos estadios
clasificadas segtin sulongitud corporal. Nuestros resultados muestran que lamayoria
delas células marcadas retrégradamente se localizan periventricularmente, aparecien-
domascélulas migradas amedidaqueavanzael desarrollo. Ademads, en varios nicleos
prosencefalicos, el nimero de neuronas tectopetales marcadas en larvas es bastante
inferior al observado en adultos. Por otra parte, muchas de las aferencias originadas
enel tronco cerebral aparecen en larvas pequenas, mientras que otros niicleos, como
el palio medial o la eminencia taldimica, se marcan por primera vez en larvas
premetamorficas. En conjunto, estos resultados prueban que muchas aferencias
tectales se establecen tempranamente, mientras que otras, sobre todo de origen
prosencefalico, lo hacen mds tarde.

P447. SISTEMA DE PREPROCESAMIENTO DE LA INFORMA CION
VISUAL PARA NEUROPROTESIS VISUALES

S. ROMERO GARCIA#, A. MARTINEZ ALVAREZ®, C. MORILLAS
GUTIERREZ®, F.J. PELAYO VALLE®, E. FERNANDEZ JOVER €
ADEPARTAMENTO DEINFORMATICA. ESCUELA UNIVERSITARIA POLITECNICA DE
LINARES- UNIVERSIDAD DEJAEN. LINARES (. JAEN, ).2 DEPARTAMENTOARQUITECTURA
Y TECNOLOGIA DE COMPUTADORES. UNIVERSIDAD DE GRANADA. GRANADA.
€ INSTITUTO DE BIOINGENIERIA. UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ. ELCHE. ALI-
CANTE, ESPANA

Objetivos. Presentamos una plataforma hardware/software para (a) Codificar y
transformar lainformacién visual enimpulsoseléctricos, (b) Optimizarlos parametros
deestimulacion, (c) Realizar unareasignacion automaticadel mapade estimulacion,
quecorrijalas deformaciones del espacio visuotdpico, y (d) Realizar experimentos
psicofisicos que puedan ser ttiles en futuras neuroprétesis visuales. Material y
métodos. El sistema consta de un PC o una FPGA que se encarga de transformar la
informacion visual endiferentes patronesespaciotemporales y formas deestimulacion
(pulsos bifdsicos, monofasicos, simétricos, asimétricos, etc.). El sistema permite el
direccionamiento y la estimulacién simultdnea de 128 canales de informaciony se
puede conectar a diferentes tipos de matrices de microelectrodos. Resultados. El
sistema permite realizarun ajuste automatico de los pardmetros de estimulacién para
cadacanal y unaserie de experimentos psicofisicos paracaracterizarlas sensaciones
visuales que se pueden producir. El calculo de ladireccién del electrodo que debe ser
activado para producir un fosfeno en una posicién concreta se realiza de manera
automatica. Conclusiones. Laestimulacioneléctricade diferentes partes dela via visual
(retina, nervio Gptico, corteza visual) puede representar una alternativa util para
proporcionar informacion del entorno y/o leer caracteres grandes en sujetos con
diferentes discapacidades visuales. El sistema que presentamos permite codificar la
informacion visual y transformarlaen trenes de impulsos eléctricos optimizados para
laestimulacién de las neuronas de la via visual. Ademads permite realizar diferentes
experimentos psicofisicos y se puede adaptar especificamente para cadasujeto.

P448. DESARROLLO TEMPORAL DE LOS CAMPOS RECEPTORES
VISUALES DE AREAS V1 Y MST

M.C.ROMERO, A.F. CASTRO, M.A. BERMUDEZ, R. PEREZ, F. GONZALEZ
DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA, FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DE SAN-
TIAGO DE COMPOSTELA. SANTIAGO DE COMPOSTELA. A CORUNA, ESPANA

Objetivo.Estudiarlaevolucion temporal delaconformacion delos campos receptores
(RF) visuales en dreas corticales V1 y MST. Material y métodos. Se registraron
extracelularmente49 célulasen V1y 17enMST endos monos rhesus. Laestructura
temporoespacial de los RF se obtuvo mediante la técnica de correlacion cruzada
invertidaentre laaparicién de un spike y laposiciondel estimulo enel campo visual.
Laventanatemporal fue de200ms. Laevolucién temporal del RF se obtuvo calculando
elinicioy ladesapariciéndel RE Resultadosy conclusiones.EnV1,alos 38 ms prespike
al menos el 50% de las células ya tenfan su RF estructurado y alos 59 ms el 100%.
EIRF se mantuvo estructurado en el 100% de las células hasta 68 ms, mientras que
el 50% de ellas 1o mantuvieron hasta los 84 ms prespike. En el area MST, el 50%
conformaron su RF alos 105 ms y 1o mantuvieron hasta los 173 ms. En esta drea el
100% delas células mantuvieronel RFestructuradodesde 142 a 151 msprespike. En
V1elcampo se mantuvoestructurado durante 46 ms en almenos el 50% delas células
mientrasqueen MST se mantuvodurante 68 ms. Estos resultados muestranlas latencias
quehay enel procesamiento del informacion visual enlas diferentes dreas corticales
eindican el tiempo requerido para procesar lainformacién en cada una de ellas.
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P449. ANALISIS DEL ORIGEN Y EXTENSION DE LA INERVA CION
TALAMICA DE LA CAPA I DESDE NUCLEOS VISUALES DEL
TALAMO EN LA RATA ADULTA

J.P. RUBIO GARRIDO", C. PORRERO®, F. CLASCA®

A DEPARTAMENTO DEANA TOMiA, HISTOLOGIA YNEUROCIENCIA. FACULTAD DEME-
DICINA. UNIVERSIDAD AUTONOMA DEMADRID. MADRID.? DEPARTAMENTO DEANA-
TOMfA, HISTOLOGIA Y NEUROCIENCIA. FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD
AUTONOMADEMADRID. MADRID, ESPANA

Objetivos.Laarborizacionde axones talamocorticalesenlacapaldelacortezacerebral
(TC1) constituye un sistema paralelo y funcionalmente complementario a la
arborizacion talimicaen las capas intermedias de la corteza. Se ha propuesto que
TCl1 es crucial en fendmenos de atencién. Sin embargo la informacién sobre su
organizacién anatémica es muy limitada. Aqui hemos investigado el origen y
extension de los axones TC1 procedentes de los niicleos visuales del tdlamo de la
rata. Material y métodos. En 20 ratas adultas marcamos los somas TC1 mediante
dep6sitos epipiales de fast-blue aplicados sobre distintos puntos de todo el
hemisferio cortical. En otros 12 experimentos, inyectamos en el tdlamo dextrano
biotiniladode 10000 MW para marcar los axones TC1. Resultados. Una gran parte
de las neuronas del niicleo geniculado lateral (GL) y lateral posterior (LP) inervan
lacapaldelacortezacerebral. Las neuronas del GL inervan lacapaldelacorteza
visual primaria, mientras que neuronas del LP, especialmente las localizadas en la
divisionrostromedial, extienden sus axones de un modo disperso sobre gran parte del
hemisferio cerebral, con un foco especialmente denso en el campo ocular frontal.
Conclusiones. A través de su capa I, cualquier punto de la corteza cerebral recibe
simultdneamente informacién de un gran niimero nicleos talamicos. Laorganizacion
delsistemaTC1 es consistente con su posible papel enlamodulacién desde el tdlamo
visual delaactividad enextensas zonas delacortezaoccipital, parietal frontal y limbica.

P450. LA PROTEINA CINASA DYRKIA ES ESENCIAL PARA LA
MORFOGENESIS DE LA RETINA

A. LAGUNA TUSET*, ].M. DELABAR®, P. DE LA VILLA POLOC, M.
ARBONES DE RAFAEL*

4 PROGRAMA GENESY ENFERMEDAD. CENTRE DEREGULACIO GENOMICA. BARCELO-
NA, ESPANA.® LABORATOIRE EA3508. UNIVERSITE DENIS DIDEROT. PARIS, FRANCIA.
€ DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD DEALCALA. ALCALA DEHENARES.
MADRID, ESPANA

El fenotipo de ratones transgénicos de ganancia y pérdida de funcién de Dyrk 1A
indica que la dosis de este gen es esencial para la correcta morfogénesis y
funcionalidad del cerebro. Laretinaes unaestructuradel sistemanerviosoque expresa
niveles elevados de Dyrk 1 A durante su desarrollo. En este trabajo se muestraque
Dyrk1A seexpresaen poblaciones celulares especificas delaretinaderatones adultos.
Sehaanalizado anivel morfoldgico laretina de ratones adultos Dyrk1 A+/—conun
unico alelo funcional del gen, y de ratones transgénicos (TgYAC152f7) que
sobrexpresan el gen DYRK1A humano. Los ratones Dyrk1A+/— presentan una
reduccion del tamaio de los ojos y de laretinarespecto a sus controles de camada.
Aunque lalaminacion general es normal, el nimero de células en las capas nuclear
interna (CNI) y ganglionar (CCG) estd especificamente reducido respecto al total.
De modointeresante, los ratones Tg YAC152f7 presentan retinas mas gruesas que
las de sus controles debido aun aumento especifico en el nimero de células en las
capas CNI'y CCG. El andlisis inmunohistoquimico de ambos modelos muestra
poblaciones celulares particularmente afectadas en la CNI (células bipolares de
bastén, amacrinasy gliales de Miiller) y enlaCCG (células ganglionares y amacrinas
desplazadas). Se observan ademas cambios en lamorfologiade los procesos neurales
en las capas plexiforme externa e interna de los ratones analizados. Nuestros
resultados muestran que alteraciones en la dosis génica de Dyrk1A afectan el
establecimiento de unamorfologia correctaen laretina de raton.

P451. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LA RED CORTICAL
REVELADAS POR LA PROPAGACION ESPACIO-TEMPORAL
DE LA ACTIVIDAD EMERGENTE

N. MONTEJO CERVERA*, R. REIG *, M.V. SANCHEZ-VIVES ®

* INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ-
CSIC.SANTJOAND ‘ALACANT.” INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. UNI-
VERSIDAD MIGUELHERNANDEZ-CSIC.SANTJOAN D’ALACANT. ALACANT, ESPANA

La red neuronal cortical in vitro genera actividad ritmica espontdnea cuando se
mantiene en una solucion de concentraciones idnicas similares alas que existenin
situy a 37 °C (Sanchez-Vives et al, Nat Neurosci 2000; 3: 1027). Esta actividad
ritmica consiste enrafagas de actividad (< 1 Hz) en el neocértex, intercaladas con
periodos silentes. Los periodos de actividad se inician en las capas infragranulares,
debidoaque sus niveles maselevados de actividad espontaneareclutan alas neuronas
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circundantes através de laactivacion de las conexiones recurrentes (Compte etal,
J Neurophys; 89, 2707). Las dindmica espaciotemporal de la propagacion de la
actividadenlacortezaesel resultado de laintegracién de las propiedades funcionales
(sindpticas, intrinsecas, etc) y citoarquitectonicas de la red. Para analizar esta
dindmicaen detalle hemos registrado actividad espontdnea en rodajas de corteza
cerebral de hurén con una matriz de 64 electrodos (MED 64, Panasonic; 150y 400
micras entre electrodos). Aqui presentamos los resultados obtenidos en corteza
visual, identificamos el foco en el cual se inicialaactividad en oscilaciones sucesivas
y la variabilidad del mismo. El bloqueo progresivo de la inhibicion induce una
aceleraciéndela velocidad de propagacion desde unos 10 mm/s en control hasta 100
mm/senausenciadeinhibicion, resultandoenun patrén de activacion espacial menos
restringido. Interpretamos estos resultados en el marco del balance excitacion/
inhibiciény laactivaciénde corrientes de membranay matematicamente, mediante
simulaciones en unared neural de Morris-Lecar.

P452. CARACTERIZACION DE LAS RESPUESTAS NEURONALES
ANTE ESTIMULOS VISUALES COMPLEJOS EN EL NUCLEO
GENICULADO LATERAL DE LA RATA

I. RODRIGUEZ CEPEDA A N. PERALES CASTELLANOSZE, C. SANCHEZ
RAMOS®, I. MAKAROVAP, O. HERRERASF, F. PANETSOS®

4 DEPARTAMENTO DEINVESTIGACION. SERVICIO DEHISTOLOGIA.” DEPARTAMENTO
DEINVESTIGACION. SERVICIO DE HISTOLOGIA. DEPARTAMENTO DE INVESTIGA-
CION. SERVICIO DE HISTOLOGIA. HOSPITALRAMON Y CAJAL.* DEPARTAMENTO DE
MATEMATICAAPLICADA.€ OPTICA FISIOLOGICA. ESCUELA UNIVERSITARIA DE OPTI-
CA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID. MADRID, ESPANA

El objetivo principal del presente trabajo es la caracterizacion electrofisiologicadel
LGN de larata y el comportamiento de sus neuronas ante estimulos de diferente
complejidad. Paraello, hemosrealizadoregistros extracelulares multiunitarios enel
LGN deratas Wistar anestesiadas con uretano, mediante microelectrodos de tungsteno,
estimulando conflash y secuencias de barras en movimiento. Hemos determinado las
latencias, nimero de espigas y actividad oscilatoria de las respuestas provocadas por
elflashy hemos estudiadoladistribucion espacial delosregistrosenel LGN en funcion
de dichas caracteristicas. Los estimulos complejos nos han permitido estudiar el
comportamiento de las neuronas en funcién delaorientacién, velocidad y resolucion
espacial delos mismos, observando unincremento delalatenciaenlamayoriadelos
casosy frecuencias de oscilaciénentodoslosrangos excepto d. En cuantoal coeficiente
de variacion de la frecuenciamediade disparo de la poblacién observamos que tiene
unarelacioninversamente proporcional ala velocidad de lasecuenciade barras, que
disminuye cuando laresolucion aumenta, exceptoenel casode unaorientacionde 90°,
y que para una orientacion de 0° es mayor que para una de 45° 0 90°.

P453. LA CONEXINA-36 JUEGA UN IMPORTANTE PAPEL EN
LA COMUNICACION INTERNEURONAL RETINIANA EN LA
VISION ESCOTOPICA DE VERTEBRADOS

G. MARTINEZ-NAVARRETE?, A. ANGULO®, J. MARTIN-NIETO®, N.
CUENCA*

4 DEPARTAMENTO DEBIOTECNOLOGIA.? DEPARTAMENTOINTERUNIVERSITARIO DE
OPTICA.€ DEPARTAMENTO DEFISIOLOGIA, GENETICA Y MICROBIOLOGIA. UNIVERSI-
DADDEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

FINANCIACION: BFI2003-01404, GV04B/452, ONCE, FUNDALUCE
Objetivos.Lasconexinas pertenecen auna familiade proteinas que forman las sinapsis
de tipo gap junctions en el sistema nervioso. Mutaciones en genes que codifican
diversos tipos de conexinas son responsables de enfermedades neurodegenerativas
como lasorderay neuropatias periféricas. El objetivo de este estudio es determinar
lalocalizaciény distribucion de la conexina-36, especificadel SNC, enlaretinade
diversos vertebrados. Métodos. Se utilizaron técnicas de inmunofluorescencia para
determinarlapresenciay localizacion delaconexina-36 encortes de criostatoderetinas
de vertebrados de varias especies. Serealizaron dobles inmunotinciones condiversos
anticuerpos conel finde identificar los distintos subtipos neuronales retinianos que
expresan conexina-36. Resultados. Se identificaron puntos inmunorreactivos de
conexina-36entre los fotorreceptores en lacapa plexiforme externade laretina. En
lacapaplexiformeinternalaconexina-36 selocalizaen las dendritas de las células
amacrinas All. En estas células forma canales homdlogos entre células AIl y
hemicanales entre células ATy células bipolares. Enretinas de especies sin células
amacrinas All se observaunadisminucion delos niveles delaconexina36enlacapa
plexiforme interna. Conclusiones.Laconexina-36 selocalizaenlas gap junctions
delas capas plexiformes externae interna de laretina de vertebrados. La conexina-
36 participaen lacomunicacion interneuronal en laretina de vertebrados, especial-
mente en mamiferos con vision escotépica, donde toda la informacién visual
procedente de los bastones pasa a través de las células amacrinas AIIL
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P454. CAUSAS MOLECULARES QUE DISPARAN LA MUERTE
DE LAS CELULAS GANGLIONARES DE RETINA AL LESIONAR
EL NERVIO OPTICO: ANALISIS DE LA REGULACION DEL
TRANSCRIPTOMA

M. AGUDO 4, P. SOBRADO®, S. MAYORE, I. CANOVAS B E. AGUILERA®,
E. RAMIREZ B A. HARRISONE, F. HALLBOOK P M. VIDAL-SANZ*

A DEPARTAMENTO DE OFTALMOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DE
MURCIA. MURCIA.? DEPARTAMENTO DEOFTALMOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA.
UNIVERSIDAD DEMURCIA. MURCIA.  DEPARTMENTS OF MATHEMATICALSCIENCES
& BIOLOGICAL SCIENCES. UNIVERSITY OF ESSEX. ESSEX, REINO UNIDO.
P DEPARTMENT OF NEUROSCIENCE. UPPSALA UNIVERSITY. UPPSALA, SUECIA.

En mamiferos adultos, el nervio 6ptico (NO) lesionado es incapaz de regenerar
espontdneamente y de reestablecer la funcién visual. Es més, laaxotomia induce
durante las dos semanas posteriores alalesion, ladegeneracion de los axones y la
muerte masiva de estas neuronas, las células ganglionares de retina (CGR). Esta
muerte impide cualquier posibilidad de recuperacion funcional. Muchos estudios
han explorado la posibilidad de rescatar las CGR axotomizadas administrando
factores neurtréficos, neurotrofinas y substancias antiapoptéticas. Unade las mejores
estrategias es lainyeccion de BDNF 0 NT4/5, ambas proteinas aumentan el nimero
de CGR que sobreviven alaaxotomia, aunque este efectoes transitorio. Asf, un punto
clave que atin permanece sinresolver es conocer laidentidad de los factores génicos
que desencadenan esta muerte asociada alalesion del NO. Paraintentar contestar
aestapregunta, hemos analizado, utilizando arrays de DNA (Affymetrix, rae 230.2)
coémoseregulael transcriptomade retinas lesionadas vs. retinas control en rataadulta
alo largo de distintos tiempos postaxotomia: 1,3y 15 dias. Nuestros resultados
muestran que, enretinaadulta, laaxotomiainduce grandes cambios enlaregulacion
génicay hasta4200 genes cambian su patrén de expresion, de los cuales mas dela
mitad son desconocidos. El agrupamiento funcional de los genes conocidos revela
que multiples procesos estan alterados, desde el metabolismo basico, comunicacion
celular, transporte y transcripcion, hasta cascadas de sefializacién tan importantes
en supervivencia como las de la apoptosis y de la MAPK/p38.

P455. CORRELACION ENTRE ACTIVIDAD NEURONAL Y ME-
TABOLICA EN RESPUESTA A ESTIMULACION VISUAL EN EL
NUCLEO GENICULADO LATERAL DEL GATO IN VIVO

C. RIVADULLA, C. DE LABRA, N. ESPINOSA, J. MARINO, J. CUDEIRO
NEUROCOM. UNIVERSIDAD DEA CORUNA. ACORUNA, ESPANA

FINACIACION: MCYT (BFI2002-03200)

Laresonanciamagnéticafuncional y latomografia por emisién de positrones, son
s6lodos delas numerosas técnicas deimagen basadas en lamedicién de los cambios
vasculares que se producen como consecuenciade laactividad cerebral. A pesar de
laexpansion de este tipo de técnicas y de que los principios fisiolégicos sobre los
que se asientan fueron descritos hace mds de 100 afios, todavia no se conoce en
profundidad larelaciénexistente entre las sefiales medidas y aactividad neuronal.
Eneste trabajo, con el objetivo de profundizar en el conocimiento de esarelacion,
realizamos simultdneamente registros extracelulares de neuronas individuales y
analisis espectrofotométrico de laconcentracion de oxihemoglobinaen el niicleo
geniculado lateral del gato anestesiado y paralizado durante la presentacion de
distintos estimulos visuales. Nuestros resultados muestran un aumento de la
concentracion de oxihemoglobina durante la estimulacion visual (43 + 19 media
+ SEM, n = 16). Este incremento se correlaciona de forma muy precisa con la
respuesta visual, medida simultdneamente como potenciales de accion extracelula-
res. Asi, por ejemplo, el aumento de la respuesta visual debido a un aumento de
contraste enel estimulo visual es acompaiado porun cambio proporcional enlasenal
de oxihemoglobina. Estarelacion tan estrecha entre oxihemoglobinay actividad
celular abre la puertaa nuevos mecanismos de regulacién de laactividad neuronal
conunacinéticade actuacién lenta cuyaaccion se desarrollarfasobre el lecho capilar
en lugar de sobre las propias células.
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P456. PRESENCIA DE CUERPOS CONVOLUSIONADOS EN LAS
NEURONAS DE LA REGION VISUAL DEL NUCLEO RETICULAR
TALAMICO

V. REQUENA GALLEGO®*, A. C. PELAEZ GONZALEZ®, E. GARCIA
REQUENAS, S. FONTANAP, D. BERMUDEZ FLORES *

4 DEPARTAMENTO DEHISTOLOGIA YANATOMIA PATOLOGICA.  DEPARTAMENTO HIS-
TOLOGIA YANATOMIA PATOLOGICA. FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD DE
MALAGA. MALAGA.® DEPARTAMENTO DE HISTOLOGIA Y ANATOMIA PATOLOGICA.
FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DEMALAGA. MALAGA.” CATEDRA DEHISTO-
LOGIA. FACULTAD DE ODONTOLOGIA. UNIVERSIDAD DE CORDOBA. CORDOBA, AR-
GENTINA

Objetivos. Describirlos cuerpos convolusionados (CCV) enlas neuronas delaregion
visual del niicleoreticular talimico (NRT) y analizar sus cambios en distintas etapas
delavida. Material y métodos. Se han utilizado ratas albinas Wistar de 3,24 y 28
meses de edad y se han aplicado las técnicas convencionales de microscopia
electronica. Resultadosy conclusiones. Se describe por primera vez la presenciade
cuerpos convolusionados en los somas neuronales de la porcion visual del NRT. Su
frecuencia es variable con la edad, especialmente a los 24 meses. Enlos CCV se
distinguen tres niveles de organizacion, claramente establecidos en neuronas de los
animales de 3 meses. En todos los niveles, los tiibulos mds externos se contindan
concisternas de RER. Enlas neuronas de 24 meses los CCV tienden a ser extensos
y empaquetados, adoptando los tibulos la apariencia del segundo nivel de
organizacion. En neuronas ancianas (animales de 28 meses), la mayor parte de los
CCV contienen tibulos cortos, dilatados y orientados al azar, alejandose de los
patrones de organizacién observados en otras etapas. Se establece larelacién entre
las caracteristicas de los cuerpos convolusionados con los requerimientos neuronales
en distintas etapas vitales.

P457. PROYECCIONES DE AREAS UNI Y POLIMODALES DEL
LOBULO TEMPORAL ROSTRAL A LA CORTEZA ENTORRINAL
EN EL PRIMATE

A. MOHEDANO-MORIANO®, A. MARTINEZ- MARCOS®, P. PRO-
SISTIAGA®, M.M. ARROYO-JIMENEZ®, P. MARCOS®, E. ARTACHO-
PERULA®, R. INSAUSTI®

ALAB.ANATOMIA. DEPARTAMENTO CIENCIAS MEDICAS. FACULTAD DE MEDICINA.
UCLM.ALBACETE.® LAB. ANATOMIA. DEPARTAMENTO CIENCIAS MEDICAS. FACUL-
TAD DEMEDICINA. UCLM. ALBACETE, ESPANA

Lacorteza entorrinal (EC) forma parte del sistema de memoria declarativa del
16bulo temporal medial. Anatémicamente, la corteza entorrinal estd reciprocamen-
te conectada con el hipocampo y es la via principal, por donde la informacién
procedente de otras dreas de alto grado de asociacion accede a éste. Por otro lado,
laparte rostral del 16bulo temporal (RTL) es unaregion donde confluyen cortezas
asociativas de tipo unimodal (olfativo, visual y auditivo) y polimodal. Es, sin
embargo, unaregion pobremente caracterizada anatdmicamente, al contrariode lo
que ocurre con el drea més ventromedial del 16bulo temporal donde se localizala
cortezaentorrinal. El presente estudio pretende caracterizar laconectividad de las
regiones del RTL, especificamente con la EC, en los proceso de aprendizaje y
memoria. Se han utilizado un total de 10 animales (Macacafascicularis) enlos
que se hainyectado aminodextrano biotinilado (BDA) en diferentes regiones del
RTL (2 inyecciones en el labio dorsal del surco temporal superior (sts), 5 en el
dreaTEy2enel dreaauditiva), todas las inyecciones mostraron marcajeenlaEC,
que evidenciaciertatopografia. Las inyecciones en sts, drea auditivarostral y en
area TE proyectan hacia la porcion rostral de EC; sin embargo, las inyecciones
eneldreaauditivalateral proyectan haciaregiones mds caudales. Estos resultados
evidencian que la EC es la puerta por donde la informacién polisensorial y
unimodal procedente del RTL accede al hipocampo, participando en los procesos
del aprendizaje y memoria.
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P458. LA ORGANIZACION DEL SISTEMA DE LAS CELULAS DE
HESSE DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEL ANFIOXO
(BRANCHIOSTOMA LANCEOLATUM) PUESTA DE MANIFIESTO
MEDIANTE ANTICUERPOS CONTRA LA HORMONA LIBERA-
DORA DE LA GONADOTROPINA (GNRH)

A. M. CASTRO CASTRO*, M. . MANSO REVILLA ®, N. SHERWOOD ¢, R.
ANADON ALVAREZP

A DEPARTAMENTO DEBIOLOGIA CELULARYMOLECULAR.? AREA DEBIOLOGIA CELU-
LAR. FACULTAD DE CIENCIAS. UNIVERSIDAD DE A CORUNA. A CORUNA, ESPANA.
€ DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD DE VICTORIA. VICTORIA, CANADA.
P DEPARTAMENTO DEBIOLOGIA CELULARYECOLOGIA. UNIVERSIDAD DESANTIAGO
DECOMPOSTELA. SANTIAGO DE COMPOSTELA.A CORUNA, ESPANA

Los ocelos de Hesse del corddon nervioso o médula espinal del anfioxo estdn
constituidos porunacélulapigmentaria y otra fotorreceptora cuya ultraestructura
recuerda més a los fotorreceptores rabdoméricos de invertebrados que a los
fotorreceptores de laretina y 6rgano pineal de vertebrados. Parael estudio de los
sistemas GnRH del anfioxo (Branchiostoma lanceolatum pallas) se emplearon
ejemplares adultos fijados con paraformaldehido al 4% y seccionados en criostato,
asi como una bateria de anticuerpos contra GnRH de ascidias y de diversos peces
(lamprea, carpin dorado, salmén, pez gato y elasmobranquio). En particular el
anticuerpo policlonal contrala GnRH-I de lamprea permitié marcar selectivamente
los fotorreceptores rabdoméricos de los ocelos de Hesse y sus proyecciones,
desconocidas hastaahora. Las células fotorreceptoras envian lateralmente delgados
axones, rectos y lisos, que se comban ventralmente volviéndose de tipo
arrosariado, decusédndose y alcanzando lazonalateral de la sustancia blancaespinal,
donde a media altura se acumulan y forman un pequefio fasciculo longitudinal
contralateral. Colaterales de estos procesos se dirigen al neuropilo ventral, aunque
no parecen contactar con axones gigantes de Rohde. No se observaron otras
estructuras inmunorreactivas a este anticuerpo en tejidos periféricos. Ademas,
antisueros frente ala GnRH de pez gato y elasmobranquio marcaron las células
deJoseph (fotorreceptores rabdoméricos localizados dorsalmente en el cerebro del
anfioxo). Los resultados obtenidos muestran por primera vezimmunorreactividad
ala GnRH en células fotorreceptoras de un cordado, permitiendo estudiar sus
proyecciones cruzadas.

P459. CONEXIONES VISUALES ENTRE EL LOBULO TEMPORAL
ROSTRAL Y OTRAS ESTRUCTURAS DE LA VIA VISUAL
VENTRAL DENTRO DEL LOBULO TEMPORAL EN PRIMATES
(MACACA FASCICULARIS)

P.PROSISTIAGA *, A. MOHEDANOMORIANO®, A. MARTINEZ MARCOS®,
M. D. M. ARROYO JIMENEZ®, P. MARCOS®, E. ARTACHO PERULA®, R.
INSAUSTI®

4 LAB. ANATOMIA. DEPARTAMENTO CIENCIAS MEDICAS. FACULTAD DE MEDICINA.
UCLM.ALBACETE.® LAB. ANATOMIA. DEPARTAMENTO CIENCIAS MEDICAS. FACUL-
TAD DEMEDICINA. UCLM. ALBACETE, ESPANA

Lainformacién visual llegaalacorteza visual primaria (V1) procedente delaretina.
Desde alli, esta informacién es procesada por dos vias anatomicamente y
fisiolégicamente diferenciadas: una viadorsal y otra ventral. La viadorsal vahacia
la corteza parietal y analiza elementos espaciales de laimagen (donde). La via
ventral vahacialacortezatemporal inferior y procesa ‘qué’ son los estimulos. El
presente trabajo pretende analizar laconectividad dentro de esta via visual ventral,
entre niveles rostrales y caudales del I6bulo temporal. Paraello, se inyectaron 4
macacos con trazadores anterégrados (amino dextrano biotinilado) y retrégrados
(fast blue y diamidino yellow). Las inyecciones se localizaron en la parte rostral
del 16bulo temporal (labio ventral del surco temporal superior (STS) y area TE
proximaalacortezaperirrinal) y el marcaje se analizé en dreas visuales més caudales
dentrodell6bulo temporal. Las inyecciones retrogradas dieron marcaje en niveles
caudales del 16bulo temporal tales como el fondo del surco temporal superior
(STGH), area temporal (TE y OB) o corteza parahipocdmpica posterior (TF) y
parasubiculo (PaS). Las inyecciones anterogradas dieron lugar amarcaje en areas
queincluian STGf, TE, OB onticleo caudado. Las inyecciones retrogradas en el
LTR evidencian la continuidad de la via visual ventral hasta niveles del LTR y
las anterégradas confirman que estas conexiones son reciprocas.
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P460. ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO COMPARATIVO DE
LOS NUCLEOS PRS5, SPO5 E SPI5 DE LA RATA CON ESTIMULOS
DE AIRE

V. GARCIA GONZALEZ, A. MORENO CELA, A. SANCHEZ JIMENEZ, F.
PANETSOS PETROVA

DEPARTAMENTO MATEMATICA APLICADA. ESCUELA UNIVERSITARIA DE OPTICA.
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID, ESPANA

Lainervacion directa de las vibrisas que reciben los niicleos Pr5, SpoS e Spi5 del
nicleo sensorial del trigémino se procesa de forma distintaen cadauno deellos y
se proyecta por vias distintas hacia el tilamo y el mesencéfalo y el cerebelo. Enel
presente trabajo se ha realizado un estudio comparativo de las caracteristicas
electrofisioldgicas de las neuronas de los tres niicleos que responden aestimulacion
delas vibrisas por pulsos de aire de unamanerarelativamente natural. Los tres niicleos
presentan una homogeneidad en cuanto a los tipos de neuronas y diferencias
significativasen cuantoalas caracteristicas electrofisioldgicas de sus neuronas. Cada
uno de ellos estd formado por tres grupos de neuronas (silentes, de baja frecuencia
dedisparoy de altafrecuencia) y difieren en la proporcién de las neuronas y en las
caracteristicas de las mismas (frecuencia media de disparo, ténicas y fésicas,
latencias, etc.).

P461. IDENTIFICACION DE ESTIMULOS TACTILES CON
COMPLEJOS PATRONES ESPACIO-TEMPORALES EN EL
NUCLEO GRACIL DE LA RATA

V.BONACASA MARTIN A N.PERALES CASTELLANOS*,I. RODRIGUEZ
CEPEDA B, V.A. MAKAROV €, F. PANETSOS ¢

A DPTOMATEMATICAAPLICADA. DPTO DEMATEMATICAAPLICADA. ESCUELA UNI-
VERSITARIA DE OPTICA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID.® DPTO
INVESTIGACION. HISTOLOGIA. HOSPITALRAMON Y CAJAL. MADRID, ESPANA

Paraestudiar las propiedades y mecanismos neuronales que median el procesamiento
y codificacion delos estimulos tactiles, analizamos las respuestas de las neuronas
del niicleo grécil de rata provocadas por estimulos mecdnicos complejos que se
aplican sobre la pata posterior. Dichos estimulos pretenden tener una semejanza
mayor aestimulos reales que simples pulsos mecédnicos lo que nos permite estudiar
la discriminacién y reproducibilidad de estimulos. Registramos la actividad
neuronal en el niicleo gracil conelectrodos simples y multiples aplicando diferentes
secuencias temporales y espaciales de estimulacion en distintos puntos de la pata.
Con ello conseguimos acotar el poder de resolucion temporal (discriminacién de
estimulos en funcion de lafrecuenciade estimulacion) y espacial (discriminaciénen
funcién de la separacion entre pines). Estudiando las respuestas de las neuronas
dependiendodel patrén de estimulacién hemos determinado los patrones de disparo
que caracterizan la direccionalidad de la estimulacion, la magnitud de superficie
estimulada y el paso de estimulos continuos a discretos (vibracién tactil). En este
contexto hemos determinado la contribucion de las frecuencias de disparo y de los
intervalosinterespigaen lacodificaciéndelosestimulos. Nuestros resultados sugieren
quelaactividad oscilatoriay la generacion de diferentes patrones espaciotemporales
en el nicleo gricil en funcion de la estimulacion podrian ser caracteristicas
fundamentales del procesamiento de lainformacion sensorial de bajonively jugarun
papel importante en la seleccion de los pardmetros que caracterizan el estimulo.

P462. PROCESAMIENTO DE LA INFORMA CION PROVENIENTE
DE LAS VIBRISAS EN EL NUCLEO TRIGEMINO DE LA RATA EN
FUNCION DE LA FRECUENCIA DE ESTIMULACION

A. MORENO CELA, V. GARCIA GONZALEZ, A. SANCHEZ JIMENEZ, F.
PANETSOS PETROVA

DEPARTAMENTO MATEMATICA APLICADA. ESCUELA UNIVERSITARIA DE OPTICA.
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID, ESPANA

Enratas, las vibrisas conforman una entrada sensorial de altaresolucion funcional-
mente asociada a determinados ritmos involucrados en el procesamiento de la
informacién somatosensorial de las vibrisas (4-12 Hz en whisking y 15-25 Hz
palpando superficies). Estudios recientes han descritounamodulaciénenlaactividad
dependiente de lafrecuenciade estimulacion en VPmy SI, pero nadie ha estudiado
este comportamiento en el nticleo sensorial del trigémino. Paraellohemos realizado
registros extracelularesen Pr5, Spo5 e Spi5 ante pulsos de aire sobre unatinica vibrisa
a diferentes frecuencias desde 1 Hz hasta 40 Hz. Los resultados indican que las
neuronas de Pr5 e Spi5 realizan varios procesos de filtrado (low-pass, high-passy
band-pass) mientras que las de Spo5 transmiten la informacion de las vibrisas sin
filtrarlaen absoluto. PrS e Spi5 son complementarios en las frecuencias de filtrado
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el primero dejando pasar frecuenciasentre 7y 11 Hzy el segundo entre 3y 8§ Hz,
complementando por tanto los 6ptimos de respuesta dentro de las frecuencias de
whisking. También se dejan pasar frecuencias porencimade los 30 Hzenun 20%
de las neuronas del Pr5 y 8% de las neuronas del Spi5.

P463. LA PRIVACION CRONICA DE ENTRADAS SENSORIALES
SE TRADUCE EN CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LA CORTEZA
CEREBRAL: UN ESTUDIO EN EL CAMPO DE BARRILES DE LA
RATA ADULTA

C. AVENDANO*, R. MACHIN®

A DEPARTAMENTO DEMORFOLOGIA. FACULTAD DE DE MEDICINA, UNIVERSIDAD
AUTONOMA DEMADRID. MADRID.® MORFOLOGIA. UAM. MADRID, ESPANA
FINANCIACION: BFU2004-05233-BFI, DELMEC

Laprivacién sensorial sin manipulacién directa de receptores o vias nerviosas ha
permitido descubrir aspectos importantes de la plasticidad anatémicay funcional
del cerebro. Lamayor parte de estos estudios se han centrado en los sistemas visual
y somestésico durante etapas precoces del desarrollo postnatal. En este estudio
presentamos datos estereoldgicos a nivel 6ptico (Nissl y citocromo oxidasa) y
ultraestructural en el campo de barriles (BF) de la corteza de ratas de 3,5 meses
mantenidas en cajas estdndar y sin manipulacién sensorial (grupo INT), o que se
sometieronarecorte periddicode sus vibrisas derechasentre 1 y 3,5 meses postnatales
(grupo DESAF). El volumen del BF oscild entre 8,2y 10,2 mm?, sin diferencias
significativas entre lados o grupos. En INT se observaron diferencias interhemis-
féricas, especialmente respecto ala fraccion de volumen ocupada por dendritas y
espinas (mayoren capasIL, IIIo Venelladoizquierdo) y axones (menorenel lado
izquierdo). En DESAF la mayoria de esas diferencias se borraban o incluso se
invertian. Las densidades de superficie de membranas caracterizadas también
mostraron diferencias interhemisféricas: las densidades presindpticas asimétricas y
las espinas presentaron mds superficie en capas V y I, respectivamente, del lado
izquierdoen INT, pero noen DESAF. Diferencias entre grupos y con selectividad
de capa se detectaron en varios pardmetros relativos a las espinas, los axones, el
espacio extracelulary las densidades presindpticas.

P464. PROYECCIONES AXONALES A LA AREAS CORTICALES
SOMATOSENSORIMOTORAS DEL CONEJO

JL. BUENO LOPEZ, T. FUENTES DE LA CUERDA, A. ALEJO, J.L.
MENDIZABAL ZUBIAGA, P. PRO SISTIAGA, C. REBLET
DEPARTAMENTO DENEUROCIENCIAS. FACULTAD DEMEDICINAY ODONTOLOGIA,
UNIVERSIDAD DELPAISVASCO. LEIOA. VIZCAYA, ESPANA

FINANCIACION: MEC-BSA2001-1179 Y 9/UPV00212.327-15837/2004 Y FUNDACION
GANGOITI

Las conexiones presentadas han sido poco estudiadas en el conejo. Aqui calculamos
ademas la presenciade pirdmides invertidas entre neuronas proyectantes. Conejos
adultos recibieron inyecciones de 1% CTb (0,2-0,4 mL) en cértex somatosensorial
primario (SI), transicién entre cortex somatosensorial y visual (S-V) y cortex
precentral medial (PrCM) y lateral (PrCL). Inyecciones en PrCM: marcado
retrégrado importante en PrCL, ST, SII, cértex limbico anterior y escaso en cortex
prelimbicoy limbico posterior. Inyecciones en PrCL: abundante marcadoretrogrado
en SIy menoren SII, PrCM, cértex prelimbico y limbico anterior. Inyecciones en
SI: marcadoretrégrado en dreas SII, PrCL y S-V tras inyecciones posteriores; tras
inyecciones mediales, en PrCM, cortex cingular anterior (especialmente su dreamas
rostral), area 25 (prefrontal) y cortex perirrinal (todas dreas asociativas polimodales
de alto orden). Inyecciones en S-V: marcado retrgrado mayor en STy VI, menor
en SII'y escaso en VII; a diferencia de inyecciones en SI, poco marcado en PrCL
y PrCM. El marcado retrégrado en claustro insular fue menor tras inyecciones en
SI, S-VyPrCLyampliotrasinyecciones en PrCM. Estas tiltimas marcaron ademas
células en claustro endopiriforme anterior y amigdala basolateral. Hubo numerosas
piramides invertidas marcadas entre neuronas infraganulares proyectantes. Su
porcentaje respecto al total de éstas fue mayor en proyecciones originadas en dreas
asociativas (S-V, VII, SIT)aSI, y en proyecciones desde PrCLaS-V y VI-VIIaPrCM.
Losresultados mejoran la parcelacién del cortex motor del conejo y sugieren que
PrCM contiene un drea motora suplementaria.
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P465. PROYECCIONES AL CLAUSTRO Y A LA CORTEZA
CEREBRALDENEURONASINTERSTICIALES DELA SUSTANCIA
BLANCA Y ZONA SUBEPENDIMARIA VENTRICULAR EN EL
CONEJO

C. REBLET, 1. BLANCO SANTIAGO, A. ALEJO, T. FUENTES DE LA
CUERDA, J. L. MENDIZABAL ZUBIAGA, J. L. BUENO LOPEZ
DEPARTAMENTO DENEUROCIENCIAS. FACULTAD DEMEDICINAY ODONTOLOGIA,
UNIVERSIDAD DELPAISVASCO. LEIOA. VIZCAYA, ESPANA

FINANCIACION: 9UPV/EHU 00212.327-15837/2004

Enlazonaependimariay subependimaria (ZE y ZSE) del conejo joven hay células
queexpresan MAP2y son generadas prenatalmente (Rebletetal, 3003). El objetivo
de este estudio es averiguar si estas neuronas son de proyeccion larga. Conejos
jovenes ("2 meses) recibieron inyecciones de 1% CTb (0,2-0,4 mL) en el cortex
somatosensorial primario (SI), visual primario (VI), limite somatosensorial-visual
(S-V),limbico anterior (24b) y precentral medial y lateral (PrCM y PrCL). Endos
animales seinyectd CTbenel claustroinsular (CI). Tras las inyecciones se marcaron
retrégradamente neuronas en la sustancia blancasubcortical (SBs) situadaentre ZSE
anterolateral y lateral y CI. (Estas neuronas se marcaron en menor proporcion tras
inyecciones en CI). Trasinyecciones en 24by PrCM se observaron ademas neuronas
marcadas en ZSE. Entonces el nimero de células marcadas en SBs fue mayor. Con
estas inyecciones se marcaron también fibras bajo el lugar de inyeccion. Parte de
estas fibras se dirigian haciael ventriculolateral, donde se continuaban con células
parecidas aependimocitos. Estas células se restringfan aunaregion del ventriculo
lateral. El resto de fibras marcadas se dirigfan al niicleo caudado donde formaban
extensos campos terminales. Los resultados muestran por primera vez que algunas
células dela SBs proyectan al cortex (especialmente el limbico). También, que en
laZSE anterolateral existen neuronas con proyeccion larga al cértex limbico.

SISTEMA AUDITIVO

P466. EXPRESION DE SINAPTOFISINA DURANTE EL ENVEJE-
CIMIENTO COCLEAR EN EL RATON C57BL/6J

M. V. BARTOLOME PASCUAL*, M. A. VICENTE-TORRES®, P. GIL
LOYZAGA®

* DEPARTAMENTO OFTALMOLOGIAY OTORRINOLARINGOLOGIA. FACULTAD DEME-
DICINA. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DEMADRID. MADRID.” DEPARTAMENTO OF -
TALMOLOGIAY OTORRINOLARINGOLOGIA. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE. MADRID, ESPANA

Elreceptor auditivo sufre un proceso degenerativo durante el envejecimiento. En
laespecie humana se denomina presbiacusia, y consiste en una pérdidade audicion
progresiva y bilateral, generalmente simétrica, y afecta a todas las frecuencias
perceptibles por el receptor auditivo, especialmente alas frecuencias agudas (espira
basal). La sinaptofisina es un glicoproteina (38 kDa), dependiente de Ca++
localizadaenlamembranade las vesiculas presindpticas. Eneste estudio se analizd
y cuantificé lapresenciade SY-38 enlacdcleadurante el proceso de envejecimiento
enratones C57BL/6J de 1 a 24 meses de edad. El proceso degenerativo en estos
ratones es muy similaral observado durantela presbiacusia. Las cocleas se procesaron
contécnicas de inmunocitoquimica, utilizando un anticuerpo anti SY-38 (Novocas-
tra), paramicroscopia opticay electrénica. El andlisis morfométrico se realizé en
secciones midmodiolares con un sistema Leica QS00MC. La pérdida de sinapsis
en la cdclea es un proceso gradual y progresivo comenzando en los contactos
sindpticos conlas células ciliadas externas y posteriormente con las células ciliadas
internas. Este proceso seiniciaen labase (altas frecuencias) y avanzahastalaespira
mediacoclear. Laporcién apical de laciclea (bajas frecuencias) mantiene siempre
ladistribucionde SY-38 entodas las cocleas analizadas. Agradecimientos: Proyecto
Complutense 2005.
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P467. AFERENCIAS COLINERGICAS A LAS NEURONAS DE LA
RAIZ COCLEAR PUEDEN REGULAR LA INHIBICION PREPULSO
EN EL REFLEJO DE SOBRESALTO AUDITIVO

M. A. MERCHAN CIFUENTES *, R. GOMEZ NIETO®, M. E. RUBIOC, D. E.
LOPEZ GARCIA ®

AINCYL.® DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELY PATOL./INCYL. UNIVERSIDAD DE SALA-
MANCA.SALAMANCA, ESPANA€ DEPARTMENT OF PHYSIOLOGYAND NEUROBIOLOGY.
UNIVERSITY OF CONNECTICUT. STORRS. CONNECTICUT, ESTADOS UNIDOS
FINANCIACION: FIS PI02/1697; JCYL/FSE; SA 084/01 Y BFI2003-09147-C02-01

Elreflejo auditivo de sobresalto (RAS) es unarespuesta natural de defensa que
implica una serie de contracciones rapidas de los misculos esqueléticos en
respuesta a un estimulo actstico intenso e inesperado (Landis y Hunt, 1938). El
RAS sufre diversas formas de plasticidad, una de las mds importantes es la
inhibicién por estimulo previo (IEP), disminucion normal de larespuestaauditiva
de sobresalto por un estimulo acustico intenso cuando éste es precedido por un
preestimulono desencadenante del RAS. Siun preestimulo actstico provocaeste
fenémeno inhibitorio, debe existir una proyeccion entre un nicleo auditivo y
alguno de los componentes del circuito del RAS, las neuronas de laraiz coclear
(NsRC) olaformaciénreticular pontina (NRPC) modulando el circuito. Aunque
lamayoriade los autores se inclinan en considerar el NRPC como el niicleo sobre
el que serealizaesa modulacion, trabajos previos en nuestro laboratorio apuntan
aquelamodulacién serealice sobre las NsRC y por tanto sea ésta laresponsable
delainhibicion prepulso. Nuestro estudio sugiere que la proyeccion colinérgica
entre el nicleo ventral del cuerpo trapezoide, NVCT, nicleo auditivo del complejo
olivar superior, y las NsRC puede ser un elemento importante del circuito neuronal
queregulalaIEP del RAS enratas. Sinexcluir otros niicleos, hemos demostrado
dicha proyeccion mediante la inyeccion de trazadores neuronales, junto con
técnicas inmunohistoquimicas y el posterior andlisis de las secciones en el
microscopio 6ptico, electrénico y confocal.

P468. CAMBIOS PLASTICOS EN LAS RESPUESTAS NEURONALES
DEL COLICULO INFERIOR DE LA RATA TRAS UN TRAUMA
ACUSTICO

M.A.IZQUIERDO GOMEZ, O. HERNANDEZ GONZALEZ, M.A. MERCHAN
CIFUENTES, M. SANCHEZ MALMIERCA

UNIDAD DENEUROFISIOLOGIAAUDITIVA. LABORATORIO DENEUROBIOLOGIA DELA
AUDICION. INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON. SALAMANCA,
ESPANA

FINANCIACION: DGES: BFI-2003-09147-02-01 Y JCYL-EU SA040/40

El coliculoinferior (CI) es unaestructura de integracion y anélisis precortical de
la informacion procedente de los nicleos inferiores de la via auditiva. Se ha
demostrado que lesiones mecanicas de la cécleadan lugar acambios plésticos de
laorganizacién tonotépicaenlacortezaauditiva, pero no estd claro si esos cambios
reflejan fendmenos plésticos originados en niicleos inferiores comoel CI. Porello,
nuestro objetivo principal es dilucidar si las neuronas del CI pueden sufrir cambios
plasticos inducidos por un trauma actstico. Paraello, hemos utilizado ratas alas
que hemos provocado un trauma acustico (utilizando un tono puro de alta
intensidad, superior a 100 dB SPL). Tras la lesion, los animales permanecen
durante al menos 40 dias en condiciones ambientales normales. Antes de realizar
los registros neuronales en el CI medimos los potenciales de accién compuestos
del nervio auditivo (PAC) paraevaluar lazonay magnitud de lalesion. Nuestros
resultados preliminares muestran cambios en las respuestas espectrales y tempo-
rales de las unidades neuronales asi como en la organizacién tonotépica del CI
(las neuronas situadas en ldminas de isofrecuencia adyacentes a la zona de
proyeccion de los receptores lesionados sufren un cambio en su mejor frecuencia
derespuesta). Nuestro andlisis se centraen estudiar si estos cambios son debidos
alcomponente residual de larespuesta tras lalesién o por el contrario son producto
de una resintonizacién neuronal que pueda considerarse como un fenémeno
plasticoreal.

Tabla P470

Gen diana ERG ABR
C3H Ciego Normal
IRS-2 Alterado Sordo
Grf-1 Alterado Normal
Lpa-1 Normal Alterado
Igf-1 Normal Sordo
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P469. MECANISMOS DE INHIBICION IMPLICADOS EN EL
ANALISIS ESPECTRAL DE NEURONAS EN EL COLiCULO
INFERIOR DE LA RATA

S. CRISTAUDO, M.A. IZQUIERDO GOMEZ, M.S. MALMIERCA
LABORATORIO DENEUROBIOLOGIA DELA AUDICION. INSTITUTO DENEUROCIEN-
CIAS DE CASTILLA YLEON. FACULTAD DEMEDICINA. UNIVERSIDAD DESALAMANCA.
SALAMANCA, ESPANA

FINANCIACION: DGES: BFI-2003-09147-02-01 Y JCYL-EU SA040/40. S.C. POSEE UNA
BECA PREDOCTORALDEINVESTIGACION DE LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA
Elandlisis espectral de un sonido es una de las tareas fundamentales del sistema
auditivo parael procesamiento de lainformacion acustica. Las neuronas auditivas
poseen campos receptivos donde se puede observarla sensibilidad de una neurona
adiferentes rangos de frecuencias e intensidades. Una forma de estudiar estos
campos receptivos es mediante el andlisis de los mapas de frecuencias (MdF) de
las neuronas. En este trabajo, hemos analizado los campos receptivos de las
neuronas del coliculo inferior en larata anestesiada con uretano (1,5 g/kg). Para
ello, tras aisladas unidades neuronales, construimos MdF presentando 960
estimulos combinados de diferentes frecuencias e intensidades de manera aleatoria.
Como los MdF determinan la frecuenciaidénea de las neuronas, a continuacién
repetimos el MdF presentando a la vez un segundo estimulo consistente en un
tono purode bajaintensidad ala frecuenciaideal de launidad parasimularactividad
espontdnea. De esta forma podemos revelar dreas de inhibicion. Nuestros
resultados preliminares muestran que hay una gran cantidad de neuronas (~52%)
que presentan dreas de inhibicion en su respuesta, algunas de las cuales son
compatibles con bandas de inhibicion lateral. Asi, podemos concluir que el andlisis
espectral enel coliculoinferior se produce, en parte, gracias a procesos inhibitorios
generados anivel local.

P470. ANALISIS FUNCIONAL NO INVASIVO DE LOS SISTEMAS
AUDITIVO Y VISUAL EN RATONES MODIFICADOS GENETI-
CAMENTE

R. CEDIEL ALGOVIA®, J. CONTRERAS-RODRIGUEZ *, R. RIQUELME-
GALIANA *, R. BARHOUM®, P. DE LA VILLA ® 1. VARELA-NIETO*

* NINE. UNIVERSIDAD COMPLUTENSE. FACULTAD DE VETERINARIA. INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES BIOMEDICAS.” DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA. UNIVERSIDAD
DEALCALA DEHENARES. ALCALA DE HENARES. MADRID, ESPANA

Losratones modificados genéticamente son modelos habituales en lainvestigacion
biomédicabésicay aplicada. Se estan utilizando, por ejemplo, para el estudio de
lagenéticadel desarrollo del sistemanervioso, lacomprensién de sus alteraciones
yenelestudiode los mecanismos de accion de nuevos farmacos. El analisis genético,
bioquimicoy al nivel molecular de estos modelos es accesible paramuchos grupos
de investigacion, sin embargo, la mayorfa de estos grupos no dispone de las
aproximaciones experimentales no invasivas necesarias para analizar in vivo su
fenotipo. Paraabordar este aspecto, tradicionalmente se han utilizado los estudios
de comportamiento, y més recientemente, las técnicas deimagen. Unaalternativa
aestos métodos es el estudio de los sistemas neurosensoriales in vivo, que permite
diagnosticar conunamayor precision las alteraciones asociadas al déficit génicooa
lamanipulacionrealizada. Estamos aplicandoy desarrollando técnicas de valoracion
neurofuncional noinvasiva (non invasive neurofunctional evaluation, NINE), de las
funciones visual y auditiva (ABR). Las pruebas de electrorretinografia (ERG),
proporcionan informacion cuantitativa y temporal sobre 1a evolucion y perdida de
capacidad visual. Las pruebas de ABR, proporcionan informacion sobre lafunciona-
lidad de las estructuras neurales auditivas periféricas y sobre la via acusticacentral.
EIABR posibilitaladeterminaciéndel umbral auditivoy dela velocidad de conduccion
del estimulo auditivoentre los distintos nticleos del tronco cerebral. Estos pardmetros
seencuentran muy afectados en algunas alteraciones severas del desarrolloy pueden
ser valorados in vivo de un modo rapido y cuantitativo. Por dltimo, la imagen de
resonancia magnéticanuclearnos permite analizar in vivolas caracteristicas morfol6-
gicas del modelo en estudio, asi como cuantificar perfiles bioquimicos de distintos
marcadores metabdlicos. En su conjunto, estas aproximaciones permiten abordar
estudios del sistemanervioso muy dirigidos y sobre un menor niimero de animales.
Mostraremos algunos ejemplos de NINE en animales genéticamente modificados.

P471. NEUROANATOMIA COMPARADA DE LA COLUMNA
LONGITUDINAL TECTAL (CLT)

M.A. APARICIO VAQUERO, M.A. MERCHAN, E. SALDANA

INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS DE CASTILLA Y LEON (INCYL). UNIVERSIDAD DE
SALAMANCA. SALAMANCA, ESPANA

La columna longitudinal tectal (CLT) es un nticleo largo y delgado que recorre
longitudinalmente el techo mesencefalico muy préoximo alalinea media, desde el
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extremo caudal de la comisura del coliculo inferior, hasta el extremo rostral de la
comisuradel coliculo superior. Como hasido caracterizada tinicamente en larata,
es razonable preguntarse si existe en otros mamiferos. Hemos aplicado una
combinacion de técnicas neurohistolégicas paraestudiarla CLT de algunas de las
especies de mamiferos con mayorinterés paralas investigaciones biomédicas, entre
lasque seincluyenroedores, lagomorfos, carnivoros y primates. En todaslasespecies
estudiadas,laCLT puede distinguirse delos niicleos que larodean (coliculo superior,
sustancia gris periacueductal y coliculo inferior) por sus propiedades citoarquitec-
tonicas. El hecho de que esté presente en los principales érdenes de mamiferos
terrestres, y que en todos ellos posea un tamaiio notable, sugiere que se tratade una
estructura comtin ala mayoria de los mamiferos, sino atodos ellos. El crecimiento
experimentado porlaCLT alo largo de laevolucion filogenéticaes proporcional-
mente menor que el de otras regiones encefélicas, incluido el propio techo
mesencefélico. Aunque desconocemos el significado biolggico del niicleo, este dato
sugiere que desempeiia funciones bésicas, compartidas por lainmensa mayoriade
los mamiferos, y que probablemente noesta ligado aconductas especificas, derivadas
de sofisticados fendmenos evolutivos.

SISTEMAS QUIMICOS

P472. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA PRIMERA
ESTACION DE RELEVO DEL SISTEMA VOMERONASAL EN EL
RATON

P. SANCHEZ QUINTEIRO

DEPARTAMENTO DEANATOMIA. FACULTAD DEVETERINARIA. UNIVERSIDAD DESAN-
TIAGO.LUGO, ESPANA

El bulbo olfatorio accesorio (BOA) es la primera estacion de relevo del sistema
vomeronasal (SVN)y guarda una gran semejanza estructural con el bulbo olfatorio
principal (BOP), aunque es de tamailo considerablemente menor (1.100 L x 700
A x 650 H) en el adulto y sus estratos no estdn tan bien definidos como seria de
esperar, entre otras razones por su peculiar forma (similaraun semiévalo). El objetivo
prioritario de este trabajo es analizar las peculiaridades morfol6gicas del BOA en
el ratén (BALB/c) en los primeros dias de vida. Se han realizado cortes sagitales
de los bulbos y las técnicas de OMP, MAP, GAP, GFAP, asi como tinciones
alternativas de Nissl. Es costumbre que en el BOA se consideren indistintamente
las células mitrales y las células en penacho (M/T) y, precisamente, esta poblacion
celulareslaquedefinelaevoluciondel BOA, evolucién notable desde el nacimiento
hastael estadioP13-P15, edad a partir de la cual se aprecian escasas modificaciones.
Laextension de los axones de los nervios vomeronasales al interior del bulbo, asi
como la proyeccién de las dendritas de las células M/T nos lleva a plantear entre
otras cosas que, con la metodologia seguida en este estudio y contrariamente alo
que se supone, en el BOA no existe una definicion clara del llamado ‘gradiente
rostrocaudal’.

P473. CAMBIOS EN LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS
ADAPTADORAS HOMER EN EL BULBO OLFATORIO DE LA
RATA TRAS DEPRIVACION SENSORIAL

M.V.BARBADO GONZALEZ, .M. GARCIA BRINON, M. VIDAL GARCIA,
C. GOMEZ RODRIGUEZ, J.R. ALONSO PENA

INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DE CASTILLA YLEON. UNIVERSIDAD DE SALAMAN-
CA. SALAMANCA, ESPANA

Lalocalizacién de mGluR 1 aenlas neuronas estd mediada por interacciones conlas
proteinas adaptadoras Homer, de las que existen varias isoformas. Las diferentes
isoformas estdn implicadas en el anclaje del mGluR1a a diferentes dominios
intracelulares, y lacompeticion entreellas determinalalocalizacién y el acoplamien-
to odesacoplamiento del receptor con lamaquinariainternaque regulalasalidade
calcio desde el reticulo endopldsmico y con ello su funcionalidad. En el presente
trabajo estudiamos las modificaciones en laexpresion de las proteinas Homer tras
deprivacion sensorial relacionandolas con los cambios en expresion y distribucion
del mGluR1a en estas mismas condiciones. Para ello realizamos técnicas de
inmunofluorescenciay western blotting enbulbos olfatorios de ratas control y otras
sometidas adeprivacionolfatorianeonatal durante 60 dias. En condiciones normales,
las proteinas Homer se expresan fundamentalmente en los extremos distales de las
dendritas que se arborizan en el interior de los glomérulos. Tras el proceso de
deprivacién se observaunincremento de laintensidad de marcaje paralaisoforma
1b/cenestos mismos elementos, ademas de aparecer expresion denovoenlos somas
de células yuxtaglomerulares. Laisoforma 2, por el contrario, sufre una caidaen su
expresion que se traduce en unamenor intensidad de marcaje en lacapa glomerular.
Estos datos sugieren la participacion de Homer2 en el anclaje del mGluR 1a alas
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porciones distales de las dendritas de las células yuxtaglomerulares, mientras que
Homerla/b participaria en laredistribucion del receptor alos dominios dendritico
proximal y somatico.

P474. ORGANIZACION DEL COMPLEJO AMIGDALINO EN
ANUROS

N. MORENO, R. MORONA, J.M. LOPEZ, M. MUNOZ, L. DOMINGUEZ, A.
GONZALEZ

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR. FACULTAD DE BIOLOGIA. UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE. MADRID, ESPANA

Actualmente se estd llevando acabo unareevaluacién del complejo amigdalino de
anuros, inicialmente definido como un tinico niicleo posteriormente subdividido
enmedial y lateral, en base a técnicas neuroquimicas, hodoldgicas y de expresion
génica. Asi, distintos territorios amigdalinos han sido identificados en anuros
comparables con sushomélogos en amniotas. Estudios durante el desarrolloindican
queésteincluye nicleos de origen palial, subpalial y mixto y los datos hodoldgicos
e inmunohistoquimicos apoyan sus homologias con los niicleos amigdalinos de
similar origen en amniotas. Por esto, la amigdala lateral, se corresponde con la
porcién ventral del palio ventral y comparte muchas caracteristicas hodoldgicas e
histoquimicas conlos derivados ventropaliales amigdalinos del complejo basola-
teral de amniotas, como la inervacion olfativa, la relacién con otros nicleos
amigdalinos o la proyeccién al hipotdlamo ventral via la stria terminalis. La
amigdalamedial muestramarcadores paliales y subpaliales que podrian corresponder
a una poblacion mixta, pero con una homogeneidad hodoldgica, constituye el
principal centro vomeronasal secundario que proyectaal hipotdlamo ventral y recibe
una importante inervacion peptidérgica. Finalmente, la amigdala central es un
derivado subpalial que constituye lasubdivision autonomadel complejo amigdalino
como en amniotas, presentando conexiones con centros autonomos como el niicleo
deltractosolitario o el rea parabraquial. Esta nueva caracterizacién del complejo
amigdalino de anuros consolida la idea de la existencia un patrén comin de
organizacién amigdalina en tetrdpodos, incluyendo patrones de expresion para
diferentes marcadores durante el desarrolloy en el adulto asi como caracteristicas
hodoldgicas y neuroquimicas.

P475. ALTERACIONES EN LA CORRIENTE MIGRATORIA
ROSTRAL DE LOS RATONES +/SEYDEY

G.GONZALEZ CURTO,J. VALERO GOMEZ-LOBO, A.RODRIGOMURIAS,
F. CALVO BALTANAS, E. WERUAGA PRIETO, J.R. ALONSO PENA
LABORATORIO DEPLASTICIDAD NEURONALYNEURORREPARACION. UNIVERSIDAD
DESALAMANCA. SALAMANCA, ESPANA

FINANCIACION: DGI, JUNTA DE CASTILLA Y LEON, FUNDACION MAM

Lamutacion SeyDey afecta al gen Pax6, un factor de transcripcion que regula la
expresion de moléculasimplicadas enlamigraciony adhesion celular. Los ratones
+/SeyDey presentan una disminucién en el tamaiio del bulbo olfatorio (BO) y un
menor nimero de interneuronas, principalmente células periglomerulares y granos.
Estos sonlos tipos celulares en los que se diferencian los neuroblastos que migran
através decanales astrocitarios haciael BO porlacorriente migratoriarostral (CMR).
Estudiamos la organizacion de la CMR en ratones +/SeyDey adultos. Animales
mutantes y control fueroninyectados con BrdU paraidentificar células proliferativas.
Serealizaron inmunofluorescencias triples con marcadores neuronales, gliales, de
migracion, diferenciacion, proliferacion y muerte celular. Los animales mutantes
presentan unadesorganizacion de los canales gliales y unadispersion de las células
pertenecientes alaCMR, que vaacompaiado de unaumentoen el nimerode células
BrdU positivas localizadas fuera de los tubos gliales. Ademads, hay cambios
significativos en algunos de los marcadores utilizados, incluyendo marcadores
gliales (GFAP), neuronales (calretinina), y de migracién (PSA-NCAM). La
haploinsuficiencia de Pax6 afecta a la migracion de neuroblastos por la CMR,
produciendo una caida de interneuronas nuevas en el BO y alteraciones en la
organizacion celularen lasregiones adyacentes alaCMR.

P476. ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LAS CONEXIONES DEL
SISTEMA GUSTATORIO EN EL CONDROSTEO ACIPENSER BAERI
G. HUESA RODRIGUEZ, J. YANEZ SANCHEZ

DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULAR YMOLECULAR. UNIVERSIDAD DEA CORUNA. A
CORUNA, ESPANA

FINANCIACION: MEC, BFU2004-03144

Enlos peces, el sistema gustatorio procesa lainformaciénrecibidaatravés de los
receptores generalmente distribuidos en la cavidad orofaringea, y que pueden
localizarse ademds en lasuperficie corporal. Hemos analizado el sistema gustatorio
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del esturion, unrepresentante actual de los vertebrados primitivos, paraconocer sus
conexiones encefdlicas y compararlas desde un punto de vista evolutivo. Para el
estudio de las conexiones, hemos utilizado un trazador neuronal lipofilico (Dil)
aplicandolo sobretejido previamente fijado en paraformaldehido. Los axones de los
nervios gustatorios terminan unilateralmente en la columna viscerosensorial
localizadaenelrombencéfalo, dondelas dreas de proyeccién primariacorrespondien-
tesacadanervio (VIL IX, X) aparecen ligeramente solapadas. Las neuronas de esta
columna viscerosensorial proyectan a su vez unilateralmente alaregion del istmo,
terminando en el denominado complejo gustatorio visceral secundario, y haciael
tegmento mesencefélico, donde los axones marcados aparecen distribuidos de
manera dispersa. Asimismo, la aplicacién del trazador en el complejo gustatorio
visceral secundario revelé una conexién reciproca con su niicleo homénimo
contralateral, asi como proyecciones eferentes ipsilaterales con el toro lateral,
hipotdlamo y telencéfalo ventral. La eferencia directa de este nicleo {stmico al
telencéfalo s6lo se ha descrito en esturion y en algunos peces teledsteos. Las
proyecciones gustatorias primarias y secundarias en esturion parecen presentar una
cierta organizacion topografica, caracteristica que parece estar conservada en
diferentes grupos de vertebrados, a diferencia del patron de las conexiones del
complejo gustatorio visceral.

P477. CORRIENTES DE FUGA DE POTASIO EN LAS CELULAS
QUIMIORRECEPTORAS DEL CUERPO CAROTIDEO DE
CONEJO: MODULACION POR QUIMIOESTIMULANTES

L. ALMARAZ, E. GEIJO-BARRIENTOS

UNIDAD DENEUROFISIOLOGIA. INSTITUTO DENEUROCIENCIAS DEALICANTE. UMH-
CSIC.SANJUAN DEALICANTE. ALICANTE, ESPANA

FINANCIACION: BFI2002-03467

Hasta el momento, el estudio de los mecanismos eléctricos implicados en la
activacion delas células quimiorreceptoras del cuerpo carotideo (CC) enel conejo
se ha limitado al estimulo hip6xico y a sus efectos sobre las corrientes idnicas
dependientes de voltaje. En este trabajo hemos investigado las respuestas de voltaje
y decorriente de membranade estas células frente aotros quimioestimulantes como
eldinitrofenol (DNP)y laacidosis. Losregistros electrofisioldgicos se hanrealizado
conlatécnicade patch-clamp en suconfiguracién de parche perforado en células
mantenidas en cultivos primarios 3-48 horas. En current-clamp, las células
quimiorreceptoras bafiadas con solucion control (20% O,; pH 7,42) presentan un
Emde 49 +2 mV (media + se; n = 12). La acidificacion del medio extracelular
(pH 6,6) o laadicién de DNP (200 microM) produce una despolarizaciénde 11 +
1mVy 10+ 1 mVrespectivamente (n=6). Envoltage-clamp,laaplicacién derampas
de voltaje (entre —100 y =30 mV) a células fijadas a—50 mV muestra que ambos
estimulos bloquean una corriente de salida no dependiente de voltaje que revierte
apotenciales proximos a—80mV (EK calculadoen nuestras condiciones experimen-
tales=—80mV) y persiste en presencia de TEA (10 mM), 4-AP (3 mM) y 0 Ca**
extracelular; el Erev de esta corriente se desplaza hacia potenciales mds positivos
alaumentar laconcentracién de K*extracelular. Nuestros resultados muestran que
enel CC de conejo, las corrientes de fuga de potasio participan en los procesos de
transduccién sensorial.

P478. EXPRESION DE RECEPTOR D2 DE DOPAMINA EN LOS
GLOMERULOS OLFATORIOS DEL BULBO OLFATORIO DE LA
RATA

C. CRESPO RUPEREZ, M. GUTIERREZ-MECINAS, F.J. GRACIA-LLANES,
J.M.BLASCO-IBANEZ, A.I. MARQUES-MARI, F.J. MARTINEZ-GUIJARRO
DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULAR. UNIVERSIDAD DE VALENCIA. BURJASOT. VA-
LENCIA, ESPANA

FINANCIACION: MEC (BFU2004-00931/BFI), GENERALIDAD VALENCIANA (GVO4A-
076 Y GRUPOS 03/119)

Ladopaminajuega un papel fundamental en el procesamiento de lainformacién
olfatoria que tiene lugar en los glomérulos olfatorios y este papel estd mediado
porreceptores de tipo D2. En base a estudios autorradiograficos y electrofisio-
16gicos, se piensa que, en el neuropilo glomerular, los receptores D2 se encuentran
en los terminales del nervio olfatorio, desde donde modularian la entrada de
informacion sensorial al cerebro. Sinembargo, lalocalizacién subcelular de estos
receptores en los elementos que integran el neuropilo del glomérulo no hasido
analizada con anterioridad. Nuestro objetivo es analizarlacombinando métodos
inmunocitoquimicos y microscopiaelectronica. Los resultados de este estudio
demuestran que los receptores D2 de dopamina se encuentran a nivel presindptico
en diferentes elementos del neuropilo glomerular, que incluyen: terminales del
nervio olfatorio, dendritas de células principales y gémulas de una poblacién de
células periglomerulares gabérgicas y dopaminérgicas. Ademds, en numerosas
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ocasiones, aparecen asociados a las especializaciones presindpticas de estos
elementos. Estos datos sugieren un amplio rango de accién de ladopaminaen la
modulacién delaolfaccion anivel glomerular, mediante mecanismos presindp-
ticos que podrian incluir: reduccién de la liberacién de glutamato desde los
terminales axonicos del nervio olfatorio hacialas dendritas de células principales
y periglomerulares; reduccion de laliberacion de glutamato desde las dendritas
de células principales hacialas dendritas de células periglomerulares; modulacién
de laneurotransmisién de una poblacién de células periglomerulares gabérgicas
y dopaminérgicas.

P479. EXPRESION DE GUANILATO CICLASA SOLUBLE EN UNA
POBLACION ESPECIFICA DE CELULAS PERIGLOMERULARES
QUE CONTIENEN CALBINDINA D-28K EN EL BULBO OLFATO-
RIO DE LA RATA

F.J. GRACIA-LLANES, M. GUTIERREZ-MECINAS, C. CRESPO, J.M.
BLASCO-IBANEZ, A.I. MARQUES-MARI, F.J. MARTINEZ-GUIJARRO
DEPARTAMENTO BIOLOGIA CELULAR. UNIVERSIDAD DE VALENCIA. BURJASOT. VA-
LENCIA, ESPANA

FINANCIACION: MEC (BFU2004-00931/BFI), GENERALIDAD VALENCIANA (GV04A-
076 Y GRUPOS 03/119)

Los glomérulos olfatorios son estructuras de neuropilo donde tiene lugar el relevo
sindptico de lainformacién olfatoria entre los axones del nervio olfatorio y los
penachos dendriticos de las células principales del bulbo olfatorio. Enlos circuitos
del glomérulo, existe una subpoblacién de células periglomerulares que producen
6xido nitricoy se ha propuesto que este gas podriamodular laintegracion sindptica
delainformacién sensorial en su entrada al cerebro. Sin embargo, todaviano se
conoce el papel especifico que el 6xido nitrico desempeiia en esta modulacion;
de hecho, ni siquiera se sabe cudles son las dianas sobre las que actiia dentro del
glomérulo. Gran parte de las acciones del 6xido nitrico en el cerebro estan mediadas
porlaactivacion del enzima guanilato ciclasa soluble con la consiguiente sintesis
de GMP ciclico que actia como segundo mensajero. En este estudio, nuestro
objetivo es caracterizar las dianas sobre las que actda el 6xido nitrico en los
glomérulos olfatorios activando la sintesis de GMP ciclico. Paraello, analizamos
laexpresion de las subunidades alfal y betal de la guanilato ciclasa soluble en
los elementos que integran el neuropilo glomerular. Nuestros resultados indican
expresion en unasubpoblacién especificade células periglomerulares que ademas
expresan la proteina ligante de calcio calbindina D-28k. La caracterizacion
neuroquimicade estas células y su conectividad dentro del glomérulo olfatorio
revelan unnuevo vinculo entre transmision sindptica y no sindptica en el bulbo
olfatorio.
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P480. CAMBIOS EN EL NUMERO DE SINAPSIS MODIFICAN LA
PERCEPCION OLFATIVA EN DROSOPHILA

A. ACEBES, A. FERRUS

NEUROBIOLOGIA DELDESARROLLO. INSTITUTO CAJAL. MADRID, ESPANA

Deseamos conocer qué relacion hay entre nimero de sinapsis y magnitud de la
respuestacomportamental. Estudios previos con el gen gigas/TSC2 mostraron
que el aumento en el nimero de sinapsis sensoriales aumentaba la percepcion
olfativa. Labusquedade genes implicados en actividad sinaptogénica ha generado
dos nuevas herramientas: a) la sobre-expresion del gen de la fosfatidilinositol-3-
cinasa (PI3K) en grupos neuronales especificos produce un aumento de un 300%
en el nimero de sinapsis y b) la sobre-expresion del gen de la glicégeno sintasa
cinasa-3 (GSK3) induce una pérdida de sinapsis cercana al 30%. Aqui, hemos
empleadodos lineas GAL4 de neuronas centrales olfativas: a) interneuronas locales
y b) neuronas de proyeccion. Estas lineas han sido cruzadas con lineas UAS que
permiten sobreexpresar las proteinas PI3K y/o GSK3 exclusivamente en esas
neuronas. Morfolégicamente no se ha observado ningtin cambio en el nimero y
patrén de proyeccién. Sin embargo, se observa un aumento (PI3K) o una
disminucién (GSK3) en lasefial sindpticay nimero de ramificaciones axonales.
Losresultados comportamentales muestran diferencias significativas en curvas
dosis-respuesta en a) individuos en los que hay un descenso en el nimero de
sinapsis de las interneuronas locales y b) un aumento del nimero de sinapsis en
neuronas de proyeccion. Se utilizard imagineria cuantitativa para visualizar la
transmision sindptica in vivo. Ademads, se estan analizando los efectos en dreas
de integracién sensorial, como los corpora pedunculatay el protocerebro lateral,
implicadas en el aprendizaje y lamemoriaolfativa. Estdn en curso experimentos
de aprendizaje asociativo.
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