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RESUMEN 

Las disfunciones de los ganglios basales (GB), causan un amplio espectro de desórdenes 
motores, tales como la corea de Huntington, el balismo, la distonía y la enfermedad de Parkinson. El 
neo estriado (NE) representa el núcleo de entrada de los ganglios basales. A éste llegan aferencias 
provenientes de la corteza cerebral, de los núcleos intralaminares del tálamo, de los núcleos del rafé 
y de los neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra compacta (SNc). Por otro lado, el NE 
proyecta principalmente a tres estructuras de los GB: el globo pálido externo (GPe), el globo pálido 
interno (GPi) y la substancia negra reticulada (SNr). 

Citológicamente el neoestriado está formado en su mayor parte (95%) por neuronas espinosas 
medianas (NEM) de proyección. Se ha demostrado, a través de registros intracelulares in vivo, que 
las neuronas neoestriatales de proyección se encuentran más bien a potenciales hiperpolarizados y 
usualmente silentes; siendo estos periodos de hiperpolarización membrana! y de silencio eléctrico, 
interrumpidos por períodos de despolarización lenta en forma de rampa con una duración aproximada 
de hasta 3 segundos. Estudios de fijación de voltaje y de fijación de corriente, han hecho evidente la 
participación de diversas conductancias iónicas a nivel subumbral durante la despolarización lenta 
caracteristica de estas neuronas. Sin embargo el papel de estas conductancias había sido inferido 
únicamente a través de pulsos rectangulares de corriente y no durante las despolarizaciones lentas que 
mimetizan la activación fisiológica. 

En este, trabajo se estudió in vitro la conducta electrofisiológica subumbral de las neuronas 
de proyección del NE, a través del registro intracelular en rebanadas de neoestriado de rata utilizando 
como protocolo de estimulación la inyección intracelular de rampas de corriente (0.5 nA- lnA/s; de 
alrededor de -100 a alrededor de -40 mV). La estimación de la relación corriente-voltaje se realizó 
utilizando ambos protocolos de estimulación: pulsos de corriente e inyección intracelular de rampas 
de corriente. En el rango subumbral, la respuesta característica predominante en la mayoría de estas 
neuronas ante la inyección intracelular de rampas de corriente, fié la rectificación entrante. La 
cantidad de rectificación en estas neuronas fué compleja y muy variable. Los bloqueadores de 
corrientes entrantes tales como la tetrodotoxina (TTX) ó el cadmio (Cd2+) decrementaron la 
rectificación entrante, mientras que los bloqueadores de corrientes salientes tales como el 
tetraetilamonio (TEA) ó la 4-aminopiridina (4-AP) aumentaron la rectificación entrante. Sin 
embargo, la mayor parte de la rectificación entrante fué debida a las conductancias sensibles al TEA-
y al cesio (Cs+) y no a aquellas sensibles al TTX- ó al Cd'. Las conductancias sensibles al Cs+ 
predominaron a potenciales más negativos, mientras que las conductancias sensibles a la 4-AP 
predominaron a potenciales ± 10 mV por abajo del umbral de disparo. 

Por otro lado, las acciones observadas hasta la fecha con la dopamina y sus agonistas a los 
receptores Di  y D2  en estas neuronas, han sido múltiples y aparentemente contradictorias. Dichas 
acciones se han tratado de explicar de acuerdo a: a) la existencia de dos tipos morfológicamente 
diferentes de neuronas, en las que coexisten diferentes péptidos como la substancia P y la encefalina, 
y las cuales proyectan a diferentes núcleos dentro de los ganglios basales; b) la segregación de los 
receptores dopaminérgicos D1  y D2  en dichos tipos diferentes de neuronas; c) al estudio de la acción 
de la dopamina y sus agonistas DI  y D, en neuronas en las que co-existen los receptores 
dopaminérgicos, pero registradas en condiciones muy diferentes. Así, en un intento de obtener 
respuestas más reproducibles y de conocer las acciones modulatorias de la dopamina y sus agonistas 



DI  y D2  sobre estas neuronas, en la segunda parte de este trabajo se compararon las acciones de la 
dopamina y de sus agonistas Di  y D2, sobre las respuestas de membrana subumbrales observadas ante 
la inyección intracelular de rampas de corriente. Las respuestas obtenidas con la dopamina y 
los agonistas dopaminérgicos, luego de inducir el disparo en las neuronas neoestriatales con la 
inyección intracelular de rampas de corriente, fueron muy reproducibles. La dopamina decremento 
tanto el disparo neurónal como la resistencia de entrada membrana! (RN). El cambio en la RN  se 
manifestó como un aumento en la rectificación entrante. El potencial de reversión fué de 
aproximadamente -87 mV. Los agonistas al receptor D1  SKT 38393 y C1-APB mimetizaron ambos 
efectos de la dopamina, con un potencial de reversión alrededor de -89 mV. Los efectos fueron 
bloqueados por la presencia de 5-10 mM de Cs+, pero no por 1mM de TTX, sugiriendo que los 
principales efectos de los agonistas D1  sobre la resistencia de entrada son debidos a conductancias 
subumbrales sensibles al Cs+ y a nivel postsináptico. Las acciones ejercidas por la dopamina y sus 
agonistas D1  parecen involucrar a la proteina cinasa A (PKA), ya que análogos del AMPcíclico, 
mimetizaron los efectos observados con ambos neuromoduladores. 

El agonista D2, quinpirole no produjo ningún cambio en la RN , a pesar de que produjo un 
decremento en la frecuencia de disparo neuronal. Sugiriendo que el efecto principal del agonista D2 
es sobre conductancias supraumbrales. Todos los efectos observados fueron respectivamente 
bloqueados por los antagonistas D1  y D2. Asimismo, las acciones de los agonistas D1  y D2  fueron 
observadas en casi la totalidad de las células estudiadas, por lo que nuestros datos no apoyan la idea 
de la segregación de los receptores D1  y D2 en diferentes neuronas, pero favorecen la idea de la co-
localización de ambos tipos de receptores en una misma neurona espinosa mediana. 

La morfología de las células registradas valorada a través de la inyección intracelular de 
biocitina, mostró que todas las neuronas estudiadas fueron del tipo espinosas medianas de 
proyección. Asimismo, no se encontró una relación entre los efectos observados con la dopamina y 
sus agonistas D1  y D2, con dos ó más tipos de neuronas en las que se pudieran apreciar diferencias 
en el tamaño del soma neuronal, la densidad de espinas dendríticas y la restricción del axón dentro 
ó fuera del campo dendrítico. Por lo que nuestros resultados tampoco apoyan la idea de que las 
acciones de la dopamina y sus agonistas D1  y D2, están relacionados con tipos de neuronas 
morfológicamente diferentes. 

En conclusión, las respuestas subumbrales de las neuronas espinosas medianas ante la 
inyección intracelular de rampas de corriente (IIRC), fueron muy complejas y reproducibles. 
Contribuyendo a nivel subumbral varias conductancias iónicas sensibles a la TTX, al Cd2+, a la 4-AP. 
al  TEA y al Cs.'. Por otro lado, la dopamina y sus agonistas a los receptores D1  y D2 redujeron la 
frecuencia de disparo evocada por la IIRC y la RN, aunque sólo los agonistas D1  mimetizaron la 
habilidad de la DA de reducir la resistencia de entrada neuronal a nivel subumbral. El potencial de 
reversión para la acción de los agonistas D1  estuvo cerca del potencial de equilibrio del 	Las 
acciones ejercidas por la dopamina y sus agonistas 13/  parecen involucrar a la proteína cinasa A 
(PKA), ya que análogos del AMPcíclico, mimetizaron los efectos observados con ambos 
neuromoduladores. 

• 



SUMMARY 

The neostriatum (NE) represents the input nucleus of the basal ganglia (BG). It receives 
afferents, atnong others, from the cerebral cortex, the intralaminar thalamic nuclei, the raphe nuclei 
and the substantia nigra compacta (SNc) dopaminergic neurons. The NE instead projects to three BO 
structures: the external globus pallidus (EGP), the interna! globus pallidus (IGP) and the substantia 
nigra reticulata (SNr). The NE is almost composed at a cellular levet (95%), by one kind of neuron: 
the medium spiny neuron (MS). Intracellular irt vivo recordings have shown that MS neurons are 
rather at hyperpolarized levels and silent most of the time. Episodes of firing arises from periods of 
sustained (0.1-3 sec) membrane depolarization. Separating these periods of depolarization are longer 
episodes of membrane hyperpolarization and greatly decreased synaptic noise. 

Voltage and current clamp experiments, have made apparent that several ionic conductances 
participates in the subthreshold response of neostriatal neurons. However, the role of these ionic 
conductances have been inferred only from steady rectangular current steps, but not from slow 
depolarization stimulation, mimicking the timing of physiological activation. 

In this work, we studied the subthreshold in yitro physiological behavior of MS neurons, after 
ramp intracellular injection currents (0.5 nA-1 nA/sec), as stimulus. Both current steps and ramp 
currents were used to estimate the current-voltage relationship (1-V plot). 

Inward rectification in the subthreshold range, was the main characteristic of most neurons. 
The arnount of rectification varied greatly, and it was complex. Inward current biockers, such as 
tetrodotoxin (TTX) or 	decreased inward rectification; whereas outward current blockers such 
as tetraethylammonium (TEA) or 4-aminopyridine (4-AP), increased inward rectification. However, 
most inward rectification was due to TEA and Cs+-sensitive conductances and not to TTX- or Cd2+-
sensitive conductances. Cs+-sensitive conductances predominated at more negative membrane 
potentials, whereas 4-AP- sensitive conductances predominated at just ± 10 mV below the firipg 
threshold. 

On the other hand, doparnine (DA) and Di  and D2  receptor agonists, have shown multiple and 
apparently contradictory actions upon the MS neurons. Such controversia! effects have been tried to 
be explained according to: a) different kinds ofneurons, which project to separate targets within BG; 
b) DI  and D2 dopamine receptors segregation in different MS neuron classes; c) DI  and D2 dopamine 
receptors found in the same class of spiny neuron, but recorded under quite different experimental 
conditions. 

Therefore, to get more reproducible actions and to understand the modulatory effects of DA 
and its DI  and D2  agonists upon MS neurons, in the second part of this work, it was compared the 
DA and DI  and D2  agonists actions upon the subthreshold membrane properties of these neurons after 
intracellular ramp injections. Results showed that DA and its DI  and D2  agonists, induced 
reproducible effects in these neurons after neuronal firing was evoked by intracellular ramp injections. 
Dopamine decreased both firing cate and membrane siope input resistance (RN) in virtually all tested 
cells. Input resistance change appeared as an increase in inward rectification. Approximate reversal 
potential was around -87 mV. The Di  receptor agonists SKF 38393 and Cl-APB mimicked both 
doparnine effects with a reversa! potential of around -89 mV. The effects were blocked by the 
presence of 5-10 mM cesium (Cs+) but not by 1 micromolar tetrodotoxin, suggesting that main Di  
effects on input resistance are due to subthreshold Cs+ sensitive conductance and at a postsynaptic 
levet. DA and DI  and D2 actions upon MS neurons seern to involve the protein kinase A (PKA), since 

3 



cAMP analogues, such as dibutyryl cAMP, mimicked the actions of D1  receptor agonists. The D2  
agonist quinpirole, did not produce any input resistance charle, nonetheless, it still produced a 
decrease in the firing rate. This suggests that the main D2  effect on firing is due to actions on 
suprathreshold ion conductances. All effects were blocked by D1  and D2 antagonists, respectively. D, 
or D2  effects were found in the majority of the tested cells. Therefore, our results support the idea 
of co-localization of D1  and D2  receptors within the same MS neuron, and does not support the idea 
of D1  and D2  receptor segregation within different types of neurons. 

We always recorded from MS projection neuron, as morphological analysis showed from 
recorded biocytin-injected neurons. No retations were found between the observed DA and D1  and 
D2  receptor agonists effects, with citologically different types of MS neurons. 



INTRODUCCION 

Los ganglios basales son un conjunto de núcleos subcorticales que se encuentran localizados 

en el cerebro anterior y en el mesencéfalo de reptiles, aves y mamíferos. Los principales núcleos que 

conforman a los ganglios basales son: el neoestriado (formado por el núcleo caudado, el putamen y 

el núcleo accumbens), el globo pálido, la substancia negra y el núcleo subtalárnico. El neoestriado 

representa la vía de entrada de los ganglios basales, y a él llegan aferencias provenientes de la corteza 

cerebral, de los núcleos intralaminares del tálamo, de la substancia negra compacta (SNc) y de los 

núcleos del rafé. Asimismo, el neoestriado se proyecta exclusivamente a otras estructuras de los 

ganglios basales que son, el segmento externo del globo pálido, el segmento interno del globo pálido 

y a la substancia negra pars reticulada (DeLong and Georgopoulos,1981). Así pues, una gran parte 

del misterio que encierra la organización y el funcionamiento de los ganglios basales, radica en la 

organización anatomo-sináptica del neoestriado y en las propiedades intrínsecas de las neuronas que 

lo conforman. . 

Se ha demostrado por registros intracelulares in vivo que las neuronas neoestriatales de 

proyección se encuentran usualmente silentes y a potenciales de membrana más bien negativos 

(Wilson, 1993). También se ha observado que estos períodos de hiperpolarización y. de silencio 

eléctrico son interrumpidos por periodos de despolarizaciones lentas sostenidas en forma de rampa, 

de hasta 3 segundos de duración (Wilson, 1992). Estas despolarizaciones lentas son ocasionadas por 

las entradas sinápticas excitatorias provenientes de otros núcleos cerebrales, principalmente de la 

corteza cerebral. Se ha propuesto que es durante estas despolarizaciones lentas cuando se induce la 

interacción entre la actividad sináptica y las propiedades membranales de las neuronas (Wilson, 1992). 

Existen evidencias de la participación de algunas conductancias iónicas dependientes de 

voltaje en la respuesta subumbral de las neuronas neoestriatales, sin embargo se han inferido 

únicamente a través de estudios en los que se utilizaron pulsos de corriente como protocolo 

experimental (Bargas y cols., 1989, 1991b, 1994; Galarraga y cols., 1989; Jiang y North, 1991; Kita 

y cols., 1985; Nisenbaurn y cols., 1994; Ogata y Tatebayashi, 1990; Pineda y cols., 1992; Surmeier 

y cols., 1988, 1991). Hasta la fecha no ha sido investigado el papel de estas conductancias durante 

despolarizaciones lentas que mimetizen su activación fisiológica. Tampoco ha sido investigada la 

modulación subumbral de tales conductancias iónicas por transmisores ó péptidos, que ayuden a 
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entender el procesamiento neural en el neoestriado. En este sentido la dopamina es uno de los 

transmisores más importantes en el procesamiento de información en los ganglios basales, como lo 

demuestran los efectos que causa su depleción (Ungerstedt, 1971; Ljungberg y Ungerstedt,1976). 

La degeneración prematura y acelerada de la población neuronal dopaminérgica de la substancia 

negra compacta conduce a la sintomatología clínica de la denominada enfermedad de Parkinson 

(Homykiewicz, 1966; Marsden, 1984). Las neuronas dopaminérgicas de la substancia negra compacta 

se encuentran anatómicamente y funcionalmente relacionadas con el neoestriado (Hedreen y DeLong, 

1991; Marsden, 1984; Parent y Hazrati, 1995) . Las acciones de la dopamina y sus agonistas Di  y 

D2  sobre el neoestriado han sido estudiadas deáde diferentes puntos de vista, tales como el 

conductual, el bioquímico y el electrofisiológico (Arnt y Hyttel, 1984; Akaike y cols,, 1987; Breese 

y cols., 1987; Calabresi y cols., 1987; Cepeda y cols., 1993; Enz y cols., 1990; Freedman y Weight, 

1988; Greif y cols., 1995; Heikkila y cals., 1981; Herrling y Hull, 1980; Hernández-López y cals., 

1996; Huy cols., 1990; Hull y cols., 1974; Langer y cols., 1986; Rutherford y cals., 1988). 

Se ha considerado a la dopamina como un neuromodulador (DiChiara et al., 1994) y sus 

acciones dependen de su interacción con receptores específicos. En el neoestriado, parecen estar 

presentes diferentes tipos de receptores dopaminérgicos, probablemente con diferentes funciones cada 

uno. En estudios electrofisiológicos se ha mostrado que las acciones de la doparnina sobre las 

neuronas espinosas medianas de proyección, son múltiples y algunas veces contradictorias (Akaike 

y cols., 1987; Herrling y Hull, 1980; Uchimura y cals., 1986). Por ejemplo, el análisis de corrientes 

iónicas a través de la técnica de fijación de voltaje, ha mostrado que la dopamina ejerce acciones 

simultáneas sobre corrientes entrantes y salientes localizadas en el mismo tipo neuronal (Surmeier y 

Kitai, 1993). Los registros intracelulares en condiciones de fijación de corriente y utilizando como 

estímulo un pulso cuadrado de corriente, tampoco han arrojado resultados claros y reproducibles 

(Akaike y cols. 1987; Uchimura y cals., 1986). 

Se ha reportado que los agonistas a los receptores dopaminérgicos Di  y D2  pueden ejercer 

acciones excitatorias, inhibitorias o ser inefectivos en modular el potencial de membrana en las 

neuronas espinosas del neoestriado. Usando este mismo protocolo la dopamina puede producir una 

inhibición de los potenciales de acción evocados (Calabresi y cols., 1987; Akaike y cols., 1987) ó un 

aumento en el número de espigas que se acompañan por la inhibición del postpotencial (PPH) que 



sigue a un tren de espigas (Akaike y cols., 1987; Rutherford y cols., 1988). 

Se ha especulado acerca de las posibles causas que pudieran estar determinando la variabilidad 

en las múltiples respuestas observadas con la dopamina. Las acciones modulatorias de la dopamina 

pueden variar de acuerdo al potencial de membrana y por ejemplo, en los experimentos de fijación 

de corriente normalmente no hay un control de él. Asimismo, las diferentes respuestas observadas 

pueden corresponder a la estimulación de diferentes subtipos de receptores (D1  ó D2) localizados en 

diferentes clases neuronales ó bien a diferentes receptores localizados en la misma clase de neurona 

espinosa registrada bajo diferentes condiciones experimentales. 

El estudio electrofisiológico de las acciones membranales globales de la dopamina y sus 

diferentes agonistas tipo Di  y tipo 1)2  a diferentes potenciales de membrana y a nivel subumbral, 

parece ser de gran importancia para obtener respuestas reproducibles y confiables de la dopamina. 

Ya que una respuesta global puede ser más reproducible y. consistente a un potencial de membrana 

dado, siendo los diferentes tipos de receptores los que estén determinando la respuesta fina. En este 

sentido, el empleo de un estimulo que mimetice la activación fisiológica de estas neuronas, como la 

inyección intracelular de rampas de corriente, permitirla un análisis más adecuado de las acciones de 

la dopamina y los agonistas DI  y D2  a nivel subumbral. 

Por otro lado, el estudio morfológico de las neuronas registradas también sería de gran 

utilidad para determinar si las respuestas observadas con la doparnina están relacionadas con 

diferencias anatómicas y probablemente con una segregación de los diferentes tipos de receptores 

dopaminérgicos (Gerfen y cols., 1990a, 1992d). 

ANTECEDENTES 

La dopamina que es liberada de las terminales axónicas de las neuronas provenientes de la 

substancia negra compacta en el mesencéfalo, juega un papel muy importante en la modulación de 

la actividad eléctrica de las neuronas neoestriatales (núcleo caudado y putamen) (NE), e influye en 

las señales de salida del neoestriado a los demás componentes de los ganglios basales, dado que las 

neuronas de proyección estriatales hacen contacto con otros núcleos de los ganglios basales (Bolarn 



y cols., 1993). 

La acción reguladora ó moduladora de la dopamina sobre la actividad eléctrica de las 

neuronas neoestriatales parece estar asociada con diversos factores ó elementos, entre los cuales se 

pueden incluir, la morfología celular, las conexiones anatómicas, el tipo y localización del receptor 

dopaminérgico, las propiedades de membrana, los canales jónicos activos a nivel subumbral y umbral, 

el potencial de membrana, así corno a los sistemas de segundos mensajeros activados. 

Así, el conjunto de conductancias fónicas que poseen las neuronas espinosas medianas, 

determinarán el ajuste de la función integradora de entrada y salida de estas neuronas a un estímulo 

dado, a través de los diferentes tipos de receptores DAérgicos ya descritos, y neurornoduladores 

como la dopamina regularán esta función modulando dichas conductancias (Freedman y cols., 1988; 

Greif y cols., 1995; Surmeier y Kitai, 1993; Surmeier y cols., 1995). 

A . ORGANIZACION ANATOMICA DEL NEOESTRIADO 

El NEOESTRIADO está constituido por el núcleo caudado, el putarnen y el núcleo acumbens 

y representa la vía de entrada de los ganglios basales. Este núcleo recibe principalmente entradas de 

todas las áreas de la neocorteza cerebral, de los núcleos intralatninares del tálamo y de las neuronas 

dopaminérgicas de la substancia negra pars compacta (SNc) (Véase Figura 1) y menos 

prominentemente del globo pálido (GP), del núcleo subtalámico (STN), del núcleo rafé dorsal y del 

núcleo tegmental peduculopontino (PPN) (Wilson, 1990; Parent, 1990). En contraste las eferencias 

del estriado se proyectan masivamente a tres regiones de los ganglios basales: el segmento externo 

del globo pálido (GPe), el segmento interno del globo pálido ó núcleo entopeduncular en la rata (GPi) 

y la substancia negra pars reticulata (SNr). De éstas, el globo pálido interno y la substancia negra pars 

reticulata se proyectan a otras estructuras fuera de los ganglios basales como son, las neuronas 

talamocorticales del conjunto de núcleos del tálamo ventral, el colículo superior y la habénula latera! 

(Véase Figura 1) (DeLong y Georgopoulos, 1981; Albin, y cols., 1990; Wilson, 1990). 
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FIGURA 1. Diagrama que muestra los principales núcleos cerebrales que 
forman parte de los Ganglios Basales y algunas de las 
conexiones que se forman entre ellos. La importancia del 
NEOESTRIADO como principal receptor de entradas sinápticas 
de los Ganglios Basales queda de manifiesto en este esquema 
(modificado de Wilson, 1990). 



El neoestriado de la rata es una estructura heterogénea con diferentes niveles de organización 

anatómica. A un cierto nivel, el neoestriado establece conexiones con regiones específicas de otros 

núcleos cerebrales, por ejemplo: de las conexiones corticoestriatales, la corteza sensorimotora se 

proyecta a la parte dorsolateral del neoestriado, mientras que la alocorteza y la mesocorteza, 

proyectan a la parte ventromedial del neoestriado (Kubota y Kawaguchi, 1993). A un segundo nivel 

el estriado se ha dividido en dos tipos de compartimentos denominados respectivamente "los Parches" 

y "la Matriz". Los parches fueron identificados inicialmente corno regiones de alta densidad de unión 

al receptor opiáceo mu asentadas en una matriz de baja densidad a este receptor (Kubota y 

Kawaguchi, 1993). Subsecuentemente se ha revelado con una variedad de técnicas que los dos 

compartimentos muestran heterogeneidad en su anatomía química así como en su conectividad con 

otras áreas del cerebro (Kubota y Kawaguchi, 1993). 

Recientemente se ha propuesto que los ganglios basales están organizados en circuitos 

neurales estructural y funcionalmente diferentes, que unen a la corteza cerebral, a los ganglios basales 

y al tálamo (Alexander y Crutcher, 1990) y en donde el NE juega un papel fundamental. Cinco son 

los circuitos que se han definido: 1) el prefrontal dorsolateral, 2) el orbitofrontal lateral, 3) el 

oculomotor, 4) el motor y 5) el límbico, los cuales aunque se encuentran organizados como vías en 

paralelo, aún permanecen estructuralemente y funcionalmente segregados uno de otro. Se ha 

propuesto una organización básica de tales circuitos (véase Figura 2). En cada uno de ellos, áreas 

corticales específicas envían proyecciones glutamatérgicas excitatorias, a regiones selectas del 

neoestriado, el cual ha sido representado como la estación de "entrada" de los ganglios basales. La 

información que fluye a través de esas vías es procesada en el NE, pasa a las estaciones de salida de 

los ganglios basales (GPi, SNr y GPe), y es diferencialmente modulada por dos vías paralelas pero 

opuestas: la vía directa (VD) y la vía indirecta (VI) (véase Figura 2). Cada circuito incluye una vía 

"directa" a los núcleos de salida, la cual surge de eferentes estriatales inhibitorias que contienen 

DABA y substancia P. La activación de esta vía tiende a desinhibir el tálamo. Asimismo, cada 

circuito incluye una vía "indirecta", la cual surge de neuronas estriatales de proyección que contienen 

GASA y encefalina, y cuya información pasa del globo pálido externo al núcleo subtalámico. La 

activación de las neuronas inhibitorias GABA/encefalina del NE tienden a suprimir las descargas 

espontáneas de alta frecuencia del GPe, provocando la desinhibición de las neuronas subtalámicas 
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glutamatérgicas, conduciendo finalmente a la excitación de los núcleos de salida de los ganglios 

basales: el GPi y la SNr y a la inhibición de los núcleos talámicos blanco. Posteriomente esta 

información es regresada a través de la VD y de la VI a distintas regiones del tálamo y de la corteza 

(Alexander y Crutcher, 1990). Se ha propuesto que la doparnina estaría modulando diferencialmente 

la VD y la VI, ejerciendo un efecto excitatorio sobre las neuronas GABA/substancia P (VD) y un 

efecto inhibitorio sobre aquellas que envían proyecciones GABA/encefalina hacia el GPe (VI) 

(Alexander y Crutcher, 1990; Wichmann y DeLong, 1993), 

A.1 COMPOSICION CELULAR DEL NEOESTRIADO 

El neoestriado se encuentra formado por diferentes tipos de neuronas, las cuales han sido 

clasificadas de diferentes formas de acuerdo a diferentes autores. El neoestriado se encuentra 

compuesto por: a) neuronas de proyección (células Golgi Tipo I) y b) por interneuronas locales 

(células Golgi Tipo II) (Véase Figura 3), de la misma manera que otros núcleos principales en el 

sistema nervioso central. Sin embargo a diferencia de otros núcleos cerebrales, las neuronas de 

proyección en el neoestriado sobrepasan en número a las interneuronas. Así, en ratas la proporción 

de neuronas de proyección con respecto a las intemeuronas es de aproximadamente 9:1, mientras que 

en los primates es de 3:1 (Graveland y DiFiglia, M., 1985 ). 

A.1.1 Neuronas de Proyección 

Las Neuronas Espinosas Medianas. De los estudios realizados en secciones teñidas con 

Nissl (técnica que permite observar los cuerpos celulares de las neuronas), se ha podido corroborar 

que el neoestriado de los humanos está formado aproximadamente por 111 millones de neuronas 

(Fox y Rafols, 1976). Así, utilizando técnicas como la degeneración anterógrada, el Nissl (Ramón y 

Cajal, 1911; Kemp y Powell, 1971), la impregnación de Golgi (Mensah y Deadwyler 1974; Lu y 

Brown, 1977; Dan.ner y Pfister, 1979a, 1979b; Chang y cols, 1982), el transporte retrógrado de 

peroxidasa de rábano (Grofová, 1979) y la inmunocitoquirnica (Martin y cols., 1991), se han descrito 

diferentes tipos celulares en el neoestriado. En estos estudios, los criterios básicos que se 

consideraron para la clasificación de los tipos celulares fueron; el tamaño del soma (mediano vs 

grande), así como la presencia ó ausencia de espinas ó varicosidades en las dendritas y en el soma 
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TALLO CEREBRAL 

FIGURA 2. Esquema del modelo de la anatomía funcional del circuito 
"motor" tálamocortical-ganglios-basales, que muestra las conexiones 
excitatorias e inhibitorias que unen a los diferentes elementos del 
circuito básico de los ganglios basales. Estructuras de entrada (Neoestriado) 
y de salida de los ganglios basales, conectados a través de las vías de 
proyección "Directa" (D) e "Indirecto" (1). La dopamina ejerce efectos 
diferenciales sobre las vías "Directa" e "Indirecta°, a través de la activación 
de los receptores D1  y 02  respectivamente. (modificado de Alexander y 
Crutcher, 1990; Wichmann y DeLong, 1993). Flechas punteadas= 
conexiones excitatorias; Flechas sólidas= conexiones 	inhibitorias. 
GPe=globo pálido externo; NST= núcleo subtalámico; SNc=substancia negra 
compacta; GPi=globo pálido interno; Tál=tálamo; SNrzsubstancia negra 
reticulada. 
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(espinas vs no espinas). 

La importancia de estos estudios radica en que en ellos se pone de manifiesto que en el gato, 

la rata y el ratón, el 95% de la población celular total del neoestriado está formado por un tipo de 

célula principal denominada Neurona Espinosa Mediana de Proyección. Aunque en el mono, esta 

población de neuronas sólo representa el 77%. Las características morfológicas de este tipo celular 

son en general un soma de tamaño mediano, con un campo dendrítico amplio, así como la presencia 

de un gran número de espinas que recubren sus dendritas (Di Figlia y cols., 1976; Wilson y Groves, 

1980) (Véase Figura 3). Los cuerpos de estas células varían de 12 a 20 micras de diámetro y de ellas 

surgen un número pequeño de troncos dendríticos con diámetros de 2 a 3 micras. Los cuerpos 

celulares y los troncos dendríticos iniciales están usualmente libres de espinas. Los troncos lisos se 

dividen dentro de las 10 a 30 micras de su origen, dando lugar a las dendritas secundarias espinosas 

las cuales pueden ramificarse una o dos veces más. 

Una neurona espinosa tiene generalmente de 25 a 30 ramificaciones dendriticas terminales, 

las cuales se radian en todas direcciones del cuerpo celular, llenando un volumen esférico con un 

radio de 300 a 500 micras. La densidad de espinas dendríticas aumenta rápidamente desde la primera 

aparición de las espinas aproximadamente a 20 micras del soma, hasta llegar a un pico de distancia 

de aproximadamente 80 micras del soma. La densidad pico de las espinas dendríticas puede ser tan 

alta como 4 a 6 por micrómetro de longitud dendrítica, haciendo a la neurona neoestriatal principal, 

una de las células más cargadas de espinas en el cerebro en cuanto a densidad y no en cuanto al 

número total de espinas. Las espinas dendríticas disminuyen gradualmente de aproximadamente 1.5 

micrómetros a sólo 0.25 micrómetros en las puntas, asimismo la densidad de espinas dendríticas 

disminuye gradualmente, llegando aproximadamente a la mitad del valor pico en las ,puntas 

dendríticas (Wilson, 1990). 

En base a su morfología somatodendrítica homogénea, las neuronas espinosas medianas de 

proyección del neoestriado han sido consideradas por mucho tiempo como un solo tipo neuronal. Sin 

embargo, recientemente se han acumulado evidencias de tipo morfológico, bioquímico, farmacológico 

y fisiológico que apoyan la idea de la existencia de 2 subtipos de neuronas espinosas medianas. Se 

ha descrito un segundo tipo de neurona espinosa mediana principal, aunque esta célula es mucho 

menos común (Wilson, 1990; DiFiglia y cols., 1976). Esta se ha caracterizado por tener un soma de 
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diámetro mayor y con una densidad de espinas dendríticas mucho menor, así como con una menor 

densidad de dendritas las cuales se observan menos ramificadas pero de mayor longitud. Se ha 

demostrado que esta célula proyecta a la substancia negra, aunque realmente es muy poco lo que se 

sabe aún de ella (Wilson, 1990). 

El neoestriado recibe su nombre de la apariencia estriada que se deriva de los fascículos de 

fibras que se forman de los axones de las neuronas neoestriatales que perforan la materia gris del 

neoestriado (Wilson, 1990). Estos axones forman el principal sistema de fibras en el cerebro anterior. 

Algunos axones están mielinizados ligeramente cerca del cuerpo celular, pero pierden su mielina 

posteriormente (Chang y cols., 1981). En las ratas, los axones están cerca del diámetro umbral para 

la mielinización (cerca de 0.25 micras). En los primates, los axones son más grandes y más 

consistentemente mielinizados, aunque la disminución gradual en el diámetro axonal es acompañado 

por un adelgazamiento y una pérdida parcial de la mielinización en estas especies (Fox y Rafols, 

1976). Al menos dos clases diferentes de fibras pueden ser distinguidas en la rata, las cuales surgen 

de dos tipos diferentes de neuronas espinosas medianas. Una clase de neurona espinosa daría lugar 

a un axón que se arboriza primariamente en el segmento externo del globo pálido, mientras que la 

otra clase se proyectaría poco ó nada a esta estructura, arborizándose más bien en el segmento 

interno del globo pálido y en la substancia negra (Chang y cols., 1981). 

En el globo pálido y en la substancia negra, los axones de las neuronas espinosas 

neoestriatales se arborizan en una forma muy característica denominada patrón axodendrítico 

longitudinal. Este patrón el cual contrasta fuertemente con el de las fibras aferentes en el neoestriado, 

está caracterizado por axones eferentes neoestriatales individuales que corren paralelamente a las 

dendritas de las neuronas blanco palidales y nigrales, haciendo múltiples contactos sinápticos, los que 

envuelven casi completamente a las dendritas de las células postsinápticas (Wilson, 1990; Di Figlia 

y Rafols, 1988). 

La estimación cuantitativa del grado de convergencia y divergencia para las aferentes 

neoestriatales no es fácil de obtener, debido a que no existe un arreglo geométrico simple en este 

núcleo. Sin embargo, hasta ahora las evidencias disponibles sugieren que las sinapsis asimétricas 

formadas sobre las cabezas de las espinas dendríticas surgen de fibras aferentes, lo que sugiere que 

uno puede asignar un límite bajo al número de sinapsis aferentes formadas en las neuronas espinosas 
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FIGURA 3. Fotomicrograf1ias de los principales 
tipos de neuronas que forman el NEOESTRIADO, 
teñidas con el método de Golgi : 1) Neuronas de 
Proyección y 2) lnterneuronas. Las neuronas de 
proyección en este núcleo son: (a) Neuronas 
Espinosas Medianas, obsérvense la densidad de 
espinas en las dendritas y el tamaño del soma, de 
donde derivan los nombres de esta neurona 
neoestriatal. Mientras que las interneuronas en este 
núcleo son de tres tipos: (b) lnterneuronas No~ 
Espinosas Gigantes, Neuronas Medianas No­
Espinosas con penachos dendrfticos (no se muestra) 
y (e) Neuronas Medianas No-Espinosas con 
varicosidades dendrlticas. 
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individuales contando el número de espinas dendríticas por célula. 

Podernos decir que virtualmente todas las neuronas espinosas medianas usan el ácido gamma-

aminobutírico (GABA) como su principal neurotransmisor, pero también coexpresan un número de 

péptidos neuroactivos, tal como la substancia P, la encefalina, la dinorfina y la neurotensina (Parent 

y cols., 1995). Sin embargo, no todos estos péptidos son expresados en cada neurona espinosa, sino 

que más bien ellos se han localizado en subconjuntos particulares de neuronas espinosas de 

proyección (Parent y cols. 1995). En las neuronas espinosas medianas individuales, el GABA coexiste 

con la encefalina ó con la substancia P y/o la dinorfina. La coexistencia del GABA con un péptido 

dado parece estar en relación con el blanco al cual proyectan estas neuronas (Gerfen y cols., 1990a, 

1990b, 1992a, 1992b) y probablemente también con la existencia de 2 tipos diferentes de neuronas 

espinosas de proyección (Parent y cols., 1984) (ver más adelante péptidos en el neoestriado). 

A.1.2 Interneuronas 

El otro 5% de las células que integran el neoestriado en carnívoros y roedores y quizá el 23% 

en primates, lo constituyen una gran diversidad de tipos de neuronas no espinosas caracterizadas 

principalmente por el método de Golgi. Siete u ocho tipos celulares han podido ser descritas en base 

a criterios morfológicos (Chang y cols., 1982). Sin embargo solo tres tipos de interneuronas han sido 

caracterizadas con suficiente detalle y agrupadas en categorías separadas de acuerdo a criterios 

estructurales y funcionales, estas son: a) Las interneuronas gigantes no espinosas (célula no espinosa 

Tipo II de DiFiglia y cols., 1976); b) Las células medianas ligeramente espinosas (células no espinosas 

Tipo III de DiFiglia y cals., 1976) y e) Las células medianas con dendritas varicosas y lisas (células 

no espinosas Tipo I de DiFiglia y cals., 1976) (Véase Figura 3). 

Las Interneuronas Gigantes No Espinosas fueron descritas principalmente por DiFiglia y Carey en 

1986 y por Chang y Kitai en 1982 en secciones teñidas con Golgi y a través de la tinción intracelular, 

por Bishop y cals., en 1982. Estas células representan menos del 2% de todas las células en el 

neoestriado y originalmente fueron reconocidas como interneuronas por Kolliker alrededor de 1800. 

Morfológicamente estas células poseen un cuerpo celular alargado con una longitud mayor a 50-60 

micras, pero comúnmente con 15 a 25 micras en su diámetro menor. Del soma surgen algunas 
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dendritas gruesas, las cuales se ramifican en forma radial, con algunas dendritas extendiéndose de 500 

a 750 micras del soma. Las dendritas distales muestran algunas varicosidades y apéndices de forma 

irregular. Los axones de estas neuronas surgen de troncos dendríticos y pueden estar mielinizados 

inicialmente y luego perder la mielina en las reducciones del diámetro axonal que se observan en las 

ramificaciones repetidas. El axón se ramifica muchas veces de la manera clásica asociada con las 

interneuronas es decir, con las ramificaciones hijas de igual tamaño y formando aproximadamente 

ángulos de 120 grados entre ellas y con la ramificación madre. De esta forma, la arborización 

resultante consiste de un plexo denso de ramificaciones axonales extremadamente finas que llenan la 

región del campo dendrítico (alrededor de 1 mm del soma) ó en algunas ocasiones llegando más allá, 

aunque usualmente no dejan el núcleo (Wilson, 1990). 

Por otro lado, ha sido ampliamente demostrado desde un punto de vista bioquímico que las 

interneuronas gigantes son colinérgicas. Originalmente se pensó que estas interneuronas colinérgicas 

eran neuronas de proyección, pero más tarde se demostró a través de técnicas de marcado retrógrado 

que ellas no proyectan a las principales estructuras recipientes del estriado (Parent y cols., 1995). 

Las Interneuronas de Tamaño Mediano se han dividido en dos categorías, aunque no existe un 

consenso común entre los diferentes autores del nombre otorgado a estas categorías. Los criterios 

utilizados para su clasificación se basan en las diferencias más obvias entre los dos tipos de neuronas, 

es decir la presencia de algunos apéndices dendríticos semejantes a espinas y terminaciones 

dendríticas en forma de finos penachos en una clase de células y con dendritas lisas frecuentemente 

con prominentes varicosidades en el otro tipo de células. DiFiglia y cols., (1976) han denominado 

a estos dos tipos celulares como las neuronas no-espinosas tipo 1 y tipo H1 respectivamente. Mientras 

que Chang y cols., (1982) las han clasificado respectivamente como las neuronas medianas. tipo V y 

la neurona mediana tipo 111/1V. El soma de la mayor parte de estas neuronas es aproximadamente 

del mismo tamaño que el de las neuronas espinosas medianas (12-15 um), aunque existen sus 

excepciones. Ambos tipos de interneuronas medianas poseen sornas redondos y. dendritas lisas ó 

ligeramente espinosas, que llenan un volumen aproximadamente equivalente a aquel del campo 

dendrítico de la neurona espinosa. Por otro lado, la clasificación de estos dos tipos de neuronas como 

interneuronas se ha basado principalmente en la ausencia de evidencias de un axón que se proyecta, 
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más que por una visualización completa de su arborización axonal, así en preparaciones teñidas con 

Golgi muchos autores han visualizado el axón de la célula con dendritas varicosas. El axón del otro 

tipo celular no se puede teñir fácilmente sin embargo algunas arborizaciones locales han sido 

reportadas (Wilson, 1990). 

Las interneuronas de tamaño mediano también han sido usualmente clasificadas por el tipo 

de neurotransmisor que contienen. Así, se ha observado que las interneuronas que corresponden al 

Tipo I no-espinoso de DiFiglia y cols. y a las neuronas medianas Tipo V de Chang y Kitai despliegan 

una intensa inmunoreactividad por el GABA y contienen además parvalbumina (Parent y cols., 1995). 

Mientras que el segundo tipo de interneuronas que corresponden a las neuronas no-espinosas Tipo 

III de DiFiglia y cols., y las neuronas tipo III/IV de Chang y Kitai, despliegan inmunoreactividad por 

la somatostatina y el neuropeptido Y, sin embargo no contienen mRNA que codifica para la GABA 

descarboxilasa (GAD). También se ha observado que estas neuronas contienen la enzima 

nicotinamida adenina dinucleotida fosfato (NADPH)-diaforasa (Parent y cols., 1995). 

A.2 CONEXIONES SINAPTICAS EN EL NEOESTRIADO 

Una de las características más sobresalientes del neoestriado consiste en la gran cantidad de 

sinapsis asimétricas que se observan en micrografías electrónicas, las cuales se forman por los 

pequeños axones provenientes de la corteza cerebral y de algunas regiones de los núcleos 

intralaminares del tálamo, sobre las cabezas de las espinas dendriticas de las neuronas espinosas 

medianas. Este tipo de sinapsis se encuentra en aproximadamente el 85% de todas las sinapsis en el 

neoestriado (Kemp and Powell, 1971a; Wilson, 1990). Los axones de la corteza cerebral y del tálamo 

son similares en morfología, es decir ambos exhiben pequeñas vesículas sinápticas redondas (Wilson, 

1990). Por otro lado, las conexiones nigroestriatales han sido intensamente estudiadas utilizando 

varias técnicas. Así, los axones que provienen de la substancia nigra pueden ser identificados en 

micrografías electrónicas por técnicas de trazado axonal con aminoácidos radioactivos, por 

degeneración axonal, por inmunocitoquímica utilizando anticuerpos contra la enzima tirosina 

hidroxilasa (TH) (la cual está involucrada en la síntesis de la dopamina en la vía nigroestriatal), por 

destrucción de los axones con la neurotoxina selectiva 6-hidroxidopamina (la cuál destruye 

específicamente los axones dopaminérgicos en el estriado) (Ungerstedt, 1971a) y por el marcaje de 
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las neuronas dopaminérgicas con un análogo dopaminérgico, la 5-hidroxidopamina (el cuál no 

destruye los axones dopaminérgicos, pero es absorbido especificamente por ellos) (Groves, 1980). 

Los resultados mostrados hasta el momento utilizando estas técnicas han sido contradictorios 

e inconsistentes. Por ejemplo, utilizando la autoradiografía ó la destrucción de la vía nigroestriatal 

por el tratamiento con la 6-hidroxidopamina ó bien el marcaje con 5-hidroxidopamina, se ha 

observado, que los axones que se marcan en el neoestriado son muy similares a los de las 

proyecciones corticoestriatales ó tálamocorticales, es decir, con pequeñas vesículas sinápticas 

redondas y formando sinapsis asimétricas sobre las cabezas de las espinas dendríticas. Por otro lado, 

si se usa la inmunocitoquímica para marcar la tirosina hidroxilasa, se identifica un axón diferente, el 

cual contiene grandes vesículas sinápticas con contornos más variables y formando sinapsis simétricas 

sobre troncos dendríticos, somas y troncos de espinas dendríticas (Freund y cols., 1984). 

Sin embargo, utilizando una técnica combinada de impregnación de Golgi con 

inmunocitoquímica, se reveló una fuerte distribución de botones inrnunoreactivos a la tirosina- 

hidroxilasa sobre las neuronas espinosas medianas impregnadas de Golgi que habían sido 

retrógradamente marcadas de la substancia negra. Es decir, que los principales blancos de estos 

botones, son las espinas dendríticas distales de las neuronas nigroestriatales, las cuáles forman sinapsis 

simétricas. Unicamente aquéllas espinas que reciben entradas de otros botones no-inrnunoreactivos 

ó no-TH, reciben entradas dopaminérgicas. Se ha postulado que tal arreglo anatómico implica que 

una de las principales funciones de las entradas dopaminérgicas es la de interactuar con la otra entrada 

que recibe la misma espina. Se ha observado también que los botones no-dopaminérgicos forman 

sinapsis asimétricas, las cuales derivan de neuronas en la corteza (Smith y Bolam, 1990). Se ha 

postulado, la existencia de un circuito estriatal fundamental, el cuál incluye una neurona espinosa 

mediana de proyección, que recibe entradas de la corteza cerebral sobre sus espinas dendríticas 

distales y entradas de las terminales dopaminérgicas sobre sus espinas dendrítricas distales y sus 

troncos dendriticos (Smith y Balan 1990). 

Como se mencionó anteriormente, se ha postulado la existencia de una segunda clase de 

neurona espinosa mediana, con una densidad más baja de espinas dendríticas, la cual podría formar 

parte de otro circuito. Pudiendo ser también dicha neurona una neurona de proyección, la cual 

recibiría aferencias dopaminérgicas de la SNc y del núcleo parafascicular del tálamo sobre sus troncos 
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las neuronas dopaminérgicas con un análogo dopaminérgico, la 5-hidroxidopamina (el cuál no 

destruye los axones doparninérgicos, pero es absorbido especificamente por ellos) (Groves, 1980). 

Los resultados mostrados hasta el momento utilizando estas técnicas han sido contradictorios 

e inconsistentes. Por ejemplo, utilizando la autoradiografía ó la destrucción de la vía nigroestriatal 

por el tratamiento con la 6-hidroxidopamina ó bien el marcaje con 5-hidroxidopamina, se ha 

observado, que los axones que se marcan en el neoestriado son muy similares a los de las 

proyecciones corticoestriatales ó tálamocorticales, es decir, con pequeñas vesículas sinápticas 

redondas y formando sinapsis asimétricas sobre las cabezas de las espinas dendríticas. Por otro lado, 

si se usa la inmunocitoquírnica para marcar la tirosina hidroxilasa, se identifica un axón diferente, el 

cual contiene grandes vesículas sinápticas con contornos más variables y formando sinapsis simétricas 

sobre troncos dendríticos, sornas y troncos de espinas dendríticas (Freund y cols., 1984). 

Sin embargo, utilizando una técnica combinada de impregnación de Golgi con 

inmunocitoquírnica, se reveló una fuerte distribución de botones inmunoreactivos a la tirosina-

hidroxilasa sobre las neuronas espinosas medianas impregnadas de Golgi que habían sido 

retrógradamente marcadas de la substancia negra. Es decir, que los principales blancos de estos 

botones, son las espinas dendríticas distales de las neuronas nigroestriatales, las cuáles forman sinapsis 

simétricas. Unicarnente aquéllas espinas que reciben entradas de otros botones no-inmunoreactivos 

ó no-T1-1, reciben entradas dopaminérgicas. Se ha postulado que tal arreglo anatómico implica que 

una de las principales funciones de las entradas dopaminérgicas es la de interactuar con la otra entrada 

que recibe la misma espina. Se ha observado también que los botones no-dopatninérgicos forman 

sinapsis asimétricas, las cuales derivan de neuronas en la corteza (Smith y Bolam 1990). Se ha 

postulado, la existencia de un circuito estriatal fundamental, el cuál incluye una neurona espinosa 

mediana de proyección, que recibe entradas de la corteza cerebral sobre sus espinas dendríticas 

distales y entradas de las terminales dopaminérgicas sobre sus espinas dendrítricas distales y sus 

troncos dendríticos (Smith y Bolam, 1990). 

Como se mencionó anteriormente, se ha postulado la existencia de una segunda clase de 

neurona espinosa mediana, con una densidad más baja de espinas dendríticas, la cual podría formar 

parte de otro circuito. Pudiendo ser también dicha neurona una neurona de proyección, la cual 

recibiría aferencias dopaminérgicas de la SNc y del núcleo parafascicular del tálamo sobre sus troncos 
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dendríticos (Smith y Bolam, 1990). 

Las neuronas espinosas medianas también establecen contactos sinápticos colaterales entre 

ellas mismas, asi como con las interneuronas. Los botones que surgen de las colaterales locales de 

las neuronas espinosas contienen grandes vesículas sinápticas de forma variable y forman sinapsis 

simétricas con los troncos de las espinas dendríticas, con los ejes de las dendritas, con los somas y 

con los segmentos iniciales de los axones (Wilson y Groves, 1980; Bishop y cols., 1982). Las 

colaterales locales de las células espinosas que terminan sobre espinas dendríticas generalmente 

comparten esa espina con alguna otra entrada, generalmente una fibra cortica]. Algunas de las 

terminales axonales de las neuronas espinosas medianas forman sinapsis con dendritas, somas y 

segmentos axonales iniciales de otras neuronas espinosas medianas, pero algunas se forman 

definitivamente con aquellas porciones de las células no espinosas, incluyendo las neuronas no-

espinosas gigantes (Bolam y cols., 1986). 

Las sinapsis que se forman por las terminales axonales de las células no-espinosas gigantes 

y de algunas de los tipos de interneuronas medianas constituyen el tercer tipo sinóptico morfológico 

en el neoestriado. Este tipo de sinapsis posee pequeñas vesículas aplanadas y forman sinapsis 

simétricas sobre los troncos de las espinas dendríticas, los troncos dendríticos, los somas y los 

segmentos iniciales. Se ha demostrado que los axones de las neuronas no-espinosas gigantes y las 

interneuronas medianas terminan de esta forma en las células espinosas. Las terminales de este tipo 

y las terminales con grandes vesículas pleomórficas, forman los principales tipos sinápticos 

observados sobre el soma y la superficie dendrítica proximal de la célula espinosa (Wilson, 1990). 

Las entradas de las neuronas gigantes no-espinosas son de los mismos tres tipos morfológicos 

principales que encontramos en las neuronas espinosas medianas, pero no muestran la localización 

específica sobre la superficie celular que se observa en las neuronas espinosas (Chang y Kitai, 1982;.  

DiFiglia y Carey, 1986). Los botones con pequeñas vesículas redondas forman sinapsis asimétricas 

sobre las dendritas de todos los tamaños e igualmente sobre el soma de las neuronas no-espinosas. 

Por otro lado, sinapsis simétricas formadas por botones con grandes vesículas pleomórficas y por 

botones con pequeñas vesículas sinápticas aplanadas, pueden observarse sobre todas las partes de 

estas células (Wilson, 1990), Las sinapsis que forman los axones de salida de las neuronas espinosas 

medianas en la substancia negra y el globo pálido, son muy similares en morfología a las que forman 
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las terminales axonales locales (Chang y cols., 1981). 

A.2.1 Conexiones de la Corteza Cerebral con el Neoestriado 

Entre las aferentes que le llegan al neoestriado, aquellas provenientes de la corteza cerebral 

podemos considerarlas entre las más importantes. Las entradas corticales glutamatérgicas convergen 

también con las talámicas glutamatérgicas, con las dopaminérgicas provenientes de la SNc y con las 

entradas serotoninérgicas que se originan en los núcleos del rafé. La mayoría de las áreas corticales 

proyectan topográficamente al estriado, dándole a este un patrón funcional de regionalización (Parent, 

1990). Así en base al área cortical de proyección, el neoestriado puede subdividirse en territorios 

sensorimotores, asociativos y límbicos, sin embargo puesto que existe una sobreposición entre las 

diferentes proyecciones corticoestriatales, dichos territorios pueden ser visualizados más como un 

continuum que como subdivisiones estriatales con límites estrictos (Parent, 1990). Asimismo, se ha 

observado que las áreas corticales que se encuentran recíprocamente interconectadas vía conexiones 

corticocorticales tienden a compartir zonas comunes de terminación en el neoestriado, sugiriendo que 

además de que se puedan delinear grandes sectores topográficos en el estriado, el sistema 

corticoestriatal está organizado de acuerdo a afiliaciones funcionales generales de las áreas corticales. 

Sin embargo, también se ha observado que muchas áreas de la corteza asociativa conectadas 

recíprocamente, proyectan a áreas espacialmente distintas del neoestriado y que aún en áreas donde 

ocurre sobreposición, los campos terminales no se intermezelan sino que forman patrones de 

interdigitación complejos dentro de zonas longitudinales en la parte mediolateral del neoestriado 

(Selemon y Goldman-Rakic, 1985). 

En estudios de marcaje con leticoaglutinina aseo  mai, se ha mostrado que las fibras 

que llegan de la corteza cerebral al NE, se arborizan con un patrón definido corno axodendrítico 

cruciforme (Ramón y Cajal 1911). Se ha dado el término de cruciforme a las fibras que viajan a 

través del núcleo, cruzándose sobre las dendritas de otras neuronas y haciendo sinapsis con ellas en 

passant (a su paso). Al igual que la mayoría de las aferentes que llegan al estriado, las proyecciones 

corticoestriatales terminan en forma de racimos de varios tamaños, cuya distribución es muy cercana 

a la compartamentalización de los parches (estriosomas) y la matriz. En la rata, se ha observado que 

la organización compartamental de las entradas corticoestriatales está relacionada principalmente con 
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su origen laminar y en segundo lugar con sus áreas citoarquitectónicas de origen (Gerfen, 1990b). 

De hecho, cada área cortical parece inervar tanto a los parches como a la matriz (Parent, 1990). 

A.2.2 Conexiones del Tálamo con el Neoestriado 

El tálamo proyecta masivamente al neoestriado. Aunque los núcleos intralaminares anteriores 

y el complejo parafascicular centromediano son las principales fuentes de esta proyección, otros 

núcleos talámicos también contribuyen, como aquellos del conjunto ventral, de la línea media y del 

grupo posterior. En los primates el núcleo centromediano recibe selectivamente entradas del globo 

pálido interno y a su vez, proyecta masivamente al territorio sensorimotor del neoestriado, donde 

termina en bandas paralelas oblicuamente orientadas (Parent, 1990). En contraste con el núcleo 

centromediano, el núcleo parafascicular recibe entradas de una gran variedad de sitios, incluyendo 

estructuras límbicas que a su vez proyectan a territorios límbicos y asociativos del neoestriado. Tales 

entradas a los territorios asociativos y limbicos del estriado parecen provenir de la porción dorsal y 

ventral del núcleo parafascicular respectivamente (Parent, 1990). 

A.2.3 Conexiones de la Substancia Negra Compacta con el Neoestriado 

Las aferencias que la substancia negra compacta envía hacia el neoestriado (que terminan 

topográficamente) y que forman el sistema dopaminérgico nigroestriatal, constituyen otra de las 

principales vías de entrada hacia este núcleo. Dado que la degeneración de esta vía da lugar 

clínicamente a la donominada enfermedad de Parkinson, en los últimos años ha sido uno de los 

sistemas más ampliamente estudiados dentro del sistema nervioso central. Ha sido reportado que la 

mayoría de las fibras de la vía nigroestriatal proyectan únicamente ipsilateralmente en la rata, en el 

gato y en el mono (Beckstead, 1979; Bentivoglio y cols., 1979; Loughlin y Fallon, 1982), aunque 

algunos autores (Royce, 1978; Fass y Butcher, 1981; Loughlin y Fallan, 1982), han encontrado 

evidencias en la rata de una vía nigroestriatal ligeramente cruzada, La importancia de las aferencias 

de la substancia negra compacta hacia el estriado se hace evidente cuando se lesiona esta vía 

selectivamente con una substancia denominada 6-hidroxidopamina. En la rata, las inyecciones 

unilaterales locales de 6-hidroxidopamina en el sistema dopaminérgico ascendente provoca una 

profunda alteración de la postura, de la movilidad (De Long y Georgopulos, 1981) y una profunda 
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falta de atención sensorial contralateral (Jungberg y Ungerstedt, 1976). 

B. NEUROTRANSMISORES Y NEUROMODULADORES EN EL NEOESTRIADO 

Se sabe que en los ganglios basales, se encuentran muchos de los neurotransmisores y 

neuromoduladores más conocidos presentes en el cerebro de los mamíferos. Asimismo, se conoce 

que en los desórdenes de los ganglios basales existen alteraciones importantes en múltiples de estos 

sistemas (Graybiel, 1990). El circuito básico de los ganglios basales parece trabajar a través de la 

neurotransmisión sinaptica rápida durante la cual se pueden activar directamente receptores-canal. 

De igual manera existen evidencias de que los ganglios basales funcionan también a través de la 

neurotransmisión sináptica lenta, en la cual se pueden activar receptores que no están acoplados 

directamente a un canal iónico, sino que más bien están acoplados a sistemas de transducción 

transmembranal acoplados a las proteínas G ó a otros sistemas de segundos mensajeros intracelulares 

(ver Figuras 10 y 11). La diferencia principal entre los dos tipos de activación sináptica antes 

mencionados es su temporalidad. Mientras que la activación de los canales acoplados a un receptor 

se lleva a cabo en la clásica escala de tiempo de alrededor de 1 milisegundo (1 ms), la activación de 

las proteínas G induce cambios en el potencial de membrana, con duración mayor a 30 ms (Hile, 

1992). Así los neuropéptidos, la dopamina y la acetilcolina actuando a través de los receptores 

acoplados a las proteínas G, y el glutamato actuando en los receptores tipo NMDA, pueden participar 

todos como neuromoduladores lentos en estas vías (Véase Figura 4) (Graybiel, 1990). 

B.1 Péptidos en el Neoestriado 

La presencia de diferentes neuropéptidos, en un gran número de neuronas neoestriatales de 

proyección se ha hecho evidente en los últimos 10 años. Estos péptidos incluyen a varios miembros 

de las taquiquininas, tales como la substancia P (SP) y la neurokinina A; varios miembros de la familia 

de las encefalinas (ENK) y varios miembros de la familia de las dinortnas (DYN) (Reiner y Anderson, 

1990). Inicialmente, cuando fué descubierto que estos neuropéptidos se localizaban en las neuronas 

neoestriatales, no se sabía si se encontraban presentes en las neuronas GABAergicas de proyección. 

Recientemente, algunos estudios en los que emplearon doble-marcado inmunocitoquímico y algunos 

otros en los que utilizaron hibridización in situ,  han arrojado nuevas conclusiones acerca de la 

23 



localización de los neuropéptidos en el neoestriado: 1) que la SP y la DYN se encuentran tipicamente 

en la misma neurona estriatal de proyección; 2) que la ENK, se encuentra ampliamente distribuida 

en una población de neuronas neoestriatales de proyección diferente a la de la SP y la DYN y 3) que 

el GABA se encuentra en todas las neuronas neoestriatales de proyección (Reiner y Anderson, 1990). 

Así, en aves, reptiles y mamíferos se han definido cuatro poblaciones separadas de neuronas 

estriatales de proyección, de acuerdo a la combinación de neuropéptidos que contienen y al núcleo 

al cual proyectan: el globo pálido ó la substancia negra (Véase Figura 5) (Reiner y Anderson, 1990). 

Aunque aún no se sabe cual es la función de estos péptidos en el neoestriado, algunos autores 

han especulado acerca de ello de acuerdo a la distribución heterogénea que presenta la expresión de 

los niveles de RNA mensajero (RNAm) de dichos péptidos en neuronas específicas del neoestriado 

y de su co-localización con los receptores Di  y D2, como efecto de la depleción dopaminérgica de 

este núcleo. A partir de dichos estudios Gerfen y cols. (1990, 1992), llegaron a la conclusión de que 

la mayoría de las neuronas de proyección estriato-palidales expresan la ENK y el receptor 

dopaminérgico D2; mientras que la mayoría de las neuronas de proyección estriado-nigrales, expresan 

ambos neuropéptidos SP y DYN y el receptor DI  . 

B.2 GABA en el Neoestriado 

En el neoestriado podemos encontrar un gran número de neuronas y terminales que contienen 

al ácido-gamma-aminobutírico (GABA), considerado clásicamente como un neurotransmisor 

inhibitorio. El neoestriado contiene dos tipos de neuronas GABAérgicas: las neuronas espinosas 

medianas y las interneuronas GABAérgicas (Véase Figura 4). Hace alrededor de veinticinco años 

se demostró que las proyecciones estriato-palidales y estriato-nigrales eran de naturaleza 

GABAérgica inhibitoria, desde entonces se ha asumido que las neuronas estriatales de proyección 

contienen GABA (Precht y Yoshida, 1971). Recientemente esto se ha corroborado a través de 

estudios de inmunocitoquímica, en los cuales se ha demostrado que la enzima glutamato 

descarboxilasa GAD (la enzima involucrada en la síntesis del GABA) así como la gamma- 

arninobutirico transaminasa pueden ser localizadas en las neuronas espinosas medianas de proyección. 

El otro tipo de neurona neoestriatal que es GABAérgica, es un tipo de interneurona mediana no- 

espinosa (Bolam y cols., 1983; Oertel y Mugnaini, 1984; Wilson, 1990). Estas neuronas se distinguen 
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FIGURA 4. Representación esquemática de la relación entre la transmisión Colinérgica (Ach), 
Dopaminérgica (DA) y Glutamatérgica (NMDA) en el Neoestriado.En NEGRO se 
muestran dos tipos de neuronas GABAérgicas espinosas medianas: a) las que 
expresan Encefalina y otros péptidos y b) las que expresan Substancia P y otros 
péptidos. En BLANCO se muestra la interneurona Colinérgica Gigante. En GRIS 
PUNTEADO se muestra la interneurona GABAérgica. Se muestran también dos 
vías aferentes: La dopaminérgica, proveniente de la substancia negra pars compacta 
y la Glutamatérgica, proveniente de la corteza cerebral y del tálamo intralaminar. 
Ambas vías atarantes hacen contacto con ambos tipos de neuronas espinosas 
medianas y con las interneuronas colinérgicas. La DA reduce la liberación de la Ach 
y del Glutamato, a través de su acción presináptica con el receptor D2, La Ach por 
otro lado, parece actuar sobre las neuronas encefalinérgicas a través de los 
receptores M1  y sobre las neuronas con substancia P a través de los receptores M4. 
La relación de las interneuronas GABAérgicas con la Ach, la DA y el NMDA, en el 
neoestriado es aún desconocida. Ver Texto para más detalles (modelo modificado 
de DiChiara y cola., 1994; Wilson C.J., 1990). 
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fácilmente de las células espinosas medianas, por sus concentraciones especialmente elevadas de 

DABA, así como por su contenido en la proteína amortiguadora de calcio denominada parvalbu:mina. 

Esta proteína parvalblnina, está presente en algunas clases de neuronas GABAérgicas en varias 

partes del cerebro y en todos los casos, parece estar concentrada en células capaces de mantener 

frecuencias muy altas de disparo (Wilson, 1990). 

Las neuronas neoestriatales que contienen parvalbtirnina son morfológicamente las mismas 

que las interneuronas de disparo rápido y aunque no se ha demostrado directamente su identidad, es 

muy probable que sean del mismo tipo celular (Wilson, 1990). Por otro lado, las aferentes 

GABAérgicas al neoestriado provienen del globo pálido y de la substancia negra pars reticulada (Kita, 

1993). 

B.3 Acetilcolina en el Neoestriado 

Está bien establecido que el neoestriado contiene una población de neuronas colinérgicas 

(Véase Figura 4), las cuales pueden ser reveladas utilizando la técnica de histoquímica para 

acetilcolinesterasa (AChE) ó por inmunohistoquímica de la colin-acetiltransferasa (ChAT). Las 

neuronas colinérgicas han sido identificadas en el neoestriado de ratas (Butcher y Hodge, 1976; 

Bolam y cols., 1984b; Phelps y cols., 1985), de gatos (Kimura y cols., 1981; Parent y O'Reilly-

Fromentin, 1982), de monos (Mesulam y cols., 1984; Smith y Parent, 1984; Satoh y Fibiger, 1985; 

DiFiglia, 1987) y de humanos (Nagai y cols., 1983). Así, se sabe actualmente que el neurotransmisor 

de la interneurona gigante no-espinosa en el neoestriado, es la acetilcolina (Bolam y cols., 1984b; 

Phelps y cols., 1985). Se sabe que aunque estas neuronas son pocas en número, sus arborizaciones 

axonales son muy grandes y densas, proporcionando al neoestriado una inervación colinérgica muy 

rica. Se sabe también, que las neuronas colinérgicas del neoestriado y el sistema de sinapsis 

colinérgicas que dan lugar al neuropilo neoestriatal ejercen una potente influencia sobre el disparo 

de las neuronas espinosas y la salida final del neoestriado (Wilson, 1990). Por otro lado, 

frecuentemente ciertos tratamientos farmacológicos para muchos desórdenes humanos, incluyendo 

la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington's y aún para la esquizofrenia, se apoyan 

en la manipulación de la transmisión colinérgica en el neoestriado. Inicialmente, a la luz de los 

primeros tratamientos para los pacientes con enfermedad de Parkinson con anticolinérgicos, se 
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propuso que la dopamina (liberada de las fibras nigroestriatales) y la acetilcolina (liberada de las 
interneuronas colinérgicas estríateles 

) se encontraban en un "balance" que podrí a estar dirigido hacia 
la hipercinesia de la corea (muy poca acetilcolina) ó hacia la hipocinesia 
dopa 	 del parkinsonismo (muy poca 

mina). Esta teoría fué muy pronto desechada por el descubrimiento de la res 

neurotransmisores y por múltiples subtipos de receptores encía de múltiples 
en los 	

p 

ganglios basales. 

FIGURA 5. 
Esquema que muestra las cuatro poblaciones de neuronas 

de proyección neoestriatales presentes en aves reptiles 
mamíferos, definidas por el blanco de proyección y por l y 

a combinación de neurotransmisores y neuropéptidos que 
contienen. Dos poblaciones separadas de neuronas 
proyectan al globo pálido (GP): a) las que contienen e 

	(ENK) Y DABA 
y b) las que contienen substancia P (SP), dino ncefalina 

fin 	) a (DYN y GASA. En mamíferos, estas dos poblaciones proyec 
a diferentes regiones del GP, con la, población ENK/G tan aABA proyectando hacia el GP lateral y la población SP/DYN/G ASA 
proyectando hacia el GP medial. Las otras dooblaciones de 
neuronas estriatales de proyección: 

ENKIGABAy SP/DyN/GABA, se dirigen hacia la substancia negra. 
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Sin embargo, el concepto de que la dopamina y la acetilcolina son de importancia funcional 

central en el neoestriado, es aún generalmente aceptado. De hecho, se ha sugerido que la 

sobreactividad de la dopamina en las regiones "límbicas" del neoestriado podría disparar la aparición 

de enfermedades mentales, tal como la esquizofrenia. Asimismo se han reportado alteraciones en las 

funciones de los receptores dopaminérgicos en tales enfermedades (Graybiel, 1990). 

B.4 Glutarnato en el Neoestriado 

El glutamato presente en el neoestriado proviene principalmente de las fibras aferentes 

provenientes de la corteza cerebral. Así, una gran variedad de evidencias indican que el 

neurotransmisor en la vía corticoestriatal es el glutarnato (McGeer y cals., 1977; Wilson,1990). 

Algunos autores han postulado que las aferencias talámicas que llegan al neoestriado son también 

glutamatérgicas, aunque aún no existe un consenso común (Wilson, 1990). Una aferencia 

glutamatérgica adicional al neoestriado estaría dada por las fibras provenientes del núcleo 

subtalámico. 

13.5 Dopainina en el Neoestriado 

La vía nigroestriatal que proviene de los núcleos mesencefálicos A8, A9 y A10, constituye 

una de las vías dapaminérgicas más importantes en el cerebro de las mamíferos. La localización y 

mapeo de la distribución anatómica de las neuronas que contienen dopamina en el cerebro de rata, 

fué descrita hace aproximadamente 31 años, inicialmente por los científicos suecos Dahlstrorn y Fuxe 

en 1964 utilizando el clásico método de paraformaldheido de Falck-Hillarp. Más tarde, con la 

purificación bioquímica de los anticuerpos contra las enzimas involucradas en la síntesis de la 

doparnina i.e tirosina hidroxilasa (TH), estos resultados fueron confirmados a través de la técnica de 

inmunocitoquímica. 

A diferencia de otros sistemas monoaminérgicos en el sistema nervioso central, los sistemas 

dopaminérgicos se encuentran bien circunscritos dentro del SNC, formando al menos tres sistemas 

distintos: el mesoestriatal, cuya parte dorsal es la via nigroestriatal, el mesolírnbico y el mesocortical 

(Robbins, 1992). Existe también un sistema dopaminérgico tuberoinfundibular (Robbins, 1992). Las 

neuronas que contienen dopamina de la substancia negra pars compacta (el grupo celular A9) 
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proyectan al neoestriado (caudo-putamen) dando lugar a la vía nigroestriatal (Véase Figura 4). Por 

su parte los llamados sistemas dopaminérgicos mesocortical y mesolímbico se originan en área ventral 

tegmental, el grupo celular Al 0; y se proyectan a las cortezas prefrontal, cingulada y entorinal ó a 

estructuras limbicas, incluyendo el núcleo acunibens, el tubérculo olfatorio y la amígdala. 

C. RECEPTORES DOPAMINERGICOS 

Los receptores dopaminérgicos son heteregéneos desde muchos puntos de vista y han sido 

clasificados en diferentes subtipos en base a una variedad de criterios (Nicoll y cols., 1990). A finales 

de los años 70's dos clases de receptores dopaminérgicos fueron postulados para explicar la conducta 

bioquímica, farmacológica y electrofisiológica de los agonistas y antagonistas dopaminérgicos: el Di  

y el D2. 

C.1 Subfamilias de Receptores Dopaminérgicos 

Recientemente la aplicación de las técnicas de biología molecular en el estudio de los 

receptores del sistema nervioso de mamífero, ha tenido un impacto dramático en el estudio de los 

receptores a los diferentes neurotransmisores, así el uso de técnicas de recombinación del DNA ha 

resultado en la donación de múltiples y a veces inesperados subtipos de receptores para un 

neurotransmisor dado. Los receptores dopaminérgicos no fueron la excepción. Cinco diferentes tipos 

de receptores dopaminérgicos han sido donados hasta el momento usando estas técnicas. Para la 

dopamina, el primer reporte conocido de la aplicación de esta técnica, .fué a finales de 1988, con la 

publicación de la secuencia del DNA y correspondiente secuencia aminoácida del receptor D2  

dopaminérgico (Bunzow y cols., 1988). Posteriormente, cuatro receptores más fueron donados. 

Aunque estos hallazgos nos dan una idea de la enorme complejidad en las diferentes isoformas de los 

receptores dopaminérgicos, ellos pueden ser agrupados en sub-familias de acuerdo a sus semejanzas 

y diferencias con los receptores Di  (DI  y D5  donados) y con los receptores D2  (D2, D3  y D4  donados) 

propuestos inicialmente por Kebabian y Calne en 1979. Recientemente, Sibley y Monsnia (1992) 

han propuesto otra nomenclatura que esta siendo ampliamente aceptada, para designar a estas sub- 

familias de receptores: DI A y DIE, (anteriormente D I  y D5) y D2A, D2B  y Dec  (anteriormente D2, D3  y 

D4). 
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C.2 Similitudes y Diferencias de los Receptores Dopaminérgicos 

Las diferentes isoformas de los receptores dopaminérgicos comparten características 

comunes, todos ellos contienen alrededor de 400 aminoácidos, correspondientes a un peso molecular 

de alrededor de 50, 000 daltons (Strange, 1993). Los receptores dopaminérgicos pertenecen a la 

superfamilia de genes de receptores los cuales se acoplan a las proteínas de unión de nucleótidos de 

guanina, la llamada familia de receptores acoplados a la proteína G. El análisis hidropático de esta 

clase de familias de receptores, predice la presencia de siete regiones de 20-25 aminoácidos 

relativamente hidrofóbicos, los cuales se ha propuesto forman dominios membranales ó regiones alfa 

helices transmembranales (Tm). Estos dominios Tm se conectan entre sí alternando asas citoplásmicas 

y extracelulares, las cuales están compuestas de residuos hidrofílicos, donde el N-terminal está 

localizado en la superficie extracelular y el C-terminal se proyecta dentro del citosol (Véanse Figura 

6 y Figura 7). Esta topografía membrana! ha sido propuesta para todos los receptores unidos a 

proteínas G que han sido donados (Sibley y Monsma, 1992; O'Dowd y cols., 1989; Todd y 

O'Malley, 1993). Las regiones transmembranalés tienen una secuencia de identidad relativamente 

alta entre los subtipos de receptores, mientras que las regiones hidrofílicas poseen una mayor 

diversidad en las secuencias entre los miembros de las sub-familias (Schwartz y cols., 1992). Los 

dominios citoplasmáticos, particularmente el tercero, exhiben la mayor disimilitud de secuencias entre 

los diferentes subtipos de receptores dopaminérgicos. La tercera asa citoplasmática parece ser el sitio 

principal de interacción con las proteínas G. Esto podría reflejar una interacción selectiva de cada 

subtipo con un miembro de la gran familia de proteínas G, lo que conduciría a señales intracelulares 

diferentes. 

Los receptores dopaminérgicos pueden ser subdivididos por la longitud de esta tercera asa 

(Schwartz, 1992). Así, los receptores Di  y D5  se caracterizan por una tercera asa citoplásmica corta 

y una gran cola C-terminal (Véase Figura 6), parecen además estar acoplados a proteínas Gs. Por el 

otro lado, los receptores D2, D3  y D4  los cuales poseen una gran tercera asa citoplásmica y una cola 

C-terminal corta (Véase Figura 7), parecen estar acoplados a proteínas Gi (ó a otra proteína G 

denominada Go). Esta subdivisión corresponde también a la ausencia de intrones en los genes para 

los receptores DI  y D5  y a su presencia en los genes para los receptores D2, D3  y D4 (Schwartz, 1992). 

Se cree que la gran asa citoplásmica entre las regiones transmembranales Tm 5 y Tm 6 presente en 
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la mayoría de los receptores conocidos, está involucrada en la unión de las proteínas G,„-„ mientras 

que se piensa que dos residuos de serina conservados en las regiones transmembranales Tm 3 y Tm 

5 (y quizá Tm 2 y Tm 7) conservados en cada receptor dopaminérgico son importantes para la 

interacción con los grupos catecol-hidroxil de la dopamina (Todd y O'Malley, 1993; Strange, 1993). 

A pesar de la alta heterogeneidad en la secuencia de la tercera asa citoplasmática entre los diferentes 

subtipos de receptores dopaminérgicos, todos ellos tienen un sitio consenso para la fosforilación 

dependiente de cAMP (Schwartz, 1992). 

De las isoformas de receptores conocidos, el D2  fué el primero en ser donado a finales de 

1988 (Bunzow y cols., 1938). Pronto se hizo aparente la existencia de dos formas de este receptor, 

los cuales han sido denominados D2 corto (D2s  por sus siglas en inglés "short") y D2 largo (D2L  por 

sus siglas en inglés "long"), referidos también como D2.4 1 5 y D2.444  respectivamente (Todd y 

O'Malley, 1993). Ambas formas de receptores D2 se derivan del empalme de una secuencia 

genómica común. Las dos variantes codifican para proteínas que son idénticas excepto por una 

inserción de 29 aminoácidos en la tercera asa intracelular del receptor D2L , la cual se piensa está 

involucrada en el acople de la proteína Gala  (Todd y O'Malley, 1993). Esta inserción es codificada 

por un único exón ya que el gene que codifica para el receptor D2 contiene múltiples exones e 

intrones (Gandelman y cols., 1991). Esta última característica no es usual para los receptores unidos 

a proteínas G, ya que la mayoría de ellos son expresados de un único exon (Todd y O'Malley, 1993). 

Por otro lado, se ha demostrado que ambas formas la corta y la larga del receptor D2 donado se 

acoplan a la inhibición de la adenilato ciclasa y a la activación de los canales de K+ (Gingrich y 

Caron, 1993). El forma D2s parece acoplarse más efectivamente a la inhibición de la adenilato 

ciclasa que la forma Dm, apoyando la idea de que existe una diferencia en el acople con las 

proteinas-G entre las dos isoformas (Strange, 1993). Se ha reportado también que la forma larga del 

receptor D2potencia la liberación de ácido araquidónico de las células de Ovario de Hamster Chino 

(CHO), cuando es estimulado con el ionóforo de calcio A23187 (Kanterman y cals., 1991; Piomelli 

y cols., 1991). El mecanismo de esta potenciación parece ser independiente del AMPc no es 

bloqueable por la toxina pertussis, pero involucra la activación de la proteina cinasa C (PKC). 

Subsecuentemente fueron identificados las isoformas 03 y D4 del receptor dopaminérgico, por 

donación de genes (Strange, 1993). En ambos casos los genes contienen múltiples exones e intrones, 
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así que la sub-familia b, puede ser identificada por la complejidad de su estructura genómica. Hasta 

el momento no se conoce si existen variantes del tipo "corto" ó "largo" de las isoformas D3  y D. 

El receptor D3 donado esta conformado por 446 aminoácidos y contiene también siete 

dominios transmembranales putativos. La secuencia aminoácida del receptor D3 es muy similar al 

del subtipo D2  y exhibe una homología del 46-52% del total y del 72-80% cuando se consideran 

exclusivamente las regiones transmembranales (Sibley, 1991). 

La gran homología entre la secuencia de la proteína y la organización genómica sugiere que 

los genes de los receptores D2 y D3 divergieron de un gene precursor común en reciente historia 

evolutiva (Sibley, 1991). 

Por otro lado, aún no ha sido bien caracterizado el sistema de segundos mensajeros acoplado 

a los receptores D3 y D4. Cuando se examina el receptor D3  en células CHO transfectadas, éste no 

tiene efecto inhibitorio ó estimulante sobre la adenilato ciclasa. Esta observación sorprendió mucho 

en vista de la similitud estructural entre las isoformas D2 y D3. El receptor D3 podría estar asociado 

a la inhibición de la adenilato ciclasa como en el.caso del receptor D2 pero a través de una proteína 

Gi diferente que no es expresada en las células CHO. 

Alternativamente, se ha propuesto que el receptor D3  podría estar acoplado a diferentes 

mecanismos de señalamiento, tal como los involucrados en la regulación de los canales de K y de 

Ca24 , como se ha sugerido para el sistema del receptor D2 (Sibley, 1991). 

C.3 Farmacología de los Receptores Dopaminérgicos 

Cada miembro de las subfamilias de receptores difieren en su aparente afinidad por la 

dopamina. Siendo el receptor D3  el que posee una inusualmente alta afinidad por ella, mientras que 

los receptores DI  y D2  se unen a la dopamina con valores de Ki micromolares, 5 a 10 veces más baja 

que los receptores D4  y D5  (Schwartz 1992). Entre los agonistas dopaminérgicos, únicamente la 

apoinorfina despliega afinidades similares en todos los subtipos de receptores. 

Los receptores DI  y D5 expresados de sus genes clonados, muestran el perfil farmacológico 

esperado para los receptores tipo DI, alta afinidad para el SCH-23390 y baja afinidad para la 

spiperona. Las principales diferencias en sus propiedades farmacológicas son que el D5 muestra una 

afinidad mayor por algunos agonistas, incluyendo una afinidad 10 veces más alta para la dopamina. 
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FIGURA 6.Representación esquemática de la Topografía Membranal propuesta para 
dos miembros de la subfamilia Di  de receptores dopaminérgicos. A . El 
receptor doparninérgico Di  (DIA) humano y B. El receptor dopaminérgico D5 
(D1) de rata. Las áreas sombreadas representan la bicapa lipldica de la 
membrana neuronal. Los rectángulos negros representan los siete dominios 
transmembranales (Tm). Los circulas grises claros y obscuros representan 
la cadena de aminoácidos, con su terminal aminérgica (NH2) en la parte 
extracelulary la del carboxilo (COOH) en la parte intracelular. (modificado 
de Sibley y cols., 1992). 
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FIGURA 7. Representación esquemática de la topografla membranal de 
tres miembros de la subfamilia D2 de receptores dopaminérgicos. 

A . El receptor dopaminérgico D2  (D2A) humano. B. El receptor 
dopaminérgico D3 (D2B) de ratón y C. El receptor dopaminérgico 
D4 (D2c) humano. Los rectángulos negros representan los siete 
dominios transmembranales (Tm). Los circulos grises claros y 
obscuros representan la cadena de aminoácidos, con su terminal 
aminérgica (NH2  ) en la parte extracelular y la del carboxilo 
(COOH) en la parte intracelular (modificado de Sibley y coas., 
1992). 
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Asimismo la afinidad por el (+) butaclamol es más baja para el receptor 05  que para el receptor Di . 

Cuando se expresan de sus genes donados, ambas isoformas el DI  y el D51  estimulan la 

adenilato ciclasa a través de cualquiera de los tipo de proteína G: Gs  o GOLF  (Herve y cols., 1993), 

nuevamente una característica de los receptores tipo DI  (Strange 1990b, 1991a,b,c). El SKI-7-38393 

considerado como un "agonista selectivo tipo DI" y el SCH-23390 un "antagonista selectivo tipo D I  

" son equipotentes para ambos receptores DI  y D5, pero 102-104  veces menos potentes para los 

receptores "tipo D2" (Schwartz, 1992). Como antagonista por otro lado, el sulpiride un antagonista 

considerado como "tipo D2" es aproximadamente 1000 veces más potente para los receptores 021  03  

ó D4  que para los receptores DI  ó 05  (Schwartz, 1992). 

Por otro lado, la diferencia estructural entre las isoformas Des  y D21  parece influir en la unión 

de agonistas pero no de antagonistas (Strange, 1993). Ambas isoformas Des  y D2L  despliegan idéntica 

farmacología pero poseen diferentes patrones de expresión entre las regiones cerebrales, aunque la 

forma 02.444  predomina (Schwartz y cols., 1992). El receptor D2  contiene un aspartato en el segundo 

dominio transmembranal (Asp 80), el cuál se ha mostrado por mutagénesis dirigida a un sitio, que 

es responsable de la modulación dependiente de sodio de la unión de agonistas y de antagonistas 

(benzamida-substituídos). El receptor D3  también presenta un residuo similar, el cuál también 

despliega el "efecto-sodio" (Schwartz y cals., 1992). 

Estudios de expresión y unión llevados a cabo en las células CHO, demostraron que el 

receptor 03  exhibe una farmacología similar pero aún distinta a la del receptor D2  (Strange, 1993). 

Se ha reportado que en general, los agonistas parecen ser más potentes para el receptor D2  que para 

el receptor D3.  El receptor D3  posee afinidad más baja para unir antagonistas dopaminérgicos típicos, 

incluyendo el spiperone y la raclopride. Así, entre los antagonistas únicamente los autoreceptores 

putativos, agentes selectivos A176 y UH 232 son más potentes para el receptor D3 (Sibley, 1991). 

Para los agonistas, las afinidades son notablemente más altas para el receptor D3  que para el receptor 

D2  (Strange, 1993). Los sistemas de transducción intracelular, han sido determinados para los 

receptores D2  (D2A) y D4(D2c), siendo aún desconocido para el receptor 03  (Dm). En el caso del 

receptor D2  (02A) se sabe que puede estar asociado a una inhibición de la formación de AMPciclico, 

ó a una disminución de las conductancias de Cae} ó de 1C, mientras que para el caso del receptor 04  

(D-,c), éste podría estar asociado a una inhibición de la formación del AMPcíclico (Strange, 1993). 
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Adicionalmente, se ha observado que muchos de los neurolépticos "típicos" (i.e. haloperidol) 

inducen efectos extrapiramidales colaterales y son 10 a 20 veces más potente en los receptores D2  

que en los receptores D3  repectiwunente, mientras que algunos neurolépticos "atípicos" (i.e. 

clozapine) los cuales inducen leves síntomas extrapiramidales tienen afinidad más alta por el 

receptor 134  que por los receptores D3  y D2, respectivamente, esto sugiere que el bloqueo diferencial 

de los receptores D2  y 133  puede jugar un papel importante en la terapia antipsicótica (Sokoloff y 

cols., 1990; Sibley, 1991). Muchos de los efectos de las drogas dopaminérgicas sobre el sistema 

nervioso central que han sido atribuidas a la estimulación ó al bloqueo del receptor D2, pueden 

deberse a su interacción con el receptor D3, ésto se ha sugerido debido a la similitud farmacológica 

entre los receptores D2 y D3 (Sibley, 1991). 

El receptor D4 por otro lado, despliega las afinidades más bajas para la mayoría de los 

antagonistas dopaminérgicos (Sibley, 1991; Gingrich y Caron, 1993), con una afinidad menor por 

los antagonistas benzamide substituidos entre otros (Strange, 1993) y viniendo algunos antagonistas 

doparninérgicos típicos con una afinidad similar a la del receptor D2. Mientras que despliega 

afinidades mayores para agonistas como la clozapina (Strange, 1993), 

Aunque las técnicas de biología molecular han permitido recientemente la identificación de 

seis isoformas de receptores dopaminérgicos (las cuales se ha sugerido por análisis de hibridización 

in situ y de Northern blot están expresadas en el Ne), desde el punto de vista farmacológico, aún no 

contamos con las herramientas necesarias que nos permitan diferenciar entre las diferentes isoformas 

de las subfamilias DI  y D2. Por tal motivo, en la presente tesis sólo se analizarán las acciones que 

involucren a las isofonnas DI  y D2,  ya que actualmente sólo contamos con agonistas y antagonistas 

específicos para tales isoformas. 

C.4 Localización de los Receptores Dopaminérgicos en el Sistema Nervioso Central 

Algunos autores han clasificado a los receptores dopaminérgicos tomando en cuenta las 

diferencias en la localización anatómica celular y cerebral de las diferentes isoformas de los 

receptores, además de la clasificación molecular antes vista. Esto es, se han basado por un lado en 

la diferencia entre aquellos receptores localizados en las terminales presinápticas dopaminérgicas 

(controlando la síntesis y liberación de la dopamina) y el soma celular. (regulando el flujo del 
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impulso nervioso dopaminérgico) a los cuáles se les ha denominado "autorreceptores" (Carlsson, 

1975) y aquellos localizados postsinápticamente sobre el cuerpo celular, dendritas y terminales 

axónicas en regiones inervadas por las neuronas dopaminérgicas. 

Se ha mostrado que la sensibilidad selectiva de los agonistas y antagonistas dopaminérgicos 

depende de esta diferencia en la localización anatómica. Por ejemplo, se conoce que los 

autorreceptores dopaminérgicos son más sensibles a la estimulación por agonistas dopaminérgicos 

que sus contrapartes postsinápticas (Skirboll y cols., 1979) y por otro lado se han descrito 

compuestos que pueden ejercer efectos tanto agonisticos como antagonísticos en dichos sitios (Clark 

y White, 1987). Los autorreceptores han sido identificados famiacológicamente como receptores D2. 

Por otro lado, se ha mostrado que el RNAm del receptor D2 es expresado en las neuronas 

dopaminérgicas de la substancia nigra pars compacta y el área ventral tegmental. En la substancia 

nigra de la rata ambas isoformas del receptor D2: el D25  y el D2L son expresados, demostrando la 

diversidad de autorreceptores (Schwartz, 1992). 

También se ha observado que el RNAin del receptor D3 es expresado en las neuronas 

dopaminérgicas de la substancia nigra, particularmente en la parte lateral y en el área ventral 

tegernental, indicando que el receptor D3 puede ser también un autorreceptor (Sokoloff, 1990; 

Schwartz y. cols.,. 1992). 

La distribución regional de los subtipos de receptores D1  y D2 en el cerebro de rata, el mono 

y en el cerebro humano es muy similar, con la tinción más intensa en el estriado, el bulbo olfatorio 

y la substancia nigra. Sin embargo, la distribución precisa de cada subtipo es distinta y 

frecuentemente complemantaria. Se encontró que los receptores D1  y D2 se encontraban 

preferencialmente localizados en los compartimentos del parche y la matriz estriatal, así como en 

la substancia nigra pars compacta ó reticulata. Estudios de microscopia electrónica han demostrado 

que los receptores Di  y D2 tienen también una distribución sub-celular altamente selectiva. La mayor 

parte de la inmunoreactividad a los receptores D1  y D2  en el neostriado de rata, fué localizada en 

sitios postsinápticos en subconjuntos de espinas dendríticas y en las cabezas de las espinas 

dendriticas. Con esta técnica también se han observado receptores D1  y D2 presinápticarnente, 

indicando que ambos subtipos de receptores pueden regular la liberación del neurotransrnisor. Los 

receptores Di  también se encuentran presentes en las terminales axónicas de la substancia nigra 
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(Levey y cols., 1993). 

Por el otro lado, se han empleado técnicas de autoradiografia, análisis tradicional de northern 

blot (Bunzow y cols., 1988; Giros y cols., 1989; Monsma y cols., 1989), amplificación de RNAm 

por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Giros y cols., 1989), hibridización i i 	(Mansour 

y cols., 1990; Meador-Woodruff y cols., 1991; Mengod y cols., 1989) ó por el uso de ligandos 

fluorescentes (Ariano, 1989) para visualizar la localización de las diferentes isoformas de los 

receptores en el sistema nervioso central. Asi, se ha mostrado que el RNAm que codifica para los 

receptores Di  se encuentra en altas concentraciones en el neostriado y en el núcleo accurnbens como 

era de esperarse según lo observado de los estudios de unión de ligando. Por otro lado, el RNAm del 

receptor D5 se ha localizado a niveles menores en ciertas áreas cerebrales corno: el caudo/putamen, 

el núcleo accumbes, el tubérculo olfatorio, el hipocampo, el hipotálamo y la corteza frontal. Las 

isoformas del receptor tipo D2  son también expresadas en el sistema nervioso central. En términos 

de expresión, existen grandes diferencias en la relativa abundancia del RNAm de las dos formas del 

receptor D2; así, el RNAm del receptor D2.444 es más abundante en las regiones clásicas ricas en el 

receptor D2, tal como el estriado y la pituitaria, aunque ambas formas la D2.444 y la D2.415 son 

expresadas igualmente en otras regiones cerebrales blanco dopaminérgicas tales como el núcleo 

accumbens, el tubérculo olfatorio y la corteza cerebral (Todd y O'Malley., 1993). 

El RNAm del receptor D3,  por otro lado, tiene una prominente expresión en muchas áreas 

limbicas tales como el núcleo accumbens, los núcleos mamilares y las islas de calleja. Esto también 

es expresado en muchas regiones clásicas ricas en el receptor D2 tal como el bulbo olfatorio y a 

niveles menores en la corteza cerebral (Strange, 1993; Todd y O'Malley, 1993). 

Las isoformas del receptor D4 se han localizado en niveles bajos pero significativos, en la 

corteza frontal, la amígdala, el hipotálamo, el tálamo, el bulbo olfatorio y la médula oblongada 

(Strange, 1993; Todd y O'Malley, 1993), En el sistema nervioso central del humano comparado con 

el de la rata, el RNAm del receptor D4 es mucho más abundante, con niveles de expresión 

relativamente altos en la retina, el hipotálamo, el mesencéfalo, la corteza y la pituitaria (Todd y 

O'Malley, 1993). 
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C.5 Sinergismo entre los Receptores DI /D2  

El sinergismo entre los receptores D1/D2  se refiere a una estimulación concomitante de ambos 

subtipos de receptores D1  y D2, lo cual generalmente es requerido en condiciones normales para la 

manifestación conductual y electrofisiológica de los ganglios basales (Clark y White, 1987), Algunas 

investigaciones han mostrado que la coactivación de ambos tipos de receptores en los efectos 

postsinápticos mediados por la dopamina, podrían estar reflejando la interacción de los receptores 

en una sola célula, en células diferentes de la misma región cerebral ó en células de diferentes regiones 

cerebrales (Bertorello y cok, 1990). 

El sinergismo entre los receptores DI/D2  puede tomar al menos tres formas: 1) cuantitativa, 

2) cualitativa y 3) a nivel de sistema (Hu y White, 1994). Ambas formas de sinergismo D1/D2  

cualitativo y cuantitativo, observadas típicamente en las neuronas neoestriatales, son eliminados luego 

de la depleción crónica de dopamina producida por las lesiones con 6-hidroxidopamina de las 

neuronas dopaminérgicaá ó por tratamiento repetido con reserpina (Hu y White, 1994). No se conoce 

si estas dos formas de sinergismo, las cuales pueden distinguirse a través de ciertos procedimientos, 

representan fenómenos similares ó distintos (Hu y White, 1994). La supersensibilidad fiincional de 

cualquiera de los receptores D1  ó D2  son capaces de inducir un desacople de un sinergismo DI/D2  

normal, sugiriendo una relación causal entre la sensibilización de un receptor y el fenómeno de 

desacople (Hu y White, 1994), 

En el sinergismo cuantitativo, dosis bajas de agonistas dopaminérgicos tipo D1 aumentan la 

habilidad de los agonistas tipo D2 de inhibir a las neuronas estriatales y de excitar a las neuronas del 

globo pálido (Hu y White, 1994), así como de convertir ciertas conductas orales estereotipadas en 

formas más intensas (Waddington y Daly, 1993). 

El sinergismo cualitativo por el otro lado, es llamado también el papel permisivo de los 

receptores DI, debido a la evidente habilidad del los antagonistas selectivos al receptor DI  para 

prevenir o reducir ciertos efectos conductuales y electrofisiológicos de los agonistas D2  (Hu y White, 

1994). 

La tercera forma de sinergismo D1 /D2, que puede ser observado en ratas después de las 

lesiones unilaterales del sistema nigroestriatal dopaminérgico con 6-hidroxidoparnina, involucra la 

interacción a nivel de sistemas entre los receptores localizados dentro del neoestriado y los receptores 
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Di  localizados dentro de la substancia negra pars reticulata, en lugar de la interacción entre los 

receptores estriatales D1  y D2  adyacentes (Bu y White, 1994). Este tipo de sinergismo también ha sido 

demostrado para la inducción del gen temprano inmediato c-fos (immediate early gene c-fos) y las 

proteínas semejantes al Fos (Fos-like proteins) en el estriado denervado por los agonistas D1  y D2  

(Paul y cols., 1992) Recientemente, la caracterización de la modulación de las corrientes de sodio 

y de potasio producidas por los receptores D1  y D2  en neuronas neoestriatales aisladas agudamente, 

sugiere que ambas acciones antagonistas y sinergistas pueden ser llevadas a cabo por los agonistas 

D1  y D2  en el neoestriado (Surmeier y kitai, 1993), 

D. RECEPTORES DOPAMINERGICOS EN EL NEOESTRIADO 

Se sabe a través del análisis por hibridización in sit  y Northern blot, que las neuronas 

espinosas medianas de proyección del NE expresan las seis isoformas de receptores dopaminérgicos 

hasta hoy donados. Siendo los receptores D1  y 11)¡, los que se expresan principalmente en el NE dorsal 

(Filloux y cols., 1988a; DeKeyser y Ebinger, 1990, Surmeier y Kitai, 1993). Actualmente la 

localización de los receptores tipo D1  y tipo D2 sobre estas neuronas estriatales es muy controvertida. 

Basados en estudios de lesión de las neuronas dopaminérgicas mesoestriatales, de 

hIstoquimica, de hibridización in situ  y farmacológicos, se ha postulado que existe una segregación 

preferencial de los receptores dopaminérgicos sobre estas neuronas. En donde el receptor tipo D2  está 

presente en la mayor parte de las neuronas estriato-palidales positivas a la encefalina y el receptor tipo 

D1  en la mayoría de las células estriato-nigrales positivas a la substancia P y a la dinorfina (Gerfen y 

cols. 1990a, 1992a, 1992b, 1992c, 1992d), dando lugar así a dos vías independientes: la "Vía 

Directa" que une el caudo/putamen con el segmento interno del globo pálido/substancia negra pars 

reticulata (GPi/SNr) y la "Vía indirecta" que se dirige a través del segmento externo del globo pálido 

(GPe) y el núcleo subtalámico (STN) hacia la substancia negra pars reticulata (SNr) (Véase Figura 

2) (Gerfen y cals., 1990, 1992a, 1992b; Strange, 1993). Sin embargo, contrario a la hipótesis de 

segregación de los receptores dopaminérgicos, se ha concluido de experimentos electrofisiológicos 

y de la amplificación del RNAm de los receptores dopaminérgicos en células estriatales únicas, que 
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muchas de las neuronas estriatales co-expresan los receptores dopaminérgicos D1 , D2  y D3, es decir 

estos hallazgos se oponen a la estricta segregación en estas neuronas. Así, ha empezado a definirse 

a nivel celular la localización de las principales isoformas de los receptores dopaminérgicos en el 

neoestriado, aunque la estimación precisa del grado de colocalización queda por realizarse en trabajos 

posteriores (Surmeier y cols., 1992). Asimismo, esta localización permitirá la especulación acerca de 

la función de las isoformas de los receptores. 

Recientemente las técnicas de biología molecular también han sido utilizadas para localizar 

los genes que codifican para los diferentes receptores dopaminérgicos, esto es, los genes para ambos 

receptores D2  y D4  se encuentran localizados en el humano en el cromosoma 11; para el receptor D1  

en el cromosoma 5; para el receptor D3 en el cromosoma 3 y para el receptor D5 en el cromosoma 

4 (Schwartz, 1992). 

El conocimiento conjunto de las propiedades bioquímicas, farmacológicas y anatómicas así 

como las electtrofisiológicas de la familia de receptores dopaminérgicos, es de enorme relevancia 

clínica debido al uso potencial de agonistas y antagonistas selectivos a las diferentes subfamilias de 

receptores D1  y D2, en el tratamiento de estados psicóticos y disturbios motores y endocrinos. 

Se sabe también que los receptores tipo-D2 existen en las interneuronas colinérgicas y sobre 

las terminales de las neuronas dopaminérgicas mesostriatales. Estos receptores tipo D2  han sido 

también descritos sobre las terminales de las neuronas glutamatérgicas cortico-estriatales (Strange, 

1993). 

E. FISIOLOGIA DE LAS NEURONAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

El procesamiento de la información en el sistema nervioso central no depende únicamente del 

substrato anatómico de los circuitos sinápticos, sino también de las propiedades electrofisiológicas 

de los elementos neuronales que los integran; así como de la manera en como estas propiedades se 

ven alteradas por la plétora de substancias neuroactivas que coinciden en ellas (McCormick, 1990). 

Una neurona puede considerarse como un transductor que transforma las entradas sinópticas 

sostenidas y graduadas, en señales de salida, Estas señales de salida consisten en espigas repetitivas 

41 



todo ó nada, codificadas como diferentes patrones de disparo. Como sabemos, la conducta 

electrofisiológica de las neuronas está determinada por la presencia y distribución de las diferentes 

corrientes fónicas en una célula dada y por la habilidad de los neurotransmisores y 

neuromoduladores de aumentar ó disminuir la amplitud de dichas corrientes Tónicas (McCormick, 

1990; Lacey, 1993; Sunueier y Kitai, 1993; Wilson, 1993). 

Por lo tanto, el entendimiento de la organización sináptica y de la función de los diferentes 

núcleos del sistema nervioso central requiere del estudio y de la comprensión conjunta de las 

propiedades morfológicas, eleetrofisiológicas y farmacológicas de cada uno de los elementos 

neuronales que constituyen dichos circuitos (McCormick, 1990). 

E.1 Propiedades Membranales Intrínsecas de las Neuronas 

El desarrollo de los conceptos relacionados con la excitabilidad neuronal se iniciaron a 

mediados del siglo pasado y principios de éste con el trabajo pionero de Bernstein (Bernstein, 1902 

y 1912), quién indicó que el potencial generado a través de la superficie membrana! en células 

musculares y nerviosas, está determinado por los gradientes de concentración del K. Fué hasta los 

años SO's, cuando Hodgkin, Huxley y Katz demostraron la importancia de las conductancias jónicas 

membranales dependientes de voltaje en la generación de los impulsos nerviosos tanto en el axón 

gigante de calamar como en el nervio y en el músculo (Hodgkin, Huxley y Katz, 1949; Hodgkin, 

1951; Hodgkin y Huxley, 1952d). 

Posteriormente Coombs, Eccles y Fatt (1955), concluyeron de sus estudios en las 

motoneuronas espinales de mamífero que las bases iónicas de la actividad eléctrica en las 

motoneuronas eran muy similares a la de las fibras nerviosas periféricas, es decir que los potenciales 

de acción eran producidos por una corriente entrante de Na+ transitoria y una corriente saliente de 

K+, semejante a las encontradas por Hodgkin y Huxley en el axón gigante de calamar y en el nervio 

y músculo. 

Como consecuencia a estos estudios iniciales, se llegó a suponer posteriormente que todas 

las células nerviosas en el sistema nervioso central (SNC) eran electrofisiológicamente similares a 

las motoneuronas, es decir que todas las neuronas del SNC generaban potenciales de acción 

únicamente a través de las corrientes previamente descritas de Na' y de lei• dependientes de voltaje. 
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Nunca se consideró que los diferentes tipos neuronales presentes en el sistema nervioso central, 

pudieran tener propiedades membranales eléctricas intrínsecas, propias de cada tipo neuronal y que 

ellas fueran las responsables de generar determinado tipo de actividad (Llinás, 1988). Es decir, 

aunque se sabía desde hace mucho tiempo, que las diferentes clases de neuronas en el sistema 

nervioso central diferían en sus características morfológicas (Cajal, 1899), sólo hasta recientemente 

se ha reconocido que las neuronas también difieren en la manera de disparar potenciales de acción 

(Llinás, 1988). Actualmente se sabe, que estas diferencias dependen en gran medida tanto de las 

propiedades membranales pasivas (resistencia de entrada neuronal, constante de tiempo y constante 

de espacio) como de las activas (conjunto de conductancias iónicas ó canales jónicos presentes en 

cada tipo neuronal) (Llinás, 1988). 

En este sentido, el advenimiento de las técnicas electrofisiológicas en preparaciones in vitro  

como la rebanada de cerebro y las neuronas disociadas ó cultivadas, en las cuales el medio jónico 

extracelular puede ser controlado, ha permitido un cambio fundamental en el conocimiento 

relacionado con las propiedades membranales intrínsecas de las neuronas de los mamíferos. Por 

ejemplo, con estas técnicas electrofisiológicas in vitro,  en afíos recientes se han descubierto una gran 

cantidad de conductancias jónicas mernbranales, las cuales parecen estar jugando un papel muy 

importante a nivel subwnbral y supraurnbral, ya que son las que deciden cómo y cuándo dispararán 

las neuronas los potenciales de acción (Bargas y cols., 1993). Así, estas conductancias parecen no 

sólo determinar el patrón de disparo neuronal sino que explican varias propiedades neuronales como 

son: grandes latencias al disparo neuronal, adaptación en la frecuencia de disparo, marcapaso, 

disparo en ráfagas, umbrales múltiples, integración sináptica y modulación a largo plazo por 

transmisores y péptidos (Bargas y cols., 1993). 

E.2 Conductancias Iónicas Presentes en las Neuronas del SNC 

Las neuronas del sistema nervioso central de los mamíferos no se encuentran simplemente 

en reposo y ocasionalmente generan potenciales de acción, sino que son elementos dinámicos con 

propiedades electroresponsivas, debido a que sus membranas están en constante estado de flujo 

gracias a la presencia de una gran variedad de conductancias iónicas (Tablas 1, 2, 3 y 4).  

Las conductancias iónicas pueden distinguirse no sólo por los iones que sus canales conducen 
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(e.g. 	Na', Ca2+, Cl.) sino también por sus características de curso temporal, sensibilidad al 

potencial de membrana y a su sensibilidad a los neurotransmisores y otros agentes químicos (Hille, 

1992; Adams y Galvan, 1986; Rudy, 1988; Tsien y cols., 1988). Las corrientes jónicas han sido 

divididas en general dentro de dos categorías: a) aquellas que son sensibles a los cambios en el 

potencial de membrana ó dependientes de voltaje y b) aquellas que son alteradas por los 

neurotransmisores ó dependientes de ligando; sin embargo, recientemente se ha hecho aparente que 

existe una sobreposición entre los dos grupos, es decir que existe un número de canales jónicos 

sensibles al voltaje que también son susceptibles de ser moduladas por neurotransmisores. Las 

corrientes que poseen ambas sensibilidades al voltaje- y al ligando- han sido objeto de mucha 

atención, debido a su habilidad de modular la conducta eléctrica de las neuronas de manera poco 

usual (McCormick, 1990). 

Los nombres designados a las corrientes Micas frecuentemente reflejan una propiedad que 

distingue a tal corriente de las demás. La mayoría de las corrientes fónicas sensibles al potencial de 

membrana son activadas por despolarizaciones.' La proporción y el potencial de membrana en los 

cuales las corrientes jónicas se activan, constituyen características importantes que definen a los 

diferentes tipos de corrientes (McCormick, 1990; Hulle, 1992). Si la corriente es activada desde el 

reposo por desviaciones relativamente pequeñas del potencial de membrana, entonces tales corrientes 

serán denominadas como de bajo umbral; es decir, la probabilidad de apertura de los canales que 

cinducen a estas corrientes es mayor cuando la neurona se encuentra a potenciales más 

hiperpolarizados. Por el contrario, si la corriente es activada desde el reposo únicamente a niveles 

más despolarizados, entonces dichas corrientes serán referidas como de alto umbral; es decir, la 

probabilidad de apertura de los canales que conducen a estas corrientes es mayor a umbrales más 

altos. Adicionalmente, si la activación de la corriente a lo largo de un cambio constante y estable en 

el potencial de membrana, conduce únicamente a una respuesta transitoria, entonces uno se referirá 

a ellas como transitorias ó rápidamente inactivantes. Asimismo, si una corriente persiste durante una 

activación constante (es decir que no es inactivante) se le denominará como persistente, sostenida 

ó de larga duración (McCormick, 1990). 

Las neuronas del sistema nervioso central poseen también conductancias jónicas que son 

activadas por hiperpolarización membrana' y que son las responsables de llevar a las células que se 
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encuentran a potenciales de membrana más positivos, de regreso hacia el potencial de reposo. Esta 

familia de corrientes ha sido denominada de varias formas corno IQ  ("queer"), 1h  ("activada por 

hiperpolarización") ó If ("funny") (McConnick, 1990). 

Resumiendo, de acuerdo a sus propiedades de activación e inactivación podemos clasificar 

a las conductancias Micas entrantes y salientes en las siguientes familias: 

TABLA I. FAMILIAS DE CONDUCTANCIAS IÓNICAS MEMBRANALES 

ACTIVADAS POR DESPOLARIZACIÓN 

ENTRANTES 

Persistentes á de Inactivación Lenta 

Transitorias 

SALIENTES 

Persistentes á de Inactivación Lenta 

Transitorias 

ACTIVADAS POR HIPERPOLARIZACIÓN 

Rectificadores Entrantes - IQÓ .Queer« 	r  „runny. ó „hip„,pwarizante  

Modificada de Bargas, J. y cols., Neuronal Networks of The Mammalian Brain Have Functionally 

Different Classes of Neurons, 1993. 

También se ha tratado de clasificar a las corrientes iónicas neuronales de acuerdo con sus 

propiedades funcionales, ya que diferentes arreglos de ellas parecen estar presentes en diferentes 

tipos neuronales y distribuidas a lo largo del axón y/ó del soma y las dendritas (para una revisión 

mayor, consultar el articulo de Llinás,1988). 

Como se mencionó anteriormente, aunque la mayoría de las neuronas disparan potenciales 

de acción de una manera todo ó nada y todos ellos son generados de forma muy similar, el 
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paradigma funcional de disparo es muy diferente. Por ejemplo, algunas neuronas disparan 

espontáneamente mientras que otras no, algunas pueden adaptarse y otras no, algunas disparan en 

ráfagas mientras que otras disparan con espigas únicas, algunas otras poseen propiedades biestables, 

ó poseen grandes latencias de disparo, etc. Más aún, una neurona dada puede cambiar de una forma 

de disparo a otra, así una neurona que dispara ráfagas a un potencial de membrana dado, puede 

disparar tónicamente si el potencial cambia (Bargas y cols., 1993). Experimentalmente se ha hecho 

aparente que familias de canales jónicos subyacen a la variabilidad de estas propiedades de disparo 

(Crill y Schwindt, 1983; Llinás,1988; Schwindt y Crill, 1989) (para revisión consultar Bargas y cols., 

1993). Estudios recientes han mostrado que la función ó las funciones que estas conductancias 

desempeñan en un determinado tipo neuronal, no necesariamente tienen que ser iguales para otro 

tipo neuronal diferente, por ejemplo, se ha establecido que las conductancias de K+activadas por Ca2+ 

son las responsables de la adaptación de la frecuencia de disparo en las neuronas, sin embargo, se 

ha observado que este no parece ser el caso en algunos tipos neuronales como en el neoestriado 

(Pineda y cols,, 1992; Bargas y cols., 1994). 

E.2.1 Corrientes Entrantes Persistentes ó de Inactivación Lenta 

La mayoría de estas conductancias son supraurnbrales, es decir, que los canales son activados 

a potenciales de membrana positivos al del umbral que genera la espiga somatodendrítica. Estas 

corrientes, producen despolarización membranal, la cual se adiciona al estimulo despolarizante y lo 

aumenta. De esta manera, a veces puede ser obtenido un sistema positivo de retroalimentación, es 

decir, cada despolarización activa más corriente entrante, la cual causa más despolarización y así 

hasta que se generan espigas todo ó nada diferentes de los potenciales de acción somatodendriticos 

(Bargas y cols., 1994). Estas conductancias como su nombre lo indica se inactivan lentamente y la 

despolarización persiste después de que el estímulo ha terminado, lo que origina "biestabilidad" 

(Hounsgaard y Kiehn, 1985). Un ejemplo de esta propiedad de "biestabilidad" son las neuronas de 

Purkinje en el cerebelo, gracias a que poseen canales de sodio lentamente inactivantes ó persistentes, 

sensibles al TTX (Bargas y cols., 1994). Las corrientes fónicas que determinan el disparo neuronal 

en diferentes regiones del sistema nervioso central, han sido intensamente investigadas. 

Otra función de esta clase de corrientes entrantes es la generación de espigas dendríticas 
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de alto umbral (McCorrnick, 1990), este es el caso del neoestriado (Bargas y cols., 1991). En muchas 

neuronas de vertebrados, se ha encontrado que este tipo de corrientes presentan una farmacología 

muy característica, es decir que una parte de estas corrientes son sensibles a un determinado 

bloqueador, mientras que otra parte de esas mismas corrientes son sensibles a otro tipo de 

bloqueador. Esta es la razón principal por la cual los canales de calcio lentamante inactivantes han 

sido divididos como tipos L, N y P (Tabla 2) (Tsien y cals., 1988; 1991; Bargas y cols., 1994). Las 

corrientes de calcio de alto umbral de activación (HVA, de sus siglas en inglés high voltage 

activated), están localizadas preferencialmente pero no exclusivamente sobre las dendritas de ciertos 

tipos neuronales como son: la corteza somatosensorial y las células piramidales hipocampales de la 

rata y del cobayo; las dendritas de las neuronas de otros núcleos cerebrales del cobayo como: la 

substancia negra pars compacta, la oliva inferior, el tálamo, las células de purkinje del cerebelo y 

probablemente en el núcleo locus coeruleus de la rata ( Llinás, 1988; Bargas y cols., 1991b, 1994). 

Las neuronas del sistema nervioso central de los mamíferos, poseen además de las corrientes 

entrantes generadas por los iones de Na" y de Ca', una gran variedad de corrientes salientes 

generadas por las conductancias de K+•. Dos conductancias de I(' son las que prevalecen en las 

neuronas del SNC: 1) la corriente A (1A) inactivante rápida, descrita inicialmente en invertebrados 

(Llinás, 1988) y 2) las corrientes de K' dependientes de Ca' (lAtip), también inicialmente descritas 

en invertebrados (Llinás, 1988).Adicionalmente, otras conductancias de Kf como las activadas por 

ligando-dependientes de voltaje, las independientes de voltaje y las 1K  dependientes de voltaje como 

la corriente rectificadora entrante (lb.) y la corriente lenta no-inactivante, juegan un papel muy 

importante en la integración neuronal y en las oscilaciones (Llinás, 1988). 

Al igual que las corrientes entrantes, las corrientes salientes pueden clasificarse de acuerdo 

a su cinética de inactivación y clesinactivación en transitorias y en persistentes (Bargas y cols., 

1994). 

E.2.2 Corrientes Salientes Persistentes ó de Inactivación Lenta 

Las corrientes salientes se oponen a los estímulos despolarizantes y a las corrientes entrantes; 

ellas decrementan la excitabilidad aumentando el umbral al disparo. Ellas comprenden un sistema 

de retroalimentación negativo: los canales son activados por despolarizaciones, las corrientes 
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generadas hiperpolarizan la membrana y la corriente cae. Las corrientes hiperpolarizantes están 

asociadas con posthiperpolarizaciones prolongadas, aumentando la adaptación en la frecuencia de 

disparo (Bargas y cols., 1993 y 1995). La activación de los canales de corriente saliente responsables 

del umbral y de la frecuencia, puede depender del voltaje membrana', del calcio intracelular ó de 

ambos. Una activación de canales dependiente únicamente de voltaje, abrirá y cerrará una fracción 

de canales con cada potencial de acción. Una activación de canales puramente dependiente de calcio, 

abrirá una fracción de canales dependiendo del número de potenciales generados (conversión digital 

a analógica). Con cada espiga, el calcio entra a la célula y se acumula en el citoplasma. El tamaño 

y la duración de los potenciales generados dependen de la concentración de calcio intracelular, del 

amortiguamiento del calcio y de los mecanismos de extrusión del calcio (Bargas y cols., 1994). Por 

lo tanto, la dependencia en el calcio extracelular confiere propiedades acumulativas, nuevamente el 

disparo neuronal depende de su historia previa (Burgas y cols., 1994). Asimismo, los 

neurotransmisores que actúan a través de cambios en el calcio intracelular ó de la entrada de calcio, 

pueden contribuir a aumentar ó a decrementar laS corrientes salientes y de esta forma contribuir en 

la modulación del patrón de disparo (Burgas y cols., 1993, 1994 y 1995). También se ha observado 

que los neurotransmisores pueden modular directamente las corrientes salientes persistentes ó 

lentamente inactivadas (Burgas y cols., 1994; Pineda y cols., 1995; Hernández-López y cols., 1996). 

Entre las corrientes salientes persistentes ó de inactivación lenta, podemos mencionar a los 

rectificadores retardados dependientes de voltaje (IK); a las corrientes de lef dependientes de calcio 

y activadas por voltaje (IK  (BK) (Ca')i-activada por voltaje); a las corrientes de lef activadas por 

calcio (lAyip (SK) activada por (Ca2+)i ); la corriente M (IM ) sensible al voltaje, a la muscarina, a la 

substancia P, a la somatostatina y a otras substancias. Esta corriente también depende del calcio 

interno; a las corrientes de Cl* (de diversas clases, algunas activadas por [Ca2li y/ó voltaje y por 

último a la corriente aniónica (I „ jónica), la cual no es muy selectiva. La farmacología y las funciones 

que estas corrientes desempeñan en las neuronas se resumen en la Tabla 2. 

E.2.3 Corrientes Entrantes Transitorias ó de Inactivación Rápida 

Podernos decir que la diferencia entre las corrientes persistentes y. transitorias depende 

fundamentalmente de la proporción de inactivación. En general se consideran como opuestas, es 
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decir, las corrientes transitorias se inactivan rápidamente mientras que las corrientes persistentes se 

inactivan muy lentamente ó simplemente no se inactivan (Bargas et al., 1993 y 1995). 

Este tipo de corrientes se han descrito en neuronas de vertebrados y entre ellas podemos 

mencionar a la corriente de sodio responsable de la subida del potencial de acción y a las de calcio. 

En el caso del corazón, Tsien y su grupo (1-lille, 1992) denominaron a los canales de calcio de bajo 

umbral que conducen a este tipo de corrientes, como canales de calcio tipo-T debido a que ellos 

poseen una conductancia pequeña y transitoria. Estas conductancias también producen espigas: las 

espigas de bajo umbral (en inglés "low threshold spikes" ó LTS) y están involucradas en el disparo 

de potenciales de acción de sodio y en la generación de patrones de disparo en forma de ráfaga 

(Bargas y cols., 1994; McCormick, 1990; Llinás, 1988), aunque en algunos casos, los canales-T no 

producen espigas LTS todo ó nada, sino que son moduladas gradualmente por el potencial de 

membrana. Se han reportado ya diferentes variedades de canales de calcio tipo-T (Bargas y cols., 

1994), los cuales parecen activarse a niveles subumbrales. Las neuronas talámicas, las pontinas, las 

de la substancia nigra y las de otros núcleos, los.  utilizan para disparar en ráfagas, si el potencial de 

membrana es más bien negativo (Bargas y cols., 1993 y 1995). Así, por sus propiedades de 

inactivación a potenciales de membrana en reposo y de desinactivación a potenciales de membrana 

hiperpolarizantes, estas conductancias de calcio de bajo umbral confieren a las neuronas centrales 

que las poseen, la propiedad de comportarse como osciladores (Llinás, 1988). Por lo tanto, la misma 

neurona puede disparar espigas únicas a potenciales despolarizados ó ráfagas a potenciales 

hiperpolarizados (es decir poseen dos umbrales diferentes), es decir, que las neuronas que poseen 

estas conductancias son capaces de responder diferencialmente y exhibir patrones de disparo 

distintos dependiendo del potencial de membrana previo y del medio ambiente químico (Bargas y 

cols., 1993 y 1995; Galarraga y Bargas, 1995). 

E.2.4 Corrientes Salientes Transitorias ó de Inactivación Rápida 

Algunas neuronas del SNC poseen adicionalmente a los canales antes mencionados, un tipo 

de canal de Kf que se activa transitoriamente en un rango subumbral de los potenciales de membrana 

(Hille, 1992). La corriente en este importante canal (canal A ó canal KA) ha sido denominada de 

varias formas como corriente A (1A), corriente de K4  rápida y transitoria, corriente saliente transitoria 
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ó corriente de K+ de inactivación rápida. Los canales KA  pueden ser activados cuando una célula es 

despolarizada después de un período de hiperpolarización. Conceptualmente, esta clase de canales 

representan lo opuesto a los canales T (Bargas y cols., 1993 y 1995). Se ha considerado que la 

función principal de los canales A, es su participación en el disparo rítmico neuronal (Bargas y cols., 

1993 y 1995). Farmacológicarnente, 'A  es más susceptible de ser bloqueada por la 4-arninopiridina 

(4-AP) que por el tetraetilamonio (TEA),. Por otro lado, la cinética de inactivación de estos canales 

es la que determina el marcapaso entre los intervalos interespigas, es decir lo que proporciona a las 

neuronas que los poseen un rango dinámico de frecuencia de respuestas: desde muy bajas hasta muy 

altas frecuencias de disparo. La cinética de inactivación de estos canales, puede ser también la causa 

de que ciertas neuronas posean latencias prolongadas de disparo después de un estímulo dado 

(Bargas y cols., 1989, 1993 y 1995). Las farmacología y las funciones que estas corrientes 

desempeñan en las neuronas se resumen en la Tabla 3. 

E.2.5 Rectificadores Entrantes 

Los canales rectificadores entrantes son un grupo de canales de potasio que fueron 

descubiertos en el músculo por Katz en1949. Katz denominó a estos canales como "rectificadores 

anómalos" debido a las propiedades contrastantes que mostraba esta rectificación con la rectificación 

retardada "normal", es decir, la anomalía consiste en que la conductancia aumenta durante períodos 

de hiperpolarización y disminuye durante períodos de despolarización. El nuevo término, 

"rectificador entrante", describe la tendencia de actuar como una válvula ó un diodo, favoreciendo 

la entrada de los iones de K+ y corrientes entrantes durante las hiperpolarizaciones, pero no la salida 

durante las despolarizaciones. Hille utiliza la abreviación Kir  para referirse a estos canales (Hile, 

1992). 

Los canales Kh. se distinguen de otros canales conocidos, por tres propiedades poco usuales: 

1) Su apertura depende de un voltaje hiperpolarizante pronunciado; 2) la dependencia de voltaje de 

la apertura de su compuerta depende de la [K1 extracelular y 3) parte de su rectificación parece ser 

"instantánea" ó "rápida", ocurriendo alrededor de menos de lms mientras que otra parte parece ser 

"tiempo dependiente" variando de milisegundos a 0.5 segundos (Hille, 1992). La carga principal 

que lleva el rectificador anómalo "instantáneo" es el K4  y la corriente que lleva se vuelve entrante 

50 



una vez que la hiperpolarización ha sobrepasado al potencial de equilibrio del potasio (Ex) (Bargas 

y cok, 1993 y 1995; Hagiwara y cols., 1974). Los rectificadores anómalos instantáneos poseen 

propiedades de activación rápida de compuertas, conforme las constantes de tiempo membranales se 

vuelven más rápidas, cuando la membrana es hiperpolarizada (Bargas y cols., 1993 y 1995). La 

rectificación entrante "tiempo dependiente" (en oposición a la instantánea), se detecta claramente 

como una corriente entrante en desarrollo durante la hiperpolarización. Durante los registros 

intracelulares, esta conductancia se manifiesta como un "sag" que se opone a la hiperpolarización y 

corno un rebote de despolarización en forma de "joroba" cuando la hiperpolarización ha terminado. 

Este rebote de depolarización puede alcanzar el umbral de disparo del potencial de acción y así 

contribuir a un rebote de la excitación (Sargas y cols., 1993 y 1995). En muchas células, este rebote 

está mediado por la corriente rectificante entrante y por la corriente entrante de bajo umbral 

ocasionada por los canales transitorios de calcio; de tal manera, que una potente ráfaga de espigas 

puede seguir al final de la hiperpolarización ("exaltación del rebote"). Quizá ésta es la explicación a 

las "postdescargas postinhibitorias" observadas en muchos núcleos cerebrales (Bargas y cols., 1993 

y 1995). La farmacología y las funciones que estas corrientes desempeñan en las neuronas se resumen 

en la Tabla 4. 

Las siguientes tablas resumen los tipos de corrientes descritos anteriormente, así como las 

funciones que estas desempeñan en las neuronas (Bargas y cols. 1993 y 1995): 
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TABLA 2. 

Tipo de Corriente 
	

Tipo de Ión 
	

Funciones 

Corrientes Entrantes 
Persistentes ó de 
Inactivación 
Lenta. 

Corrientes Salientes 
Persistentes ó de 
lnactivación 
Lenta 

-1 1.4  sensible al TTX 
-IN.-insensible al TTX 

-la  sensible a la DHP (canales-L 
alto ó bajo umbral; sensible a 
dosis mM de Cd2+ 
Inactivación dependiente del calcio intracelular y 
del voltaje. 

-Ic„ sensible a la w-conotoxina (canales N) 
resistente a las DHP; sensible a dosis mM de Cd2+ 
-I sensible a FTX (canales P); sensible a dosis mM de Cd2+ 
resistente a DHPs y a la w-conotoxina 
-la~  también denominada como inespecífica ó no-selectiva 
al menos algunas clases pueden ser activadas por [Cali 

"1k rectificadores retardados depen-
dientes de voltaje; sensibles al 
TEA y algunos al DTX, CTX, NTX 
-IK  (BK) activada por voltaje y por 
[Cali; sensible al CTX y al NTX. 

4Amp (SK) corriente de Ir-activada 
por [Cali ,insensible al TEA, a la 
apamina, a la D-tuboanarina (algunas) 
y • quiza al CTX. 

corriente de V' sensible al voltaje, la 
muscarina, LHRH, substY. 
-la_ Algunas clases, algunas activadas por 
voltaje y/o [Cali, bloqueo por SITS,DIDS, ZIDS 

Disparo estable sostenido, bistabilidad, se opone a la caída electrotónica 
de los potenciales sinápticos, espigas dendríticas ó de alto umbral, 

potenciales de despolarización lenta y postpotenciales, liberación del - 
neurotransmisor. 

Repolarización del potencial de acción; repolarización de los potenciales 
despolariZantes lentos; disparo rítmico, adaptación de la frecuencia 
de disparo, potenciales posthiperpolarizantes, marcan el disparo en ráfagas; 
baja frecuencia de disparo. 

* TTX=tetrodotoxina; DHP=dihidropiriclinas; Cd2+=-cadmio; FDC=toxina de la araña tejedora de redes en forma de embudo (funnel-web Spider toxin); 
DTX=dendrotoxina;CTX=caribdotoxina;NTX=noxiotoxina;SITS= ácido 4-acetomido-4-isotiocianoestilbeno-2 ',2"disulfonico;DIDS=ácido 	 ostibeno-
27-clisulfónico; LHRH: hormona liberadora de la hormona luteinizante;subst. P= substancia P; BK= "big K(Ca2') channels or maxi-channels" ó canales grandes 
de canales de IC dependientes de calcio; SKS "small K(Ca2+) channels" ó canales de Ir dependientes de calcio, de tamaño pequeño ó intermedio. 
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TABLA 3. 

Tipo de Corriente 
	

Tipo de lón 
	

Funciones 

Corrientes Entrantes 
transitorias 

-1 	sensible al TTX 
-IN. resistentes al ya 
- c,2, (ca▪  nales T); sensibles a 
dosis mM de Ni2+ (algunos son 
mejor bloqueados por Cd2 

Zn"); existen quizá algunas 
clases diferentes, bloqueables 
por dosis mM de amiloride y 
por tetramethrin; estas 
corrientes subyacen a las 
llamadas espigas de bajo 
umbral (LTS). 

Generación de potenciales de acción y de espigas todo ó nada, 
potenciales despolarizantes transitorios, disparo en ráfagas, disparo oscilatorio lento, 
marcapasos, disparo rítmico. 

Corrientes Salientes 
Transitorias 

-IA  Corrientes de tipo "A". 
pueden existir muchas clases; 
algunas se inactivan 
completamente y ()tus no. 
Muchas de ellas son sensibles 
a dosis milimolares de la 4-AP; 
algunas son sensibles al TEA; 
algunas son sensibles a la Kali. 

Latencias prolongadas al disparo, frecuencias bajas de disparo, repolarización de 
espigas y de potenciales despolarizantes, estabilización del potencial de membrana. 

* 	etrodotoxina; NP+= níquel; Cd2+= cadmio; Zn24.= zinc; 4-AP= 4-arninopiridina; TEA= tetraetilamonio; Cae= calcio. 
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TABLA 4. 

Tipo de Corriente 
	

Tipo de Ión 
	

Funciones 

Rectificadores Entrantes 	-IK(AR)  instantáneo. 	Contribuyen al potencial de membrana de reposo, se oponen a la hiperpolarización membranal 
Corriente de fr que se vuleve 
entrante cuando la hiper-
polarización sobrepasa al EK. 
De rápida activación. 
Bloqueado por Ba2+, TEA, C.s+ 
La conductancia depende del 
voltaje y de la [K10. 

Integran las entradas sinápticas dendríticas, disminuyendo a ciertos rangos de voltaje la 
resistencia de entrada, produciendo cambios en la distancia electrotónica, marcapasos, 
postdescargas post-inhibitorias. 

-lb  (le, I Q) Mezcla de corriente 
de Nal' y de K+ con un potencial 
de equilibrio de alrededor de 
+35 mV. Rectificador anómalo 
dependiente de "tiempo y de voltaje". 
Bloqueado por Cs'extracelular. 
La conductancia depende del 
voltaje, de la [Klv y de la [Cl'],. 

110 
* Ba21-= Bario; TEA= tetraetilamonio; 	cesio. Referencias: Las cuatro tablas fueron tomadas y modificadas de Bargas, J. y cols., Neuronal Networks Of The 
Mammalian Brain Have Functionally Different Classes OfNeurons, 1993 y de Bargas y Galarraga, Ion Channels: Keys to Neuronal Specialization, 1995. 
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Los rectificadores entrantes acarrean alguna corriente saliente y aunque verdaderamente esta 

es su función fisiológica usual, raramente permiten que el potencial de membrana de una célula se 

haga más negativo que el potencial de equilibrio del potasio (Ex) (Hile, 1992). 

Los rectificadores entrantes oponen una corriente entrante despolarizadora a la 

hiperpolarización que causa su propia activación, creando de esta manera un sistema de 

retroalimentación negativo que "corrige" una hiperpolarización extrema. 

F. ELECTROFISIOLOGIA DE LAS NEURONAS ESPINOSAS MEDIANAS DE 

PROYECCION 

F.1 Patrón de Disparo de las Neuronas Espinosas Medianas 

De importancia central pala el funcionamiento de todas las estructuras de los ganglios banales 

es la forma en la cual las neuronas neoestriatales integran la actividad proveniente de sus aferencias, 

así como la naturaleza de la salida eferente neoestriatal, tipificada como el patrón de disparo 

característico de estas neuronas. 

Las neuronas espinosas medianas poseen un patrón de disparo muy característico en registros 

realizados in vivo.  Inicialmente se determinó por registros de actividad unitaria, que las neuronas 

neoestriatales poseen un índice muy bajo de disparo celular (Frigyesi y Purpura, 1967; Connor, 

1968). Posteriomente registros extracelulares e intracelulares en animales no-anestesiados (Huil y 

cols., 1970; Wilson y Graves, 1981), en animales ligeramente anestesiados (Sedgwick y Williams, 

1967; Calabresi y cols., 1990) y en animales alertas realizando una tarea (Anderson, 1977; DeLong, 

1973), han confirmado que estas células se encuentran la mayor parte del tiempo eléctricamente 

silentes (Wilson., 1990). Las neuronas espinosas medianas de proyección se encuentran más bien a 

niveles hiperpolarizados a potenciales de reposo de alrededor de -80 mV (Wilson, 1992) y 

ocasionalmente disparan trenes de potenciales de acción que surgen de períodos lentos y sostenidos 

en forma de rampa de despolarización membranal (0.1-3 segundos), eventos que son acompañados 

por un aumento en el ruido sináptico. Separando estos períodos de despolarización se han 

registrado episodios prolongados4 de hiperpolarización membrana! y un gran 
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decremento en el ruido sináptico, ambos caracterizados como un largo período de silencio. En la 

Figura 8 se observa una muestra de este tipo de patrón de disparo y de los cambios subyacentes del 

potencial de membrana, (usualmente la proporción de descarga de estas neuronas durante un episodio 

de disparos, no es mayor a 40 por segundo y generalmente no disparan rítmicamente trenes de 

potenciales de acción en forma de ráfaga) (Wilson, 1990). Wilson y Kawaguchi, (1996) han 

denominado al estado de reposo corno "down state" y al estado despolarizado ocasional como "up 

state". 

La razón por la cual las neuronas neoestriatales se encuentran silentes la mayor parte del 

tiempo es desconocida. El arreglo anatómico de las neuronas espinosas medianas y del propio 

neoestriado indica que cada neurona espinosa recibe miles de entradas sinápticas excitatorias y sin 

embargo, parecería como si las sinapsis que reciben no fueran suficientes para provocar que la célula 

dispare. Varios factores parecen estar determinando el patrón de disparo característico de estas 

neuronas, como son: el alto umbral de disparo que poseen, la acción de las entradas sinápticas 

inhibitorias, las propiedades membranales intrínstcas de estas neuronas, tal como la baja resistencia 

de entrada neuronal y la naturaleza electrotónica de sus dendritas (Wilson, 1990). 

Sin embargo, a este respecto se sabe que a pesar del bajo nivel de actividad espontánea que 

poseen las neuronas neoestriatales de proyección, éstas poseen un conjunto importante de 

conductancias entrantes lentas involucradas en la generación de potenciales de acción regenerativos 

(Calabresi y cols., 1987; Wilson, 1993). 

En condiciones in vitro, también es una propiedad electrofisiológica característica de las 

neuronas neoestriatales de proyección, la de desplegar un potencial despolarizante lento en respuesta 

a pulsos de corriente intracelulares subumbrales y despolarizantes (Bargas y cols., 1989; Kita et al., 

1985a). Este potencial despolarizante lento puede tener una duración que va de cientos de 

inilisegundos a segundos y está asociado a una latencia prolongada en la generación de la primera 

espiga, cuando es inyectado intracelularmente un pulso cuadrado de corriente despolarizante umbral 

(Bargas y cols., 1989). Es durante estos episodios de despolarización lenta cuando se puede inducir 

la interacción entre la actividad sináptica y las propiedades membranales de las neuronas. En 

condiciones de registro in vitro el potencial de membrana en reposo de las neuronas espinosas 

medianas de proyeccion es generalmente más negativo que in vivo, en promedio de -84 mV. Los 
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potenciales de acción tienen fase positiva de entre 5 y 20 mV (Kita y cols., 1985, 1985a; Bargas y 

cols., 1988), La resistencia de entrada de estas neuronas registradas in vivo es de 10-20 Mohms 

(Sugimori y cols,, 1978) y en condiciones in vitro en rebanadas es de 58 + 4 Mohms, con una 

variabilidad de 20 - 97 Mohms determinados a -70 mV (Bargas y cols,, 1988), 

FIGURA 8. Registro intracelular IN VIVO que muestra las fluctuaciones del potencial 
de membrana de una neurona espinosa mediana neoestriatal y el patrón 
de disparo espontáneo causado por tales fluctuaciones en un animal 
anestesiado con uretano. Episodios de despolarización lenta surgen de una 
hiperpolarlzación basal. Los potenciales de acción surgen de las 
fluctuaciones del potencial de membrana, sobreponiéndose a los episodios 
de despolarización. Las transiciones entre los estados de despolarización 
y de hiperpolarlzación son abruptas y ocurren a intervalos regulares. 
(modificado de VVilson, C.J. 1992). 

F.2 Conductancias Tónicas Participantes en el Disparo de las Neuronas Espinosas Medianas 

Recientemente, estudios de fijación de corriente y de fijación de voltaje han puesto en 

evidencia la participación de diversos tipos de conductancias iónicas dependientes de voltaje, en la 

respuesta subumbral de estas neuronas neoestriatales (Bargas y cols., 1988, 1989, 1991b, 1994; 

Galarraga y cols., 1989; Jiang y North 1991; Kita y cols, 1985a; Nisenbaurn y cols., 1994; Ogata 
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y Tatebayashi, 1990; Pineda y cols., 1992; Surmeier y cols., 1988,1991). Sin embargo, el papel de 

estas conductancias en las despolarizaciones lentas que anteceden al disparo neuronal y durante el 

disparo neuronal, ha sido inferido únicamente de las respuestas de estas células a los pulsos de 

corriente, más no durante despolarizaciones lentas que mimeticen su activación fisiológica. 

Por ejemplo, estudios en los cuales se ha utilizado corno protocolo de experimentación 

pulsos cuadrados de corriente, han indicado que parecen estar involucradas no sólo corrientes 

entrantes lentas sino también corrientes salientes, en la gran latencia que precede al disparo de las 

neuronas neoestriatales. Así, una conductancia de sodio lenta, resistente al Co" y sensible al TTX 

parece ser un componente entrante importante durante la fase despolarizante lenta de subida. Este 

componente entrante es el que llevaría a la neurona hacia el umbral de disparo (Bargas y cols., 1989; 

Galarraga y cols., 1989). Se sabe adicionalmente que corrientes de Kf salientes activadas por 

despolarización, contribuyen de manera importante en el potencial de rampa y en la latencia 

prolongada al disparo. Se ha dicho que estas corrientes, estarían compitiendo con las corrientes de 

Na} y de Caz} , provocando una depolarización lenta, aumentando consecuentemente el tiempo 

requerido para alcanzar el umbral al disparo (Nisenbaum, 1994). 

Las neuronas neoestriatales, poseen al menos tres tipos de corrientes de K+ activadas por 

despolarización, incluyendo dos tipos de corrientes transitorias tipo A y una corriente no-inactivante 

(Surmeier y cols., 1988, 1991). Las dos corrientes tipo-A: 1) la corriente-A de inactivación rápida 

(lAá y 2) la corriente-A de inactivación lenta (lAs), pueden distinguirse una de otra de acuerdo a su 

dependencia en el voltaje de activación, a su cinética de inactivación y a su sensibilidad para ser 

bloqueadas por toxinas específicas. Previo a la identificación de estas corrientes en las neuronas 

espinosas medianas, evidencias experimentales habían mostrado que en la despolarización lenta y 

la latencia prolongada de estas neuronas, estaba involucrada una corriente sensible a la 4-AP, 

resistente al tetraetilamonio (TEA) (Bargas y cols., 1989) y que la activación de la rampa de 

despolarización se hacía más aparente a potenciales de membrana despolarizantes arriba de -65 mV, 

el cual correspondería al umbral de activación aparente para la lAs  (Bargas y cols., 1989; Kawaguchi 

y cols., 1989).  Así, de las tres corrientes de K+ activadas por despolarización que poseen las 

neuronas neoestriatales, la corriente lAs  parecería ser la que está involucrada en la despolarización 

lenta y en la gran latencia al disparo que presentan estas neuronas, ya que esta corriente está 
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disponible a potenciales subumbrales (-65mV), se inactiva muy lentamente (cientos de milisegundos 

a segundos) y es bloqueado selectivamente por bajas concentraciones de 4-AP (Bargas y cols., 1989; 

Nisenbaum, 1994). En algunas neuronas de otras regiones del SNC, como las del cuerpo geniculado 

lateral dorsal (McCormick, 1991), las neuronas gigantes de la región CA1 del hipocampo (Storm, 

1988) y las de la corteza prefrontal (Hammond and Crepe', 1992), también se ha observado que la 

aplicación de bajas concentraciones de 4-AP, que se sabe bloquea selectivamente la lAs, reduce 

significativamente la pendiente del potencial de rampa y la latencia al primer disparo neuronal 

(Nisenbaum y cols., 1994). A nivel supraumbral, se ha determinado que el postpotencial 

hiperpolarizante (PPH) juega un papel muy importante en el disparo repetitivo de las neuronas 

neoestriatales y que en estas neuronas el PPH es debido a la participación de dos conductancias de 

K activadas por Ca2+ (Galarraga y cols., 1989; Pineda y cols., 1995; Hernández-López, 1996a). 

Diversas conductancias iónicas parecen estar involucradas en las características de 

despolarización subumbral y de disparo de las neuronas espinosas medianas de proyección, como 

lo muestran los estudios realizados con puls¿s de corriente mencionados anteriormente. Sin 

embargo, el estudio del comportamiento de las neuronas espinosas de proyección ante la inyección 

intracelular de corriente que mimetizara la activación fisiológica de estas neuronas (en forma de 

rampa) y el uso de bloqueadores específicos de canales, permitiría un análisis más fisiológico de las 

conductancias iónicas que están participando a nivel subumbral y umbral, en las características de 

disparo de estas neuronas; así como del mecanismo a través del cuál neurotransmisores específicos 

como la dopamina modulan dichas características. Hasta la fecha no existe ningún estudio, en el cuál 

ambos aspectos sean estudiados a través de un protocolo con dichas características. 

F.3 Relación Corriente-Voltaje 

Una herramienta que permite una mejor comprensión de los mecanismos que involucran 

corrientes iónicas particulares, en la generación y modulación de los patrones de disparo 

característicos de las neuronas, es la elaboración y análisis de las curvas corriente-voltaje (1-y) 

subumbrales, obtenidas de datos experimentales (Benson y Adams, 1987). Así, la forma y la 

pendiente de la curva 1-V, reflejan la suma de todas las conductancias que están activas a voltajes 

particulares, en una neurona determinada (Benson y Adams, 1987) y nos proporcionan información 
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acerca de la resistencia de entrada neuronal (RN) así como de la cantidad de rectificación presente en 

las neuronas estudiadas. Por ejemplo, en la Figura 9 que representa la curva 1-V de la neurona R15 

del molusco opistobranquio Aplysia, se puede observar a potenciales más negativos de -85mV una 

curva linear. Mientras que a potenciales más positivos la pendiente se hace menos pronunciada, lo 

que se conoce como rectificación anómala. En la curva I-V de esta neurona, la trayectoria de 

voltaje entre el umbral del potencial de acción y los voltajes más negativos, puede ser reconstruido 

por la suma de cuatro conductancias diferentes: 1) la conductancia de potasio rectificadora retardada, 

con un potencial de reversión cercano a los -75 mV y una activación a potenciales positivos a -70mV; 

2) la conductancia de potasio I")  que se activa a potenciales más negativos de -80rnV que es 

rectificadora anómala y que desplega una gran habilidad de conducir una gran corriente entrante pero 

solo una pequeña corriente saliente de potasio 3) la conductancia descrita como corriente INsx,, que 

se activa entre los -80 y -60 mV y que representa también una fuente de rectificación anómala en 

estas neuronas y 4) la conductancia "leak" voltaje-independiente (Benson y Adams, 1987). 

RIS 
	

1 (nA) 

FIGURA 9. Curva corriente-Voltaje (l-V) para la neurona R-15 del molusco 
opistobranquio Aplysia. El potencial de membrana fué barrido 
lentamante en un rango de voltajes (abcisa); la corriente que fluye 
por la membrana celular es graflcada en las ordenadas como una 
función del potencial de membrana. Nótese la aproximación de la 
curva 1-1/ a una corriente cero entre -70 y -50 mV y la región con 
resistencia negativa entre -50 y -30 mV (modificado de Benson y 
Aclamas, 1987). 
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G. ACCIONES ELECTROFISIOLOGICAS DE LA DOPAMINA EN EL NEOESTRIADO 

Los estudios abocados a determinar el papel que ejerce la vía dopaminérgica nigroestriatal 

y en específico la dopamina sobre las neuronas neoestriatales, han sido conducidos en diferentes 

direcciones. Inicialmente, se trató de dilucidar el papel de la aferencias nigroestriatales a través de 

las respuestas de las neuronas espinosas a la estimulación directa de dichas aferentes. Sin embargo, 

las respuestas obtenidas resultaron ser muy difíciles de caracterizar, debido a dos factores: uno a que 

las fibras nigroestriatales son notoriamente resistentes a la estimulación eléctrica y otra a que estas 

fibras se encuentran muy cerca de otros sistemas de fibras (i.e. como las fibras eferentes corticales 

en el pedúnculo cerebral y en la cápsula interna) por lo que es posible producir grandes respuestas 

excitatorias en el neoestriado. Por lo tanto, los estudios en los que se ha utilizado la estimulación 

simple de la vía nigroestriatal, han arrojado resultados mezclados que son difíciles de interpretar 

tanto en registros extracelulares como intracelulares (Wilson,1990). 

Paralelamente a estos esfuerzos de entender la función de la vía nigroestriatal, otros 

investigadores han realizado experimentos electrofisiológicos in vivo e in vitro, en los cuales la 

dopamina y sus agonistas y antagonistas son aplicados directamente ó por iontoforesis a las neuronas 

neoestriatales. En la mayoría de estos experimentos, el efecto de la dopamina y sus agonistas DI  y 

D2 ha sido inferido de los cambios observados en el cambio de la frecuencia de disparo. Sin 

embargo, los resultados observados tanto en registros extracelulares como intracelulares han sido 

hasta la fecha, múltiples y aparentemente contradictorios. 

Utilizando como estimulo pulsos rectangulares de corriente en registros intracelulares, tres 

tipos de respuestas han sido observadas con la dopamina y sus agonistas Di  y D2 en las neuronas 

espinosas medianas de proyección: 1) despolarización membrana! y un aumento en el disparo 

celular, en una población de estas. neuronas (Akaike y cals., 1987); 2) inhibición del disparo neuronal 

y de la amplitud de los potenciales postsinápticos despolarizantes evocados intraestriatalmente, sin 

cambios en el potencial de membrana, en otro grupo de células (Akaike y cals., 1987; Calabresi y 

cols., 1987; Calabresi y cols., 1988a; Calabresi y cals., 1988b) y 3) efectos bifásicos, es decir, 

despolarización e hiperpolarización membrana', en un tercer grupo de estas neuronas (Akaike y cols., 

1987; Herrling y Hull, 1980; Uchimura y cols., 1986). Se ha observado también, que agonistas 
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dopaminérgicos tipo D, como el SKF 38393 y análogos del AMP cíclico como el 8-13r-cAMP, 

pueden mimetizar la inhibición del disparo neuronal, mientras que el agonista del receptor D2 no 

tuvo ningún efecto (Calabresi y cals., 1987). 

Utilizando también como estimulo, pulsos rectangulares de corriente en estudios de fijación 

de corriente, se ha observado que la dopamina puede inducir inhibición de los potenciales de acción 

evocados (Calabresi y cals., 1987; Akaike y cols., 1987) acompañada de un aumento del PPH que 

sigue a un potencial de acción (PA) (Hernández-López y cals., 1996a) ó bien una inhibición del PPH 

que sigue a un tren de PAs, el cual se acompaña de un aumento en el número de espigas (Akaike y 

cals., 1987; Rutherford y cols., 1988). 

En estudios de fijación de voltaje con pulsos rectangulares de voltaje como estímulo, también 

se han observado efectos múltiples de la dopamina en estas neuronas, por ejemplo, la dopamina 

puede actuar aumentando o disminuyendo la misma corriente saliente, dependiendo del tipo de 

receptor activado, así como modular corrientes de Na' (Sunneier y Kitai, 1993). Agonistas 

específicos del receptor dopaminérgico Di, paticen estar modulando las conductancias de calcio 

activadas por altos voltajes (HVA) en las neuronas espinosas medianas, através de la estimulación 

de la adenilato cinasa y la proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMPciclico (AMPO (Surmeier 

y cols., 1995). 

En la mayoría de las células neoestriatales espinosas medianas estudiadas, la aplicación de 

los agonistas al receptor D1  redujeron reversiblemente las corrientes de Ca." tipos N y P (Surrneier 

y cols., 1995); mientras que la aplicación de estos mismos agonistas tipo DI  indujo un aumento de 

la corriente de Ca" tipo L, sólo en un porcentaje de neuronas neoestriatales. La modulación 

producida por los agonistas D, fué mimetizada por la aplicación de segundos mensajeros solubles 

y bloqueada por inhibidores de cinasas y fosfatasas. Por lo que los agonistas a los receptores 

dopaminérgicos tipo Di  parecen estar modulando diferencialmente las corrientes tipo N-, P- y L- en 

las neuronas neoestriatales adultas, a través de la activación de la cascada de señalamiento AMPc- 

PKA (Surmeier y cals., 1995). Aunque en contraste con las corrientes tipo L-, las reducciones en 

las corrientes N- y P- no parecen estar mediadas directamente por la PK A, sino por un aumento en 

la actividad de la proteina fosfatasa 1 (PP1) (Surmeier y cols., 1995). 

Se sabe por otro lado, que el potencial de acción de las neuronas neostriatales tiene un 
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componente en el que están involucrados los iones calcio (Bargas y cols., 1994; Galarraga y cols., 

1989). 

Recientemente, se demostró que los agonistas al receptor dopaminérgico tipo DI , aumentan 

el PPM y que esta acción esta mediada probablemente por un aumento en el influjo de iones Ca' a 

través de los canales tipo L, dado que esta acción es ocluida en presencia del Ray K 8644 (un 

agonista del canal tipo L). Se ha observado también que esta acción podría ser mediada a través de 

la proteína cinasa A (dependiente del AMPciclico), en vista de que la acción dopaminérgica es 

mimetizada por análogos del AMPc (Hernández-López y cols., 1996a). 

En la acción de los neurotransmisores, cuatro vías de señalamiento que involucran a diferentes 

segundos mensajeros han sido las mejor estudiadas hasta la fecha. En los sistemas neuráes, la 

activación de cualquiera de estas vías de señalamiento ocurre generalmente a través de la unión de 

un neurotransmisor (ó primer mensajero) con un receptor específico acoplado a una proteína G, 

desencadenando la activación ó la inhibición de un segundo mensajero (véanse Figuras 10 y 11). En 

los sistemas neurales y no neurales, los segundos mensajeros más comunes que podemos mencionar 

son el AMPc, el GMPc, el diacilglicerol y el inositol trifosfato (1P3). La activación de los segundos 

mensajeros puede a su vez desencadenar la producción de terceros mensajeros. Las vías de 

señalamiento individuales que involucran segundos y terceros mensajeros, pueden ser activadas en 

paralelo dentro de la misma célula, pudiendo interactuar entre ellas (Hile, 1992, 1995), 

La vía de señalamiento que involucra a la cascada del AMPc puede ser estimulada por una 

variedad de neurotransmisores ó neuromoduladores como son: la acetilcolina, la adenosina, la 

doparnina, la histamina, la noradrenalina ó los opiáceos. La producción del segundo mensajero AMPc 

se lleva a cabo a partir del ATP (adenosin trifosfato) y es catalizada por una gran proteína integrada 

a la membrana, conocida como la adenilato ciclasa (Hile, 1992). Como resultado de la producción 

y del aumento del AMPc intracelular se activa la proteína cinasa A (PKA) dependiente del AMPc, 

catalizando la transferencia de grupos fosfatos a residuos de serina ó treonina, fosforilando proteínas 

(véase Figura I I). La PKA es un tetrámero complejo, que consiste de dos subunidades reguladoras 

(R) y de dos subunidades catalíticas (C). La unión del AMPc al tetrámero PKA (véase Figura 11), 

causa que las dos subunidades catalíticas de la holoenzima se liberen, pasando de esta forma 
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al estado activo (véase Figura 11). Entre los substratos de la PKA, se pueden incluir a los canales 

iónicos ligando- y voltaje- dependientes (véase Figura 11) (Zimmermann, 1993). 

Diferentes factores parecen estar involucrados en los efectos múltiples y aparentemente 

contradictoriós observados hasta hoy, con la dopamina y sus agonistas D1  y D2  en estas neuronas Por 

un lado, estudios recientes de hibridación in sito y Northem blot han sugerido, que en el neoestriado 

se encuentran expresados los seis tipos de receptores dopaminérgicos identificados hasta el momento, 

siendo los subtipos DI  y D2  las formas predominantes en el estriado dorsal (Surmeier y Kitai, 1993). 

Este hecho confiere una dificultad mayor al esfuerzo de entender el papel de la dopamina en este 

núcleo, sobre todo considerando la heterogeneidad anatómica y bioquímica (Gerfen y cols., 1990, 

1992) antes mencionadas, de las neuronas espinosas medianas. 

Por lo que en un intento de explicar las diferencias en las respuestas observadas, ciertas 

hipótesis han sido consideradas. Una de ellas es la de la segregación de los receptores, postulada por 

Gerfen a piincipios de los 90's. En esta hipótesis, Gerfen propone que los subtipos de receptores D1  

y D2  se encuentran localizados en dos diferentes tipos de neuronas espinosas medianas; dos tipos de 

evidencias apoyan esta hipótesis. Primero, Gerfen y cols., (1990,1992), mostraron que en el 

neoestriado de ratas lesionadas de la SNc con 6-hidroxidopamina ó tratadas con haloperidol, los 

agonistas al receptor D2 podían alterar selectivamente los niveles del RNA mensajero (RNAm) que 

codifica para la encefalina en las neuronas estriatopalidales, mientras que los agonistas al receptor DI, 

alteraban selectivamente los niveles de la susbstancia P de las neuronas estiiatonigrales; segundo, 

Gerfen y cols., (1990a, 1992d) reportaron que los RNAsn, que codifican para los los receptores D1  

y D2  son localizados únicamente en las neuronas estriatonigrales ó estriatopalidales respectivamente. 

Otra tercera alternativa, sería que la variabilidad en los efectos observados pudieran deberse a la 

presencia de diferentes receptores co-localizados en la misma clase de neurona espinosa, registrada 

bajo condiciones experimentales muy diferentes (Surmeier y cols., 1993). Una cuarta alternativa sería, 

la falta de control del potencial de membrana en los estudios de fijación de corriente reportados hasta 

el momento, ya que muchos de los efectos de la modulación dopaminérgica en estas neuronas, 

parecen depender del rango del potencial de membrana en el cuál la neurona está operando (Surmeier 

y Kitai, 1993; DiChiara y cols., 1994). Así, a un potencial de membrana dado, la respuesta global de 

la neurona a la dopamina puede parecer reproducible y consistente, mientras que a otro potencial, 
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esta respuesta global puede cambiar. 

La separación de estas tres alternativas parece ser una tarea dificil, sin embargo ciertas 

maniobras experimentales a nivel anatómico, farmacológico y electrofisiológico, aplicadas todas 

juntas en un sólo experimento, podrían arrojar cierta luz acerca de las causas en la variabilidad de 

las respuestas observadas con la doparnina. Una de esas maniobras podría ser el analizar las acciones 

que ejerce la DA y sus agonistas DI  y D2 en las células neoestriatales registradas e identificadas 

morfológicamente, cuando se aplica un estimulo que mimetice su activación fisiológica como lo es 

la inyección intracelular de rampas de corriente. Con este estímulo es posible además monitorear 

dichas acciones a diferentes potenciales de membrana, en un solo trazo. Las acciones ejercidas por 

los agonistas específicos DI  y D2 en estas células, nos permitirá determinar también si los receptores 

se encuentran segregados ó co-localizados en las neuronas registradas. 
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FIGURA 10. CUATRO VÍAS DE SEÑALAMIENTO ACOPLADAS A LA PROTEÍNA G. 
En la acción de los Neurotransmisores, estas son las vías de segundos 
mensajeros mejor estudiadas, Cada una de ellas Inicia con un tipo especifico 
de receptor (R), el cual puede activar un tipo de proteína G (Go, G1, Go, Gp, 
G?). PLC=fosfolipasa C; PLA2=fosfolipasa A; AMPcmadenosina 3"5`-
monofosfato;PKA=proteina cinasa A;PKC=protelna cinasa C ; IPalltrifosfato 
de inosito1-1,4,5;DAG=diacilglicerol;AA=ácido araquidónico;Ca2f=calcio,CaM-
Kli=calcio calmodulina dependiente de proteína cinasa tipo U (modificado 
de Hile, 1992). 
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FIGURA 11. Activación de la proteína cinasa dependiente del AMPcíclico (PKA), vía un receptor 
acoplado a una proteína G. Esta activación puede tener a corto plazo implicaciones 
funcionales, tales como la fosforilación de una variedad de proteínas citoplasmáticas, 
fosforilación de canales fónicos, lo cual causa un cambio en la permeabilidad 
membrana' (e.g., reducción en el flujo de iones K4). (ver detalles en el texto) 
(modificado de Zimmermann, 1993). 
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OBJETIVOS 

Basándonos en los antecedentes antes mencionados, los objetivos del presente trabajo son: 

1. Determinar la respuesta subumbral de las neuronas neoestriatales en condiciones de fijación de 
corriente, utilizando un estímulo que mimetice la activación fisiológica de estas neuronas, como lo 
es la inyección intracelular de rampas de corriente (IIRC). 

2. Analizar en condiciones de fijación de corriente y ante la IIRC, las corrientes fónicas que 
determinan la respuesta subumbral de estas neuronas, utilizando bloqueadores específicos. 

3. Determinar las acciones globales de la doparnina a nivel subumbral, utilizando corno estimulo la 
IIRC, en condiciones de fijación de corriente. 

4. Determinar si las acciones de los agonistas dopaminérgicos específicos a los receptores D I  y D2  
pueden diferenciarse uno de otro, en diferentes neuronas espinosas medianas, bajo las mismas 
condiciones de fijación de corriente y ante la IIRC. 

5. Realizar el análisis morfológico de las neuronas estudiadas a través de la inyección intracelular 
de biocitina. 

6. Correlacionar los hallazgos farmacológicos, electrofisiológicos y morfológicos. 

HIPOTESIS 
La dopamina y sus agonistas a los receptores D I  y D2  inducen acciones electrofisiológicas 

globales en todas las neuronas espinosas medianas, niodulándo conductancias iónicas subumbrales 
independientemente de la morfología celular y de la localización de los receptores. 
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Abstract Intracellular recordings from slice prepara-
tions were used to assess the subthreshold electrophysi-
ological behavior of rat neostriatal projection neurons. 
Both current steps and ramp currents were used to esti-
mate the current-voltage relationship (1-y plot). Inwayd 
rectification in the subthreshold range was a character-
istic of most neurons. The amount of rectification varied 
greatly, and it was complex: membrane voltage trajecto-
ries in response to ramps were made up by almost piece-
wise changes in the rate of voltage rise, suggesting that 
multiple conductances contribute to the subthreshold 
range. Inward current blockers such as tetrodotoxin 
(TTX) or Cd2 + decreased inward rectification, whereas 
outward current blockers such as tetraethylammonium 
(TEA) or 4-aminopyridine (4-AP) increased inward rec-
tification. However, most inward rectification was due 
to TEA- and Cs+-sensitive conductances and not to 
TTX- or Cd2  -sensitive conductances. Cs+-sensitive 
conductances predominated at more negative mem-
brane potentials, whereas 4-AP-sensitive conductances 
predominated at just ± 10 mV below the firing thresh-
old. In spite of a very slow activation, there was evidence 
for transient outward currents modulating the response, 
i.e., 4-AP-sensitivity, and voltage-sensitivity for firing 
frequency and threshold. TEA-sensitive conductances 
also contributed toward fixing the firing threshold. 
These results imply the contribution of various ion con-
ductances on the shaping of the characteristic physio-
logical firing recorded in vivo. Modulation of these re-
sponses by transmitters or peptides may help to under-
stand neural processing in the neostriatum. 
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IntroductIon 

Intracellular recordings in vivo have demonstrated that 
neostriatal neurons are usually silent and have a rather 
negative resting potential (Hun et al. 1970; Wilson and 
Groves 1981; Wilson 1992). Periods of membrane hy-
perpolarization and electrical silente are interrupted by 
periods of ramp-like sustained depolarizations lasting 
up to 3 s (Wilson 1992). These slow depolarizations are 
driven by synaptic inputs, mostly coming from cortical 
afferents (referentes in Wilson 1990). Activation of slow 
potentials able to sustain repetitive firing may con-
tribute (Bargas et al. 1991a). In fact, perievent time his-
tograms of neuronal firing revea' ramp-like increases in 
frequency as the onset of a self-initiated movement is 
approached (Schultz and Romo 1992). Therefore, a slow 
recruitment of cortical neurons may build up occasional 
depolarizing episodes in neostriatal neurons (Wilson 
1992). 

Slow depolarizing episodes may induce the interac-
[ion between synaptic activity and the intrinsic mem-
brane properties of the neuron, Through correlations of 
voltage- and current-clamp studies there is evidence of 
severa! types of voltage-dependent ion conductances in 
the subthreshold response of neostriatal neurons (Kita 
et al.1985; Surmeier et al. 1988, 1991; Bargas et al. 1989, 
1991b, 1994; Galarraga et al. 1989; Ogata and Tate-
bayashi 1990; Jiang and North 1991; Pineda et al. 1992; 
Nisenbaum et al. 1994). However, the role of these con-
ductances during firing have been inferred only from 
responses to current steps. Their role during slow depo-
larizations mimicking physiological activation has not 
been investigated. For example, it is not clear whether 
transient currents (Surmeier et al. 1988, 1991; Bargas et 
al. 1989; Nisenbaum et al. 1994) inactivate during very 
slow depolarizations, thus becoming unavailable for 
synaptic integration. 

In order to analyze subthreshold responses in cur-
rent-clamp conditions, the membrane potential trajec-
tories after slow ramp stimuli have been studied in sev-
eral neuronal classes (e.g., Jahnsen and Llinás 1984; 
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Jahnsen 1986; Baldissera et al. 1987; Yarom and Llinás 
1987; Uchimura et al. 1989), A voltage-clamp response 
atter ramp stimulus has been described in neostriatal 
neurons (Jiang and North 1991). Accordingly, the sub-
threshold response to ramp currents, in current-clamp 
conditions, is analyzed in this work. A preliminary com• 
munication of these data was presentad at the annual 
meeting of the Society for Neuroscience (Galarraga and 
Bargas 1991). 

Materials auud ~holla 
Brain slices were obtained from albino Wistar rats using prace-
dures described elsewhere (e.g., Bargas et a1,1988). A 400-nm-thick 
neostriatal slice was held subrnerged in a recording chamber at 
30-.34°C. Extracellular satine consisted of (in rnM): 120 NaCi, 3 
KC1, 25 Nal-W.03, 2 CaC:12, I MgC12, and 11 glucose, Osmolarity 
was 300  mosh101/1 (with glucose), p1-1 was 7.4 and the solution was 
saturated with 95% 02-5% CO2. Tetraethylarnmonium (TEA), 
4-aminopyridíne (4-AP), tetrodotoxin (TTX), cadrnium (Ctl' ), 
nicket (Niz 4 ), cesium (Cs' ; all from Sigma), and aparnin (S'a-
lomone), were added from stock salutions to the bath 
Chloride satts of TEA, Cd, Cs, and Ni were used. Recordings used 
convencional intracellular techniques: a high-input impedance 
electrometer with ari active bridge circuir. Microelectrodes were 
(Med with either potassium acetate 3-4 M or 1.5 M potassium 
acetate and 2% biocytin (Sigma), with d.c. resistances of 80-
120 

Stimulation consisted of . either intracellular injections of cur-
rent steps or of current ramps. At most times, hyperpolarizing  

ramps preceded depolarizing unes. Thus, a continuous depolar-
ization was achieved from a hyperpolarized to a depolarized 
membrane potential (from - 100, -80 to -40 mV), Mean rate oí 
voltage change was around 0.1 mV/ms. Voltage versus time as 
well as current to voltage relationships (1-V plots) were obtained. 
As the tate of change of applied current (1-4 nA/s) did not vary 
during stitnulation, any change in the slope of voltage rise during 
the response could be interpretad as a membrane conductance 
change (Jack et al. 1975; llenson and Adams 1987). Whole neuron 
input resistance (Rzw) was obtained from 1-V plots as slope-
RN  (Jack et al. 1975). ln order to restrict variability (seo; Discus-
sion), R N reported in ibis study was measured at around 70 mV 
[RN(-70 mV)). To do this, a polynomial of the forro: 

11„, (i) A i" + .4 2  i" 	 MP 

was first fit to the 1-V plot. Where: 	is the membrane potential 
response as a function of intracellularly injected current 
are polynomial coefficients. The hist constant terco, MP, is the 
inembrane potentíal (held al varying membrane potentials with 
d,c. current) and the hist coefficient, A,,, corresponds lo RN  al 

Fig,1A-C Response of rectifying neuron: 1-Y plots using ramps 
and steps. A Response to current ramps (in all figures, current 
protocols are at the top, transmembrane voltage responses are at 
the bottom, and action potentials are clipped due to digitiziag 
procedures, unless stated otherwise). B Responses to current steps, 
C Superimposed 1-V plots: voltage response to ascending ramp in 
A is plotted against ramp current (dots). Continuous line, polyno-
mial regression. Voltage responses measured ru the end of the 
stimulus in Ei (empty elides) are plotted against magnitude of 
current steps. Clase superimposition was achieved alter correction 
for different holding potentials. RN(-70 mV) 39 MCI 

P
O

T
E

N
T

IA
L

 (
m

il
)  

—40 - 

—60 

—80 

c 

—100 
--0.4 	0.0 	0.4 

CURRENT (nAl 

0.8 



o 

o 2000 

PO
T

E
N

T
IA

L
 (3

3:1
V

)  

—30 

A  —80 
rt2 

IX —90 

r74 

1 
o 

 
nA 

1000 
TIME (tnii) 

—40 

—80 

—80 

—100 

400 
TIME (me) 

800 

0.4 

° ° -0.4 
nA 

holding potential. There, R N  was evaluated as the derivative of this 
I-V function at -70 niV for all cells, slope-RN  (-70 mV Jack et al. 
1975). As 1-V plots exhihit slope changes<  then RN  is seen as de-
pendent on membrane potential. Fits stopped when r> 0.99. Pos-
itivity of some higher arder coefficients (,41-4„ 1 ) is un indication 
of the amount of inward rectification, 

Ilistologicaf procedures such as those described by Florikawa 
and Armstrong (1988) and Nisenbaum et al (1994) were used to 
identify the type of neuron recorded. In al! cases (n > 25), neurons 
were of the spiny projection type. 

Resulta 

Nonlinear membrane properties of neostriatal 
projection neurons 

More than 80 neurons were recorded for this work. 
Neurons labeled with biocytin and identified (see Mate-
rials and methods) had the morphological features of 
"inedium spiny" projection neurons, which correspond 
to more than 95% of all the neurons in this nucteus (see 
Wilson 1990, for a review). The eleetrophysiological 
properties and responses of unidentified neurons were 
identical to those 'of the identified neurons. Therefore, 
the data from identified and unidentified neurons were 
combined. Thus, alt data presentad is considered to 
come from a single cell population: the spiny projection 
neuron, 
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All records in Fig. I are from the same neuron. In 
Fig. 1A, the response to intraceliular injections of ramp 
currents is shown. Responses to traditional current 
steps are shown in Fig. 1B. Figure 1C illustrates 1-V 
Wats obtained from traces in Fig. 1 A (dots) and 13 (cir-
cies). Note in Fig. LA that, in spite of a constata rate of 
chango for the current stimulus (on top), the membrana 
potential did not respond linearly (see also Figs. 3A,13, 
5A, 6A), in fact, slope-RN  increases with depolarization; 
from negative to more depolarized membrane poten-
tials. Therefore, these neurons exhibited inward rectifi-
cation in most of the physiological rango of the sub-
threshold response (Usan 1990, 1950. Fitting of 1-V 
piot in Fig, 1C needed a 6th-order polynomial. Aftcr 
correction for different holding potentials (cf. Fig. 1A 
and 13), a clase superimposition of ramp and step 1-V 
plots was achieved (Fig. 1C), A small discrepancy occurs 
at less negative potentials. The reason for this is olear by 
noting that most depolarized responses in Fig. 1B ex-
hibit a continuous ramp-like depolarization during con-

Fig. 2A-C Response of slightly rectifying neuron: 1-V plots using 
ramps and steps. A Response to current ramp; B responses to 
current steps. C Superimposed 	voltage response lo as- 
cending ramp in A is plotted against current (dots). Contimious line 
is the polynomial regression: Voltage responses measured at the 
end of the stimulus in B (éinpt y cirdes) are plotted against magni-
tude of current 'stens.. RN(40mV).-- 42 Mi 
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3A--I) Analysis of the 
subthreshold response. 
A Suhthreshold response: 
B threshold response. 
Horizontal line in A and II 
corresponds 	O mV, 
C Subthreshold ascending 
and deseending I-V plot. 
Ilysteresis is only present 
in the depolarizing rango. 
D Threshold 1-V plot 

Fig. 4A-13 Tetrodotoxiti (77X) effeets on theramp response, A A 
train of • action potentials • is evciked by a suprathreshold ratrip 
current. II TTX (1 uM) hlocked the firing of action potentials oren 
if a stronger stimulus was given, However, during a. strong 
• suprathreshold stimulation a fasta. repolarization • was elictited  

during the deseending response. C,D In a few neurons, a TTX-re- 
sistant (1 1.114 TTX) (C) and Cd2'. -sensitíve (50 tM Cd2 	(I)) 
spike could also be elieited. Note that the repolarization during 
the deseending rally was also sensitive to Cd24  (1)) 
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5A-1-1 4-Arninopyridine-
(4,111-sensitive conductances 
contribute to the subthreshold 
response. A Control, arrow in-
dicates the beginning of the 
last ascending voltage trajec-
tory. 13 TTX pM) abolished 
tering oven if stimulus was 
stronger. tiowever, TTX did 
not change most of the sub-
threshold response: hoth last 
voltage trajectory and inward 
rectification are still present. 
C,D 4AP (1 mM) blocked the 
last voltage trajectory without 
altering inward rectification. 
TTX-resistant responses ap-
peared in the presence oí 
4AP: either local (C) or au-
toregenerative (D). Note 
strong afterhyperpolarizations 
after these responses. E.F 
Ni' (100µM) did not block 
the TTX-resistant events. 
('d'' (100 MM) hlocked the 
TTX-resistant events. II Su-
perimposition of ascending 1-
V plots from 11--D 
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stant current (Bargas et al. 1989; Nisenbaum et al. 1994). 
By just invcrting the axes, the 1-V plot in Fig. 1C agrees 
with 1-V plots obtained in voltage-clamp conditions 
ang and North 1991). 

in - contrast, 1-V plots in Fig. 2C, corresponding to the 
records in Figs. 2A and 13, arettlinost linear. They corre- 
spond lo a neuron which exhibited little inward rectifi-• 
cation. All neurons cxhihited some amount of rectifica-
tion. In general, 1-V plots were not fitted well by straight 
fines- (see Materials and methods). However, a quadratic 
functión was enough for the cell in Fig. 2. As superimpo
sitions show, there were no significant differences be-
tween slope-RN  values measured atter steps or ramps 
(see Materials and methods); provided that the ramps 
lasted several hundrcds of. milliseconds. In .spite of the 
variability in the amount of inward rectification be- 
tween neurons, the RN(- 70). 	was unimodal. 
and intermediate cases could Ñ  round between strongly 
rectifying (Fig. 1) and weakly rectifying neurons (Fig. 2). 
Therefore, data - from different neurons were combined:  

R N( 70 InV; mean + SEM) was 58 ± 4 Mg/ (modal num- 
ber 	range 20-97; n 49). 

When subthreshold responses from strongly rectify-
ing neurons were analyzed, a very reproducible picture 
was obtained (Ir> 25). This is shown in Figs. 3A and B, 
for subthreshold and threshoid responses, respectively. 
Plots in Figs. 3C and D illustrate the corresponding 1-V 
plots. Inward rectification was seen as deviations from 
linearity that almost occurred in a piecewise fashion. 
That is, several voltage trajectories could be fitted with 
separate straight fines (dashed numbered fines in 
Fig. 3A). These trajectories were separated from each 
other by sitdden transitions (corners signaled by arrows 
in Fig. 3A). From lett to right, transitions during the 
ascending ratnp occurred at ca. -- 70, —60, and 
—50 mV. The trajectory from —70 to —60 mV (be-
tween the first two arrows) could not be fitted by a 
straight line. Each transition indicated an mercase in 
apparent slope-RT,4  , and, therefore, it might signa' the 
participation of different ion conductances during sub- 
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threshold depolarizations (Jack et al. 1975; lienson and 
Adams 1987). This subthreshold response was typical of 
many neurons (see most other figures). It rnimics the 
activation recorded in vivo (Wilson 1992). It suggest 
that synaptic responses occurring in this voltage range 
would be the subject of modification by intrinsic con-
ductances and that simple linear summation of synaptie 
inputs is very unlikely. Repolarizing trajectories during 
descending ramps (dashed lines 4-6 in Fig. 3A) were al-
most a mirror image of upward trajectories. However, 
note that downward arrow in Fig. 3A signals the end of 
depolarizing current. Note that voltage kept rising, after 
the arrow, while the current ramp was already failing. 
This suggests that inward currents remained active op-
posing repolarization. This caused counterclockwise 
hysteresis in the depolarizing portion of the 1-V plot 
(Fig. 3C, arrows foil" time direction). Neurons los' 
!heir counterclockwise hysteresis (Fig. 	after 
(plot not shown, but see Figs. 5B, 613). This correla tes 
with TTX effects on inward rectification (lining. current 
steps (largas et al. 1989; Nisen batan et al. 1994). There-
fore, these observations suggest that inward rectifica-
tion has a Na componen!. 

Can the other hand, note that the last voltage trajecto-
ry during the ascending ramp response (nuinber 3 in 
Fig. 3A) exhibits a smatler slope than the previous ira-
jectory (number 2). This suggests coactivation and pre-
dominance of outward currents during this stage. In- 

wird rectification predominates during most of the sub-
threshold depolarization, but apparent slope-R N  de-
creases, and the predominan' response becomes out-
ward rectification, at a narrow voltage range just below 
firing threshold. 

Activation of action potentials induced a fast repo-
larization and afterpotential during the descending 
ramp response (Fig. 313; Pineda et al. 1992). This almost 
abolished hysteresis (Fig. 3D). Therefore, activation of 
conductances al the suprathreshold leve! changed the 
repolarizing response. Firing threshold for action po-
tential generation was ca. ---45 mV in this case. Comise-
quently, in arder to restrict our analysis to the sub-
threshold response, it was restricted to the ascending 
1-V plot. 

Figure 4A illustrates the firing of action potentials at 
the top of a ratnp response in another neuron. Note that 
repetitive firing (Fig. 4A) was completely blocked after 
1 ItM TTX (Fig. 413), even if stimulus strength was in-
creased. However, during suprathreshold stimulation in 
the presence of TTX, a fas! repolarization a ppeared dur-
ing the descending ramp (Fig, 413). ft was similar to the 
afterpotential shown in Fig. 313, gut it was not preceded 
by regenerative potentials. Nonetheless, this same stim-
ulus could elicit, on some occasions, a. TTX-resistant 
(Fig. 4C), Cd'-sensitive spike (50-100 liM; Fig. 4D) in 
two out of ten neurons. The threshold for TTX-resistant 
regenerative events was between — 30 and —35 mV in 

Fig. 6A-4' Subthreshold re-
sponse has tetraethylammoni-
um- (7E/1)-sensitive condttc-
lances. A Control; li tetrodo-
loxin (I p114 TTX) blocked ter-
ing but did not block most of 
the subthreshold inward recti-
(icalion. C Addition of 5 rnM 
TEA in the presence of I tiM 
TTX increased the slope of 
the ramp response over the 
whole subthreshold voltage 
range. Ilowever, TEA did noi 
block the las! voltage t rajecto-
ry (beginning al arrow). Note 

-a TTX-resislant local response 
during TEA. 1) A TTX-resis- 
tan' 	polenlial was 
evoked at ihe descending 
ramp during TI1A application. 
E Superimposed t-V plois (for 
A-C) revealed that Na ' • con-
duelanee contributes very Ill-
tic lo inward rectificalion as 
compared to T1.1A-sensitive 
conductances. •F Frequency-
intensity plot (F-1 plot) for 
record in A. Same stimulus 
strength was used in ilii 	• 
rrii mes 
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these conclitions. This is more positiva than the thresh-
old for Ca' currents in voltage-clamp conditions (Bar-
gas et al. 1994). The repolarization during the descend-
ing ramp was also sensitive to Cc!' (Fig. 4D). As a pre-
vious report has shown that a part of the afterpotential 
is Ca2 +-activated (Pineda et al. 1992), these observa-
tions suggest that activation of Caz'-currents and 
Caz  -dependent outward currents may be present in 
the ramp depolarization even in the absence of regener-
ative responses, as in Fig. 4B. However, note that in 
order to elicit such responses, a stimulus higher than the 
threshold for firing was used. 

Actions of ion conductance blockers 

Ion channel antagonists moclilied the subthreshold re-
sponse in different ways. As shown in Fig. 5A and 13, 
most of the subthreshold response was unchanged after 
firing blockade by 1 µM TTX . This means that the 
main contributor for inward rectification is not a Na 
conductance. Also, the last voltage trajectory occurring 

.at 	54 mV (arrow in Fig. 5A or number 3 in Fig. 3A) 
remained unchanged in the presence of TTX, even if• a 
stronger suprathreshold stimulus was applied (cf. 
Fig. 5B, G with 5A). Threshold for action potentials in 
Fig. 5A was —43 mV. Thus, outward, not inward cur-
rents predominate during the last voltage trajectory, 
even if inward currents are also present (as shown in 
Fig. 3A—C). 

9,15 

It was the addition of 1 mM 4-AP that abolished the 
last voltage trajectory during the ascending ramp re-
sponse (Fig. 5C,D). Local and autoregenerative TTX-
resistant events were evoked in its place. However, 4-AP 
did not affect inward rectification in the rest of the sub-
threshold response. Characteristically, TTX-resistant 
events appeared during the ascending, not the descend-
ing ramp. This occurred at different stimulus strengths. 
Threshold for TTX-resistant events was between —45 
and --40 rnV in the presence of 4-AP. This shows that 
4-AP lowers the threshold for TTX-resistant events (see 
Fig. 4C). Further, threshold for TTX-resistant events 
now coincides with activation voltage for Ca' currents 
during voltage clamp (Burgas et al. 1994). Note also that 
regenerative responses were followed by strong repolar-
izations and afterhyperpolarizations (AIIPs). AHPs 
were manifest as a strong outward rectification with al-
most zero slope, whether the ramp was going up or 
down (Fig. 513,F). These action potentials and AHPs 
were not blocked by 100 µM Ni2-# (Fig. 5E,F), but they 
were blocked by 100 µM U2 " (Fig. 50). This argues in 
favor of high voltage-activated (HVA) Ca conductances 

Fig. 7A—D Apamin-sensitive conductances do not contribute to 
the subthreshold response. A Control firing; firing during 1 
apamin application. Note increase in firing frequency for the same 
stimulus. C Ascending 	plots before and during apamin -appli- 
cation were not significantly different. U Apamin increased firing 
for the same current, but clockwise hysteresis was still present 
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undcrlying there events. Also, ramp responses showed 
that 4-AP-insensitve outward rectification is in parí 
Ca'-dependent (see also Fig. 4). Flowever, a 4-AP-re-
sistant and Caz  + -indepertdent outward rectification was 
disclosed during Cc12 ' blockade (Fig. 5G), A superim-
position of ascending 1-V plots for records in Fig. 5B,C, 
and Cr is illustrated in Fig. 511. Note that the Impact of 
4-AP (1 mM) blockade was only apparent al the last 
voltage trajectory. 

Figure 6 shows the effects of another outward current 
blocker: TEA (5 mM), lnterestingly, its actions were dif-
ferent than 4-AP actions in severa! respects. The control 
record in Fig. 6A shows repetitivo firing (threshold 
--44 inV), readily abolished by 1µM TTX (Fig. 613). in 
ibis case, the stimulus strength was maintained 
throughout the experiment. Note again that, in most of 
the subthreshold voltage range, there were no notice-
able changes in the amount of inward rectification with 
TTX, Superimposition of 1-V plots shows that the con- 
tribution of TTX-sensitive currents was 	lo a 
range just below threshold voltage (Fig. 6E). Addition of 
5 mM TEA in the presence of 1 I.IM TTX increased the 
slope of the ascending ramp response over the whole 
subthreshold voltage range (Figs. 6C, D-F.). Thus, TEA-
sensitive channels are main contributors lo inward rec-
tification. Noticeably, the last 4-AP-sensitive voltage 
trajectory, was not blocked by TEA (beginning at arrow 
in Fig, 6C). However, it was displaced to more depolar-
ized rnembrane potentials (arrow at 42 inV). As with 
4-AP, TTX-resistant local (Fig. 6C) and regenerative  

events (Fig. 6D) could be evoked during TEA. Flowever, 
broad (50 ms) ovcrshooting action potentials wouid 
characteristically Eire during descending, not ascending, 
ramps (cf. Figs. 51) and 6D). Again, there TTX-resistant 
events were blocked by 100 p.M Cd2 +, and not by 
100 tM Ni' (data not shown). Thcir threshold was 
around -- 33 mV. This mearas that TEA does not affect 
the threshold for Ca' events as much as 4-AP does. 
Note that TEA-insensitive AllPs and repolarizations 
follow the TTX-resistant events. 

Superimposed I-V plots for this experirnent are 
shown in Fig. 6E. A typical relation between firing fre-
quency and ramp current (F-I piel) is shown in Fig, 6F. 
Note that hysteresis for the F-1 plot was clockwise. This 
reflects the activation of suprathreshold outward cur-
rent% (Jahnsen and Llinás 1984; Jahnsen 1986; Yaroin 
and Llinás 1987). 

From the aboye results it can be predicted that, if the 
action of ion blockers reflects the blockage of sub-. 
threshold conductances, Chen a compound which main-
ly affects conductances generated as a product of action 
potential firing (suprathreshold) should not he reflected 
on the ascending ramp. This prediction is correa as 
shown in Fig, 7, where 1-V 1-dots (Fig. 7C) taken before 

Fig. 8A—C Cs sensitivo conductances contribute to inward reo-
tifieation at the most negativo voltage range. .A Control; I3 addi-
tion of 5 mM Cs increased slope-RN  at the most hyperpolarized 
range. C Superimposed l-V plots show the blockage of inward 
reetifiezttion at hyperpolarized potentials 	• 
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(Fig. 7A) and during application of 1 pM aparnin 
(Fig. 7B), superimpose closely. Nonetheless, records and 
F-I plots (Fig. 7D) show that apamin did increase the 
current to frequency transduction (Pineda et al. 1992). 
Therefore, ascending ramp responses only reflect the Ac-
tion of subthreshold activated ion conductances. 

The action of TEA in all the subthreshold voltage 
range (Fig. 6E) suggests the presence of conductances 
activated by hyperpolarization, Some of these conduc-
tances are sensitive to TEA (e.g., Stelling and Jacob 
1992). These conductances would be main contributors 
Lo inward rectification (Jiang and North 1991). Another 
blocker for these conductances is Cs administered ex-
tracellularly, As shown in Fig. 8, 5 mM Cs+ mainly af-
fected the most negative voltage range of the sub-
threshold response. At these potentials, a drarnatic in-
crease in slope-R N  occurred (cf. Fig. 8A and 13 and see 
1-V plots in C). Neither the firing frequency (Fig, 8A,13) 
nor the subthreshold response at relatively more posi- 
tive potentials had great changos during 	applica- 
tion. Hyperpolarizing response during Cs 4  application 
was not symmetric (Fig. 8B; Stelling and Jacob 1992), 
and at relatively more positive potentials the effects of 
es ' progressively decayed (up to 70 mV). 

From the aboye experiments one can conclude that 
several ion conductances contribute to make up the 
subthreshold response in diese cells. Some of them may 
be transient conductances as described for 4-AP-sensi-
tive conductances (Surmeier el al. 1988, 1991; Bargas et 
al. 1989; Niscnbaum et al, 1994). !l'Ibis is so, thcy would 
contribute differentially tú Ring patterns depending on 
previous me.mbrane potenlial. To test this hypothesis, 
firing was evoked after ramps beginning at two different 
holding potentials: —80 and 60 mV. Figure 9 shows 
that the input to output relationship changed depend-
ing on previous merribrane potential, F-1 slope in-
creased with inembrane depolarization and firing re-
sponse was facilitated for the same stimulus strength. 
This is expected if some contributing outward currents 
were inactivating (Bargas et al. 1989; Pineda et al. 1992; 
Nisenbaum et al. 1994). However, the lowest recorded 

Fig, 9 ['Hug evoked from different holding potentials. 141, tre-
quency-intensity plots; right, corresponding voltage records (in 
Chis case stimulus current is at the bottoni) 

frequency was similar at the two potentials 	25 Hz), 
oven if the stimulus current was different. The lowest 
recorded frequency depends on the slope of the ramp 
stimulus (not analyzed here). 

Disuado§ 

In this work, the responses to ramp currents mimicking 
the timing of physiological activation (see Wilson 1992) 
were used to anaiyze subthreshold membrane respon-
sivertess. A main conclusion is that several ion conduc-
lances contribute to subthreshold depolarizations of 
Chis sore, Therefore, these conductances probably shape 
physiological synaptic activation. 

Evidence was round for the presence of TTX-, C42  
4-AP-, TEA- and Csi"-sensitive conductances in the 
subthreshold range. However, their contribution and 
voltage range of action were very different. These differ-
ent ion conductances could work in concert, opposing 
or modulating each other, to adjust or preset the input-
output function of the neuron for a given stimulus. It is 
likely that conductances described in voltage-clamp 
studies as being selectively blocked by the blockers used 
here (Surmeier et al. 1988, 1991, 1992; Bargas et al. 
1991b, 1994; Ogata and Tatebayashi 1990; Jiang and 
North 1991) could be responsíble for this presetting or 
adjustment. Consequently, this adjustment could be 
regulated by the transmitters that modulate these con-
ductances (Akins et al 1990; Surmeier et al. 1992, 1993; 
Pacheco-Cano et al. 1993; Pineda et al. 1993). In this 
respect, the present experiments describe the character-
istic response before and after some of the contributing 
conductances are blocked. Therefore, wc can now com-
pare the effects of blockers with those produced by 
transmitters. • This permits us to .better interpret the 
modulatory actions of transmitters on fixing and synap- 
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tically driver depolarizations (e.g.. Pacheco-Cano et al, 
1993), 

Ion eonductances participating in slow 
depolarizatkms 

Most probably, we always recorded from spiny projec-
tion neurons (e.g. Chang et al. 1982; Wilson 1990; ahí 
hiocytin-injected neurons in this sample were medium 
spiny; n > 25). As slope-R N  depends on membrane po-
tential in any given neuron, RN  reponed hure was al-
ways evaluated at —70 mV (see Materials and meth-
ocls). A unimodal distribution was obtained (see Re-
sults); nevertheless, variation in the amount of inward 
rectification was considerable, from neuron to neuron, 
ander the same recording conditions. Thus, until more 
data is avaitable, this variability can be seen as arising 
from a single neuronal population. As has been indicat-
cd previously, 1-V plots and RN measurements also dif-
fer, depending up on recording techniques and condi-
tions (l3argas et al. 1988; Storni 1990). These differcnces 
cannot he attributed just to lesions (Storni 1990). The 
loss or variation' in any source ofsubthreshold rectifica-
(ron will result in a different 1-V piot and RN (Benson 
and Adams 1987). And as diese observations show, 
rnany types of conductance contribute to the sub-
threshold response. For example, in many cells, a sub-
stantial pan of the inward rectification is lost during. 
whole-eell recordings if precautions are not taken (e.g., 
Stelling and Jacob 1992). 

Ratnp responses exhibited complex but reproducible 
charges in voltage trajectory (Fig. 3). Cs' and TEA 
blocking actions (Figs. 6, 8; e.g,,,Hille 1992; Stelling and 
Jacob 1992; Yarom and Llinás 1987) suggest that con-
ductances activated by hyperpolarization predominate 
al relatively negative potentials. These conductances de-
activate al 70 to —65 mV, Accordingly, voltage rate 
of risa increased (Figs. 2, 3, 5, 6) when the depolarization 
reached this levet. In fact, the steepest slope-R N  was ob-
tained when the rarnp response reached potentials be- 
'meco 	65 and —50 mV. Neither TTX nor 
changed the slope of the 1-V plot in ibis voltage range 
(Figs. 5, 6). Therefore, we conclude that subthreshold 
rectificacion largely representa the closing of inward rec-
tifier channels (Wilson 1992). This is in agreement with 
bol h voltage-clamp measurements Wang and North 
1991) and Cs action, which declined around —'70 niV 
(Fig. 8). 

However, by comparing the actions of TEA and Cs - ' , 
it is evident that TEA also increased slope-R N  at poten- 
tials between —.70 and — 50 mV (Fig. 6). Indeed, TEA.  
was the only blocker that acted in Ibis potential range. 
This suggests that SOIlle, yct undescribed, TEA-sensitive 
conductance plays a role in this voltage range of the 
subthreshold response in these cells. Evidence of cholin-
ergic agents increasing the slope-RN  in this potential 
range have been reponed (Pineda el al. 1993). 

A sudden drop in slope-R N  occurred when the ramp -
response surpassed potentials more positive than — 55  

or 	50 mV. This marks the beginning of the lasa voltage 
trajectory before reaching liring threshold (Fig. 3, 
dashed-line 3; and Figs. 2, 5, 6). A decrease in slope-R N  
indicates a predoininant activation of outward current~ 
in this voltage range. Remarkably, TEA increased 
slope-R N  in tnost of the subthreshold range, but it did 
not block this lasa voltage trajectory (Fig. 6). However, 
the hist voltage trajectory during the ascending rarnp 
response was hlocked by 4-AP (Fig. 5). The concentra-
(ion of 4-AP used (1 mM) would partially affect fast 
transient outward currents and completely block slow 
transient outward currents (Surrneier et al. 1991; Nisen-
baum et al. 1994). This hist voltage trajectory is not 
readily seen on steady-state 1-V plots obtained with cur-
rent steps (e.g., Fig. 1). The participation of transient 
outward currents at this voltage range is also supported 
by the observation that holding potential modifies the 
gain of the F-1 function (Fig, 9). It is also compatible 
with the slow inactivation kinetics reponed for a Class of 
these currents (Surmeier et al. 1991; Nisenbaum et al. 
1994). Therefore, the present observations suggest that 
4-AP-sensitive conductances do play a significant role 
in input integration, even when the stimuli is made up of 
slow ramp depolarizations, as in in vivo conditions. De-
polarizing episodes much longer than 1 s would be 
needed to elude the escape of the transient outward cur-
ren ts. 

However, in spite of the outward current predorni-
nance in the Last voltage trajectory, a role for inward 
currents was also evident. Both 1-V counterclockwise 
hysteresis (Fig. 3) and TTX reduction of slope-RN  
(Fig. 6E) suggest Na+ participation. 

Qn the other fand, fast, Cd"-sensitive repolariza-
tions suggest .ealeium entry (Fig. 4B-D). They occur 
even in the absence of regenerative events (Fig. 41). Al-
so, when potassium currents are blocked with 4-AP, 
TTX-resistant local responses and action potentials are 
diseloled. They are accompanied by .fast repolarizations 
and AH Ps. Ali these events are bloeked by micromolar 
Cd" and not by micromolar Niza. -Therefore, the),  
should be produced by high voltage activated (1-1VA) 
Ca'' - '-  currents (Burgas et al. 1991, 1994). The threshold 
for Ca' - .and Ca"-dependent events is very near the 
tering threshold for Na' .action potentials. Moreover, 
they require stronger stimuli iban those neecled to real 
the tering threshold (cf. Figs. 41 and 513), Therefore,-t heir 
contribution to the - subthreshold response is difficult to 
evaluate. Nonetheless, the lack of action of apamin dur-• 
int; depolarizing ramp responses (Fig. 7) suggests that 
the role of Ca' -activated currents ís  mainly • accom.. 
plished at suprathreshold voltage levels. 

Note that changes in trajectory (e.g., Fig. 3) during 
the ramp responses do not exactly match voltage 
thresholds reported for described conductances tising 
step-like stimuli or voltage-clamp conditions (Barbas et 
al. 1989, 1991b; Surmeier et al. 1988, 1991; Nísenbaum 
et al. 1994). This is expected because düring very slow 
depolarizations all conductances act sequentially and in 
concert, cuete influenced by the others. Except for the 
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fact that physiological synaptic integra tion comes main-
ly from dendrites, a slow ramp depolarization would 
represent more closely the physiological excitation that 
these neurons exhibit in vivo. 

in conclusion, the present experiments investigated 
the contribution of subthreshold conductances during 
responses that mimicked the timing of physiological ac-
tivation and compartid them with traditional step-iike 
responses. On the une hand, the results show that the 
correspondence of the i-V piuts obtained by the two 
methods was clase enough to be confident that rarnp 
responses give a good idea of both R N  and the amount 
of rectification. On the other hand, ion blockers evi-
denced that slow subthreshold responses might be very 
complex. At the very least, severa' potassium and sodi-
um conductances contribute to these responses and, 
thus, are likely to modify the transformation of synaptic 
inputs Info firing of action potential trains. 
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Abstract Intracellular recordings in in vitro slicc prepa-
rations of rat brain were used to compare the actions of 
dopamine and dopamine receptor agonists on the sub-
threshold membrane properties of neostriatal neurons. A 
reproducible response for dopaminergic agonists was 
evoked after firing produced by current ramp injections 
that induced a subthreshold voltage displacernent. Dopa-
mine (10-100 1.1/1) decreased both firing rata and mem-
brane slope input resistance in virtually al) cells tested. 
Input resistance change appeared as an increase in in-
ward rectification. Approximate reversa! potential was 
around —87 mV. The DI  receptor agonists SKF 38393 
and Cl-APB (1--10 1.1M) ntimicked both dopamine effects 
with a reversa! potential around —89 mV. The effects 
were blocked by the presence of 5-10 mM caesium (Cs+) 
but not by 1 tM tetrodotoxin, suggesting that main Di  
effects on input resistance are due to subthreshold Cs*-
sensitive conductances. cAMP analogues mimicked the 
actions of Di  receptor agonists. The D2 agonist, quinpi-
role (1-10 1M), did not produce any input resistance 
change, nonetheless, it still produced a decrease in firing 
rate, This suggests that the main D2  effect on firing is 
due to actions on suprathreshold ion conductances. M1 
cffects were blocked by Di  and D2 antagonists. respec-
tively. Di  or D2  effects were found in the majority of 
cells tested. 

Key words Neostriatum • Dopamine • Brain dices 
Inward rectification • firing pattern 

lntroductlon 

Dopamine actions are still controversia!, especially in the 
neostriatum. Different types of dopamine rcceptors may 
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Tel.: +525 622-5621, Fax: +525 622-5607, 
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be presten en the same neuron (Civelli et al. 1991; Siblcy 
and Monsma 1992; Surmeier ct al. 1993). Each receptor 
may have different functions (Sibley and Monstna 1992; 
McGeer and McGeer 1993; Surmeier and Kitai 1993), 
and voltage-clamp analysis describes simultaneous dopa-
mine actions on both inward and outward currents of the 
same neuronal type (Freedman and Weight 1988; Sur-
meier and Kitai 1993; Greif et al. 1995; Surmeier et al. 
1995). Sometimes dopamine would act te dccrease and 
increase the same outward current depending on the type 
of receptor activated (Surmeier and Kitai 1993). Addi-
tionally, a calcium inward current may be facilitated at 
suprathreshold potential leveis (Surmeier et al. 1995), 

To know which of these actions predorninates, or how 
• different actions are Integrated to assemble the actual 

cell response, current-clamp analysis is needed. Howev. 
er, intracellular recordings have nal given a clear and re-
producible picture. Di  and D2 receptor agonists have 
been reported to be excitatory, inhibitory or ineffective in 
modulating membrane potential in spiny neurons (Herr-
ling and Hu11 1980; Uchimura et al. 1986; Akaike et al. 
1987; Calabresi et al. 1987). Using steady rectangular 
current pulses as stimulus, dopamine produced either an 
inhibition of the evoked action potentiats (Calabresi ct al. 
1987; Akaike et al. 1987) or an increase in the number of 
spikes accompanied by inhibition of the afterpotential 
(Akaike et al. 1987; Rutherford et al. 1988). Also, the ac-
tion of dopamine on synaptic excitation depends en the 
type of glutamate receptor activated (Cepcda et al. 
1993). A part of these actions rnay be presynaptic (Ca-
labresi et al. 1987; Floran et al. 1987; Garcia-Munoz et 
al. 1991). 

A question arises about the reason for thcse varied 
and sometimes contradietory results. On the ene hand, 
current-clamp experiments do not normally control the 
rnembrane potential at which the experiments are done, 
and modulatory actions may vary according to chis vari-
able (e.g. Surmeier and Kitai 1993). On the other hand, 
the different responses round may correspond either to 
different receptor subtypes found in different cell classes 
(Gerfen 1992) or to different receptors found in the same 
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class oí spiny neuron recorded undcr quite dilfcrent ex-

perimental conditions (Surnwier et al. 1993). Et is 

eult to scparate these possibilities. 

A way to make sense of multiple responses in current-

clamp conditions would be to find a predominant re-

sponse depending on different potential lcvels. The hy. 
pothesis would be that at a given membrane potential, 
global response may appcar as reproducible and consis-
tent, whercas receptor heterogeneity is responsible for 
the fine tuning. However, at another potential level this 
global response may change. This possibility is impor-
tant since many transmit(ers possess different types of 

rcccptors on the same target cells, and different neuronal 
types may have various firing patterns depending on the 

potential level. 
Therefore, ibis work focused on the actions of dopa-

mine at the subthreshold potential leve' only. Its aims 
were first lo see whether a reproducible meinbrane re-
sponse for dopamíne receptor agonists could be found at. 

this level, and second to see whether the actions of D i  

and 02  receptor agonists can be differentiated from cach 
other in spiny neurons. 

'ro screcn the subthreshold potential levet in current-
clamp conditions a rarnp depolarization was found to be 

suitable (Galarraga et al. 1994). Dopamine action on the 
response to such a,stimulus was very reproducible, and 
the results suggest that subthreshold conductances make 
a large contribution to the global responso to doparnine. 
In addition, we found that virtually all spiny neurons 
tested responded ha both D i  and D2  receptor agonists an-
der these conditions, and that these agonists could be dif-
ferentiated in. [heir mode of action, although most proba-
bly thcy act synergistically on a single neuron. A prelim-
inary report of this work has been published (Pacheco-
Cano et al.. 1993). 

Materlals and methods 

Our protocol follows the Principies of laboratory animal core 
(N111 publicaiion no. 86-23, revisad 1985) for animal cate and has 
been descrihed previously ("largas et al. 1988). Briefly, brain slic-
es were obtained from albino Wistar raes that had been dceply an-
aesthetized and decapitated, Sagittal brain slices 400 pm thick 
coniaining the neostriatum were obtained with a vibratorne and in-
cubaicd (1 h, room temperature) until transferred to a recording 
chamber. The superfusión salino saturated with 95% 02  and 5% 
CO2  consisied of (in mM): 120 NaCi; 3 KCI, 25 Na1iCO3, 2 
CaC12, 1 MgCl2, 11 glucose, and 0,1% wlv of ascórbic acid (os-
molarity adjusied with glucose to 300 mosmo1/1; p1-1 7.4). Dopa-
mine, Di  and D2  agenists (SKF 38393, SKF 82958, i.e. Cl-APrii 
and quinpirole) and the corresponding antagonists (haloperidol, 
SCH 23390 and sulpiride)"(RBI) were all freshly prepare(' before 
cach experiment and added from weakly acidic (p1i<4) stock soln-
dans. Tetrodoroxin (TTX; Sigma) was added from stock solutions. 
Stock solutions of 2-0-dibutyryladenosine 	 monophos- 
phate (db-cAMP; Sigma) were frozen; aliquots were thawed be-
fore adrninistration and added to the superfusion solution. 

IntracelMar recordings were protected from light and per-
formed with microelectrodes filled with hiocytin (Sigma, 1-2%) in 
3 M polassium acetate. Electrodo d,c. resistances rangcd from 80 
to 120 ML. Convencional intracellular techniques used a high 
put impedance electrometer with an active bridge cireult, Stimula-
tion consiste(' of intracellular injections of current ramps (0.5-1  

HA/s). A hyperpolati¿ing bimp 	 de pol inizing une, "- b us.  
cominuous depolarization was achievecl betwecn vcry hyperpo-

larized ro lather &polar zed membrane potentials (from around 
-.100 rnV tu around —40 mV). This allowed us to explore a iarge 
range of subthreshold ine.mbranc potentials in bridge mode. fíate 
of voltage change was around I mV/ras. Froin this protocol, volt 
age versus lime as well as current versus voltage (I-V) plots could 
he obtained (Galarraga et al. 1994; Pineda et al. 1995). Sincc the 
same tate of change of current was used lo compare di ffercnt con. 
(finolis, changes in the rale of ehangc of the voltage response were 
directly interpreted as membrane conduclance changes (i.e. chang. 
es  in siope input resistanee: Jack ct al. 1975; Benson and Adams 
1987; Galarraga el al. 1994). Atter recordings, neurons wcre in-
jected with hiocytin. Sliccs containing injected neurons were pro-
eessed with the ABC-11RP method for serial reconstruction as pre-
viously dcscribcd(e.g. Flores-Hernández. et  al. 1994). 

Ali experíments were paired. Records in the presence and ab-
senee of agonists wcre compare(' in the sarne neurons. Therefore, 
IllCiIIIS, mediaras and SEM are reported, and statistical tremolen' 
was norbparainetrie (Wiieoxon's T test), Comparisorts of reversal 
potentials were illustrated with box plots (for a discussion on box 
plots see "largas et al. 1994), 

Results 

The action of dopaniine receptor agonists 
al the subthreshold level 

Firty-eight mediunt spiny neurons were intracellularly 
recorded and 40 of [hen were intracellularly labelled for 
Chis study. Ali of íbera were medium spiny projection 
neurons (e.g. Flores-Hernández et al. 1994). Subthresh-
old responses to current rarnp stimulation in these cells 
have been characterized previously (Galarraga et al. 
1994). As shown in Fig. 1, dopaniine (10-100 1.1M; 
ir=10) (Fig. 1A) as well as Di  (1-10 1.tM; n=10) 
(Fig. 1B) and D2  (1-10 MM; or=ó) (Fig. 1C) receptor ago-
nists decreased the firing response lo depolarizing ramps. 
The decrease in firing frequency in response to dopa-
mine receptor agonists was very reproducible. Ti was 
present in all neurons tested using diverse variations of 
the rarnp stimulus (n=19 for dopamine, or=24 for DI  and 
/1=15 for D2  receptor agonists), and also using step depo-
larization (not shown, but see Calabresi et al. 1987; Aka-
ike et al. 1987). The responses to Cl-APB (SKF 82958) 
and tu SKF 38393 (Fig. 1B), full D I  receptor agonists, 
were indistinguishable from cach other. The responses to 
dopamine, D I  receptor agonists or D2  receptor agonists 
were lost when 10 µNI haloperidol, 10 1.111d SCH 23390 
or 10 IIM sulpiride, respectively, were added to the su-
perfusion salirte. On sorne occasions the D i  response was 
tested in the presence of D2  antagonist, and vire versa. 
This manoeuvre did not change the basic response to 
cach. agonist. These dopaminergic responses were seen 
after 5-10 min of s'ice superfusion (2 ml/min) and were 
hardly reversed atter 30 min of washing. 

If aseending portions of the rarnp responses are plot-
ted against injected current, cuasi steady-state current 
voltage relationships (I-V plots) can be obtained (Galar-
raga et al. 1994). Examples are shown in Fig. 2, which 
shows superimpositions of I-V plots before and in the 
presence of dopatnine and doparnine receptor agonists 
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Fig. 1A—C Dopamine receptor agonists inhibit firing. A Action of 
doparnine on the firing response to a ramp of current. Uft: Control 
response (current aboye and voltage response below, in this and en 
similar frames). Right: In the presence of 10 pM doparnine firing 
is Inhibited. ti Action of the Di  receptor agonist SKF 38393. Lett: 
Control response. Right: In the presence of 10 pM SKI' 38393. 
The response was Identical in the case of 1 01 SKF 38393 or 
1-10 pM C1-APB (SKF 82958); not shown. C Action of the D2  re-
ceptor agonist quinpirole. telt: Control response. Right: In the 
presence of 10 pM quinpirole 

(taken from the records in Fig, 1). Dopamine and D i  re-
ceptor agonists &crease neuRmal input resistance (Fig, 
2,1,13), as can be seen by a change in the slope of the 1-V 
plot iiurirlg administration of the agonists (Jack el al. 
1975). In fact, 1-V plots before and during the adminis-
tration of dopamine or D I  receptor agonists cross each 
other (Fig. 2A,13). This effect persists in the presence of 
1 14 TI"X (Fig. 3D), which is more than enough to 
abolish firing (e.g. I3argas ea al. 1989) (Fig, 3A). This 
suggests that dopamine's effect on input resistance in 
most subthreshold range (Fig. 3A) is no' doe to a de-
crease in sodium conductance (set alca Galarraga et 
1994). This result in the presence of Trx also suggests 
that doparnine agonists are acting directly on the post-
synaptic neurons. This change in input resistance was 
observed in 22 of 24 cells. On the other hand, a change 
in input resistance in the subthreshold voltage ruge was 
never seco in the presence of a D2  receptor agonist 
(n=15; Fig. 2C). 

1f the 1-V plot crossirtg point is taken ars out approxi-
mation of the apparent reversal poteotial for dopamíne's 
subthreshold action, it can be seca that it occurs with a 
relatively polarized membrane (Fig. 2A,B), so that 1-V 
plots run apart from each other over rnoSt of the sub-
threshold range. The values obtained (Fig. 2D) were he- 

Fig. 2A—D Current-voltage relationships ín the presence of dopa-
mine receptor agonists. The presence of 10-100 pM dopamine (A) 
and 1-10 pM SKF 38393 (U) decreases slope input resistance, i.e.. 
the siope of the 1-5,  function at negative potentials. I-V plots be-
fore and during administration of agonists cross each other. The 
response was identical in the case of 1-10 µM Cl-APB or 
1-10 pM 6-CI-PB. C The presence of 10 µM quinpirole does not 
decrease subthreshold slope input resistance at these concentra- 

1-V plata before and during administration of quinpirole 
never cross each other. The crossing points of the I-V plots sug-
gest that apparent reversal potentials for the action of dopamine 
agonists Occur far away from the threshold of any . NO condue-
lance: between —80 and —90 mV ((1(1„=3 mM). Same experiments 
as in Fig. I (points). COlitillUOUS litros are fitted polynomials (Ga-
larraga et al. 1994) 
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tween -80 and -90 mV, suggestive of a potassiurn con-
ductance as the main conductance involved. This is also 
true if agonists are applied in the presence of TTX 
(Fig. 3C) - which also argues against sodium being 
mainly responsible for this subthreshold action (Surmei-
er and Kitai 1993; Cepeda et al. 1995; Chao and Alzhei-
mor 1995). Moreover, slope input resistance change is 
more evident around the crossing point. At more positive 
subthreshold levels both I-V plots seem to run more in 
parallel, although I-V plots in the presence of 	ago- 
nists remain hyperpolarized with respect to the control 
(Fig. 2A,B). In fact, a sample of cells (n=12) recorded in 
the presence of dopamine or D1  agonists showed that I-V 
slopes between -.90 and -80 mV were (mean±SEM) 
39±6,6 (Mí) for controls and 25±5.7 (MQ) in the pres-
ence of dopamine or Di  agonists (mediaras 33 and 18, re-
spectively; P=0.003). However, at membrane potentials 
near action potential threshold, i.e. between -45 and 
-SS mV, the slopes were 61119 (Mil) for controls and 
57±9.1 (MI» in the presence of agonists (inedians 62 
and 52, respectively; P=0.051). This shows that the main 
subthreshold action of dopatnine and D I  receptor ago-
nists on input resistance is located at relatively negative 
potentials (Benson and Adatas 1987; Jack et al. 1975; 
Galarraga et al. 1994). Spiny neostriatal neurons posses 
caesium (Cs+)-sensitive inward rectifier acting at this 
voltage range (Galarraga et al. 1994; Nisenbaum and 
Wilson 1995). Therefore, we decided to test whether the 
action of dopatnine was sensitive to es+. 

Subthreshold action of dopamine D i  receptor agonists 
is Csl-sensitive 

Figure 4 illustrates the finding that 5-10 mM Csh com-
pletely blocks the decrease in firing response produced  

by dopamine or Di  receptor agonists (Fig. 4A,B). Note 
that Cs* blocks inward rectification at relatively negative 
potentials (Fig. 4A) (Galarraga et al. 1994; Nisenbaum 
and Wilson 1995), and that in the presence of Cs+, Di  re-
ceptor agonists, or dopamine, are no longer able to re-
duce slope input resistance (Fig. 4C). 

These results suggest that main subthreshold action of 
dopamine may be on a Cs+-sensitive conductance, i.e. it 
is probably involved in inward rectificador'. This global 
action could be sufficient to explain the reduction in fir-
ing rate produced by Di  receptor agonists (Benson and 
Adams 1987). And in fact, in live of six cells, dopamine 
or doparnine Di  receptor agonists increased rather than 
decreased the firing rate in the presence of Cs+ (e.g. 
Fig. 4). This result was- also obtained with depoiartzing 
current steps (not shown). In other words, dopamine ac-
tion turas out to be excitatory 'at depolarized potentials if 
the subthreshold Cs+-sensitive conductance has been 
blocked (see Discussion). The response to D2  receptor 
agonists was completely different. It reduced the firing 
rale without changing the cell's input resistance (Figs. 
1C, 2C). 

The action of dopaminergic agonists on subthreshold 
responsiveness is mimicked by a cAMP analogue 

The dopaminergic Di  receptor is known lo be linked to 
the protein kinase A (PKA) signalling system (Kebabian 
and Calne 1979; Sibley and 1VIonsma 1992; Strange 
1993; Surmeier et al. 1995). Thus, a cyclic AMP ana-
logue should be able to mimic dopaminergic actions, 
This is shown in Fig. 5. The analogue db-cAMP added to 
the superfusion solution at concentrations up to 500 ItM 
was able lo both reduce firing rate (cf. Fig. SA,B) and 
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Fig. SA— cAMP analogues mimic the actions of D i  receptor ag. 
onists. 	50001 dibutyryl cAMP decreases the firing response 
to a ram stimulus: C db-cAMP also decreases slope input resis-
lance al subthreshold potential leveis 

decrease slope input resistance (Fig, 5C) in ncostriatal 
neurons (n=4), 

it is noticeable that at higher concentrations, i.e. 
I mM, cAMP analogues may increase, not decrease fir-
ing (Galarraga et al. unpublished). In fact, they induce a  

slowinward current (Surmeier et al. 1995) whose action 
on firing at suprathreshold potentials is now a subject un-
der investigation. Nevertheless, note that this action is 
suprathresbold (Bargas et al. 1994; Galarraga et al. 1994; 
Surmeier et al. 1995); it occurs at depolarized membrane 
potentials, and does not occlude the subthreshold action 
described in the present work (liso see Discussion), 

DIscusslon 

Dopamine receptor agonists acting at subthreshold 
potential levels 

The experiments presented show that both dopamine D I  
and. D2  receptor agonists acted on practically all neostri-
atal cells which they were tested by reducing the firing 
frequency response to the same stimulus. The response 
was very reproducible when examined after depolarizing 
ramps that screened a wide subthreshold voltage range, 
beginning at very hyperpolarized potentials (Galarraga et 
al. 1994). Therefore, the two types of agonists may act 
synergistically on tnost occasions (Piornelli et al. 1991; 
Surmeicr et al. 1993) when the cells are at chis potential 
level. It is noteworthy that a reduction in firing rate to the 
same stimulus has been the most consistent finding re-
garding the action of dopamine agonists in most in vitro 
studies, whatevcr the type of stimulus used — current 
steps, synaptic and chemical (glutamate) (Uchimura ct 
al. 1986; Calabresi et al. 1987; Akaike et af, 1987; Cc- 



peda et al. 1993). As previously reported, the decreasc in 
firing is accornpanied by an increasc in firing threshold 
(Akaike et al. 1987) and an Mercase in the action poten-
tial afterhyperpolarization (Al-IP) (Hernández-López et 
al, 1996), Membrane potential in most studics has been 
relatively negative. 

The present experiments also show that, at saturating 
concentrations (Sibley and Monsma 1992; Strange 1993; 
Surmeier et al. 1993, 1995), D I  receptor agonists but not 
D2  receptor agonists were able to inimic dopamine's 
ability to reduce slope-input resistance at subthreshold 
potentials. The apparent reversal potential for Ibis DI  ac-
tion was neer the potassium cquilibrium potential. Even 
if the crossing point of the 1-V plots is only an approxi-
mation of the reversal potential, it sureiy makes the point 
of rejecting Na* as the only ion involved in the inhibi-
tion, because it is far away from the threshold of any 
known Na+ current in (hese Mis (Ogata and Tatebayashi 
1990; Surmeier and Kitai 1993; Cepeda et al. 1995; 
Chao and Alzheimer 1995). 1-V plots run apart from 
each other in mos( of the subthreshold range. Additional-
ly, (bis action on slope input resistance was suppressed 
by Cs+ (Fig. 2D). Taken together, the mos( parsimonious 
lnterpretatlon for the present data is that the main sub-
threshold effect of DI  receptor modulation could be dile 
to a facilitation, or change in voltage-dependence, of an 
ion conductance mainly permeable to K+. Since Cs* 
blocks inward rectification at this level (Galarraga et al. 
1994; Niscnbaum and Wilson 1995), it can be hypothe-
sized that D I  receptor agonists are acting on an inward 
rectifier at the subthreshold level. Alternatively, dopa-
mine may affect a leak channel. 

On the other hand, D2 receptor agonists decreased fir-
ing without changing input resistance apprcciably (Figs. 
1, 2), This suggests that channels activated by D2  recep-
tor agonists (Freedman and Weight 1988; Surmeier ct al. 
1993; Greif et al. 1995) on neostriatal neurons are not 
subthreshold. Altematively, they may be located in a dif-
ferent subset of neostriatal neurons (Greif et al. 1995). 
Additionally, the pharmacologically defined D2 action in 
the slice preparation may actually not be D2, but D3  or 
D4  (Sibley and Monsma 1992; Strange 1993), since acti-
vation of D2  receptors induce a decrease in input resis-
lance in other cell types (e.g, Lacey 1993). 

Previous studies have shown that depolarizations, hy-
perpolarizations, biphasic, or no responses may be ob-
tained during dopamine administration in current-clamp 
conditions (e.g. Herrling and Hull 1980; Uchimura et al. 
1986; Akaike et al. 1987). Here it is shown that parí of 
this variability may be due to different resting potentials 
of the recorded cells, 	below, al or aboye the reversal 
potential for dopamine's global action. This reversal po-
tential depends on externa) K+ concentration (Nisenbaum 
and Wilson 1995). 

Althnugh a change in inward rectification may be 
enough to explain a rbpression in firing (Benson and Ad-
anis 1987; Wilson 1993), this mechanism would asa only 
when the cells are stitnulated from negative potentials 
(e.g. at the "down" state; Wits'on 1993). Nonetheless, do- 

pamine can also have suprathreshold actions un sodium, 
calcium and potassium conductances (Surmeier et al. 
1993, 1995; Surmeler and Kitai 1993). Therefore, it 
might be that comp!ex dopamincrgic modulation of other 
ion conductances (Surmeier et. al. 1993, 1995; Surmeier 
and Kitai 1993; Hernández-López et al, 1996) may be in 
charge of fine tuning. Alternatively, a completely differ-
ent response may be achieved at suprathreshold poten-
tials once the subthreshold action on input resistance has 
been overcotne. In support of the !atter argument, other 
modulators known to be co-localized in the neostriatum, 
including acetylcholine, may be able to change the main 
response to dopamine by just blocking inward rectifica-
(ion, as Cs+ did (Fig. 4; Galarraga et. al. 1994; Pineda et 
al. 1995; Hsu et al. 1995). In fact, Cs+ rendered the dopa-
mine response excitatory (Fig. 4). In addition, both DI  
receptor agonists and cAMP analogues, at higher con-
centrations (han (hose used in this work, may also favour 
firing after prolonged depolarization (Galarraga et al. un-
published). It is at suprathreshold potentials where DI  
agonists induce inward currents (Surmeier et al. 1995), 
Therefore, the actions of dopamine may be different at 
subthreshold comparad with ouprathreshold membrane 
potential levels, being mainly inhibitory at the foriner. 

In conclusion, dopamine increases the threshold for 
leaving the "down" state by deereasing slope input tesis-
lance (Wilson 1993). 

Receptor heterogeneity 

Since al! cells tested responded to Di  receptor agonists 
and, perhaps, only hall of the cells express the Dt  (Dia; 
Sibley and Monsma 1992) receptor (Gerfen 1992), we 
have to conclude that the cells that do not express the Dia 
receptor have another receptor that induces the same 
global response. This may be the D5 (or Da); Sibley and 
Monsma 1992) receptor, since DI  responses ware mim-
icked by a cAMP analogue, both Dia  and Dib receptors 
use the PKA signalling system, and the Di  receptor ago-
nists used in this work do not discrimínate between DI, 
and Dib receptor types (Strange 1993). In conclusion, 
oUr results suggcst that the same subthresholcl response 
to doparnine is present in all projection neurons and that 
receptor segregation does not explain different responses 
to dopamine. Differences have to be round in more com-
plex responses or interactions. They also predict that 
celis with no D, receptors will have Dib  receptors. Al-
ternatively, an as yct uncloned receptor may be present, 
or a predominance of sornatic expression of a particular 
type of receptor (Gerfen 1992) may be related lo its role 
at the axon terminals (Floran el al. 1990; Surrneier et al. 
1993), not at the soma. 
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Neurona Espinosa Mediana de Proyección del Neoestriado, identificada: 
1) Electrofisiológicamente, a través del registro intracelular y 2) Morfológicamente, a 
través de la inyección intracelular de biocitina, siguiendo la técnica de Horikawa y 
Aniistrong, 1988, (ejemplo que forma parte de las neuronas registradas). 



Discusión 

Las neuronas neoestriatales espinosas medianas poseen in vivo, un patrón de disparo que se 

caracteriza por episodios de disparo neuronal separados por grandes períodos de silencio. Registros 

intracelulares en animales no-anestesiados y en animales ligeramente anestesiados, han mostrado que 

el disparo neuronal durante estos episodios surge de períodos en forma de rampa de despolarización 

membrana' sostenida de 0.1 a 3 segundos. Estas despolarizaciones son de origen sináptico, muy 

probablemente comandadas por la corteza cerebral, y dan origen a trenes de potenciales de acción 

(Wilson, 1990, 1993). Separando estos períodos de despolarización, se pueden registrar grandes 

períodos de hiperpolaiización membrana' y de silencio eléctrico (véase Figura 8) (Wilson, 1992). Al 

estado de reposo se le ha denominado "down state" y al estado de despolarización ocasional se le ha 

denominado "up state" (Wilson and Kawaguchi,1996). 

En este trabajo se estudiaron en primera instancia, las respuestas subumbrales de membrana 

de las neuronas. espinosas medianas, utilizando como estímulo la inyección intracelular de rampas 

corriente, ya que éste en registros intracelulares in vitro y en condiciones de fijación de corriente, 

mimetiza las características fisiológicas de disparo de estas neuronas de proyección. Las respuestas 

obtenidas ante este estimulo, por las neuronas neoestriatales estudiadas fueron complejas, exhibiendo 

cambios reproducibles en la trayectoria del voltaje. Cuando se hizo el análisis de las respuestas 

subumbrales, las desviaciones de la linearidad, visualizadas como diferentes transiciones en la 

trayectoria de voltaje, fueron interpretadas como la presencia de rectificación entrante en estas 

neuronas. 

Aunque se encontraron neuronas fuertemente rectificadoras y otras con poca rectificación, 

la mayoría de ellas mostraron propiedades membranales no lineares, es decir, que a pesar del cambio 

constante en la corriente estímulo, el potencial de membrana no respondió linearmente. Por lo tanto 

estas neuronas mostraron rectificación entrante en la mayor parte del rango fisiológico de la respuesta 

subumbral (Margas y cois., 1989;Wilson, 1990, 1992). La cantidad de rectificación entrante 

observada en las neuronas estudiadas, varió en cantidades considerables de neurona a neurona bajo 

las mismas condiciones de registro. La variación en cualquier fuente de rectificación subumbral se vió 

expresado como curvas 1-V y RN  diferentes. Corno sabemos, la forma de una curva 1-V refleja las 

conductancias que están activas en cada rango de voltaje (Benson y Adams, 1987), Y la forma de la 
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I V refleja las conductancias que están activas en cada rango de voltaje (Benson y Adams, 1987). 

Y la forma de la curva 1-V en estas neuronas se vió determinada por tales transiciones. De hecho 

cada transición en las curvas indica un cambio en la pendiente ó RN aparente, lo cual señala la 

participación de diferentes conductancias fónicas durante las despolarizaciones subumbrales (Benson 

y Adams, 1987). Dado que la RN depende del potencial de membrana en cualquier neurona, las RN 

de las neuronas control estudiadas, fueron siempre evaluadas a -70mV, obteniéndose una 

distribución unimodal. 

Utilizando bloqueadores específicos, se encontraron evidencias de la participación de 

conductancias sensibles a TTX, a Cd2  F, 4-AP, TEA y Csf en el rango subumbral. Sin embargo, la 

contribución de estas conductancias y el rango de voltaje de activación de cada una de ellas, fué muy 

diferente. Es posible que estas diferentes conductancias iónicas, Ajusten la función de entrada y de 

salida de estas neuronas para un estimula dado, actuando en concierto, oponiéndose ó modulándose 

entre ellas (Sargas y cals., 1989). 

Las acciones bloqueadoras del es+ y del tEA, sugieren que las conductancias activadas por 

hiperpolarización membranal predominan a potenciales relativamente negativos. Estas conductancias 

se desactivan de -70 a -65 mV. Consecuentemente, cuando la despolarización alcanzó este nivel, se 

incrementó la proporción de cambio de la subida. De hecho, se obtuvo una pendiente más 

pronunciada, es decir una RN mayor cuando la respuesta a la rampa alcanzó potenciales entre -65 

y -50 mV, En este rango de voltaje, ni la TTX ni el Cd2 ', cambiaron la pendiente de la curva 1-V 

(Figs.5 y 6 del primer trabajo). Por lo tanto, concluímos que la rectificación subumbral, representa 

en gran medida el cierre de los canales rectificadores entrantes. Esto está de acuerdo con lo 

observado en los estudios de fijación de voltaje (Jiang y North, 1991) y con el voltaje en el cual 

disminuye la acción del es', alrededor de los -70 inV (Fig. 8 del primer trabajo). 

Sin embargo, comparando las acciones del es" y del TEA, se observó que el TEA aumentó 

la RN  a potenciales de membrana entre los -70 y -50 mV. De hecho, el TEA fué el único bloqueador 

que actuó en este rango de potencial. Sugiriendo que alguna conductancia sensible al TEA, aún no 

descrita, juega un papel en este rango de voltaje de la respuesta subumbral de estas células. 

Evidencias obtenidas del laboratorio, han mostrado que ciertos agentes colinérgicos aumentan la RN  

en este rango del potencial (Pineda y cals., 1995). 
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Cuando la respuesta a la rampa sobrepasó potenciales más positivos que -55 mV ó -50 mV, 

se observó una caída repentina en la RN  ; marcando el inicio de la última trayectoria del voltaje antes 

de alcanzar el umbral de disparo (Fig.3, linea punteadas 3 y Figs. 2,5,6 del primer trabajo). En este 

rango de voltaje, un decremento en la RN  indica la activación predominante de corrientes salientes. 

Notablemente, el TEA aumento la 11.1,, en la mayor parte del rango de voltaje subumbral, pero 

no bloqueó esta última trayectoria (Fig. 6 del primer trabajo). Sin embargo, durante la rampa 

ascendente, la 4-AP bloqueó la última trayectoria del voltaje (Fig. 5 del primer trabajo). La 

concentración usada de 4-AP (1mM), afectaría parcialmente las corrientes salientes transitorias 

rápidas y bloquea completamente las corrientes salientes transitorias lentas (Surmeier y cols.. 

1991;Nisenbaum y cols., 1994). Esta última trayectoria de voltaje no se observa en las curvas 1-V, 

que se obtienen con pulsos de corriente (Fig.1 primer trabajo). La participación de las corrientes 

salientes transitorias en este rango de voltaje, es apoyada por el hecho de que el potencial de 

mantenimiento modifica la ganancia de la función frecuencia-corriente (17-11) (Fig. 9 del primer 

trabajo). También es compatible con la cinética de inactivación lenta (segundos) reportada para esta 

clase de corrientes (Surmeier y cols., 1991; Nisenbaum y cols., 1994). Por lo tanto, las presentes 

observaciones sugieren que las conductancias sensibles a la 4-AP, juegan un papel importante en la 

integración sinóptica, aún cuando se trata de despolarizaciones lentas en forma de rampa, como en 

condiciones in ves. Será necesario realizar estudios con episodios de despolarización más grandes 

que 1 segundo, para evitar la fuga de las corrientes salientes transitorias. 

Aunque en la última trayectoria de voltaje predominaron las corrientes salientes, también 

se hizo evidente la participación de las corrientes entrantes como la de Na,' como lo sugieren la 

histeresis contrareloj que se observa en la relación 1-V de la figura 3 (primer trabajo) y la reducción 

de la RN  por la Trx (Fig. 6E del primer trabajo). 

Por el otro lado, la repolarización rápida sensible al CP, sugirió también la participación 

de la entrada de Ca' (Fig. 4B-D del primer trabajo). Esto ocurrió aún en la ausencia de eventos 

regenerativos (fig. 4B del primer trabajo). De la misma manera, se ven revelados potenciales de 

acción y respuestas locales resistentes a la TTX, cuando son bloqueadas las corrientes de potasio con 

la 4-AP; estos potenciales fueron acompañados por repolarizaciones rápidas y postpotenciales (PPH) 

pronunciados (Figs. 5C-D del primer trabajo). Todos estos eventos son bloqueados por dosis 
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micromolares de CP pero no por dosis mieromolares de Ni2 ' (Figs. 5 E-G del primer trabajo). Por 

consiguiente, ellos deben ser causados por corrientes de Ca2 f activadas por alto voltaje (IIVA) 

(Bargas y cals., 1991, 1994). El umbral para la activación de las corrientes de Cae ' y los eventos 

dependientes de Cae}, está muy cercano al umbral de disparo de los potenciales de acción de Na'. 

Mas aún, se requieren de estímulos mayores a los necesarios para alcanzar el umbral de disparo 

(Figs. 4B y 5B del primer trabajo). Por lo que es difícil de evaluar la contribución de estas corrientes 

de Ca21 , en la respuesta subumbral. No obstante, la falta de acción de la apamina durante las 

respuestas depolarizadoras a la rampa (Fig.7 del primer trabajo) sugiere que el papel de las corrientes 

activadas por Ca2±, se lleva a cabo principalmente a voltajes supraumbrales. 

Los cambios en la trayectoria del voltaje (Fig.3 del primer trabajo) durante las respuestas a 

la rampa, no correspondieron exactamente con los voltajes umbrales para la activación de las 

conductancias descritas cuando se usan como estímulos pulsos de corriente ó en condiciones de 

fijación de voltaje (Bargas y cols., 1989, 1991b; Surmeier y cols., 1988, 1991; Nisenbaum y cals., 

1994). Esto era lo esperado, ya que durante las despolarizaciones muy lentas, todas las conductancias 

actúan secuencialmente y en concierto, influyéndose una a la otra. Excepto por el hecho de que la 

integración sináptica fisiológica proviene principalmente de las dendritas, despolarizaciones lentas 

en forma de rampa representarían más apegadamente la excitación fisiológica que estas neuronas 

exhiben in vivo. 

Entonces, en el primer trabajo se describen las respuestas características de estas neuronas 

ante un estímulo que mimetiza la excitación fisiológica (como lo es la inyección intracelular de 

rampas de corriente), antes y después de que las conductancias iónicas que contribuyen a dichas 

respuestas sean bloqueadas, Dichas conductancias, como se mencionó anteriormente pueden estar 

trabajando en concierto, oponiéndose ó modulándose una a otra para ajustar la función integradora 

de la neurona ante un estímulo dado. A este respecto, los transmisores que están presentes en este 

núcleo, estarían regulando el ajuste que llevan a cabo dichas conductancias (Akins y cols., 1990; 

Bargas y cols., 1989, 1991; Galarraga y cols., 1989; Surmeier y cols., 1992; Pineda y cols., 1995). 

De tal manera que el mecanismo de acción de un neurotransmisor dado pueda investigarse, 

comparando los efectos inducidos por bloqueadores de conductancias iónicas, con aquellos 

producidos por dicho transmisor. Por lo tanto, el siguiente paso era establecer una comparación 
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entre los efectos que producen los bloqueadores con los que producen los transmisores, con el 

propósito de interpretar mejor las acciones modulatorias de los transmisores sobre el disparo, las 

despolarizaciones inducidas sinópticamente y el procesamiento neural en el neoestriado. 

Hasta la fecha las acciones de la dopamina sobre las neuronas espinosas medianas de 

proyección, han mostrado ser múltiples y contradictorias, en tales estudios dichas acciones fueron 

estudiadas a potenciales muy polarizados y utilizando corno protocolo de estimulación pulsos 

rectangulares de corriente. Con el propósito de obtener resultados más reproducibles y de determinar 

los mecanismos neuromoduladores de la dopamina, en el presente estudio se investigaron por 

primera vez las acciones subumbrales in vitro de la dopamina y sus agonistas a los receptores DI  y 

1)2  sobre las neuronas espinosas medianas, utilizando como estímulo la inyección intracelular de 

rampas de corriente, el cual mimetiza las activación fisiológica de estas neuronas. Aunque, ya en 

trabajos anteriores se han analizado en otras clases de neuronas en condiciones de fijación de 

corriente, las respuestas subumbrales después de aplicar un estímulo de rampa (Jahnsen y Llinás, 

1984; Jahnsen 1986; Baldissera y cols., 1987; Yárom y Llinás, 1987; Uchimura y cols., 1989) y en 

las neuronas neoestriatales, en condiciones de fijación de voltaje (13argas y cals., 1994; Jiang y 

North, 1991; Surmeier y cols., 1995). 

Los resultados mostraron que tanto la dopamina como ambos tipos de aganistas a los 

receptores DI  y D2, indujeron una reducción en la frecuencia de disparo. Las respuestas obtenidas 

por estas neuronas en el amplio rango de voltaje subumbral, fueron muy reproducibles cuando se 

probaron los efectos de la doparnina y sus agonistas DI  y D2 bajo el estímulo de la inyección 

intracelular de la rampa de corriente (0.5nA/s; desde un potencial de membrana de alrededor de -100 

hasta alrededor de -40mV). En estudios anteriores en los cuales el potencial de membrana de reposo 

de las células estudiadas se encontraba más bien muy polarizado, la respuesta principal con la 

dopamina ó sus agonistas DI  ó D2, fué también una reducción en la frecuencia de disparo neuronal, 

sin importar el tipo de estímulo empleado (ALuke y cols., 1987; Calabresi y cals., 1987; Cepeda y 

cals., 1993; Uehimura y cols.,1986). Sin embargo, en el presente estudio se observó que 

adicionalmente la dopamina redujo la pendiente ó RN, como se puede observar en la relación 1-V de 

la Figura 2A del 2do. trabajo; únicamente los agonistas tipo DI  y no los del tipo D2>  fueron capaces 

de mimetizar la habilidad de la dopamina en reducir la pendiente ó RN  a potenciales polarizados 
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(Figura 28 y 2C del 2do. trabajo). El aparente potencial de reversión para esta acción del agonista 

D1 , estuvo muy cerca del potencial de equilibrio del potasio. Y cuando se realizaron experimentos 

de substitución jónica, la acción de este agonista D, sobre la RN  fué suprimida por el Cs+, con un 

aparente potencial de reversión entre los -80 y los -90 mV (Fig. 2D, 2do trabajo). 

Una de las propiedades electrofisiológicas que caracterizan a las neuronas neoestriatales de 

proyección, es la pronunciada rectificación que presentan en mayor 6 menor grado algunas de estas 

neuronas, como respuesta evocada a la corriente hiperpolarizante con pulsos rectangulares de 

corriente (largas y cols., 1988; Kawaguchi y cols., 1989) ó con la inyección intracelular de rampas 

de corriente (primer trabajo de esta tesis). Tomando en conjunto los resultados anteriores, y puesto 

que en otros tipos de neuronas y en una variedad de preparaciones se han reportado rectificaciones 

entrantes ó anómalas similares (Kande! y Tauc, 1966; Hagiwara y Takahashi, 1974; Constanti y 

Galván, 1983), podemos interpretar que el efecto modulador subumbral observado con la dopamina 

y los agonistas DI , podrían ser debidos a la facilitación 6 al cambio en la dependencia de voltaje, 

de una conductancia entrante permeable principalmente al K. Asimismo, corno las respuestas 

observadas con dopamina y sus agonistas DI , son bloqueadas por el Cs+, y sabemos que el cesio 

bloquea la rectificación entrante a este nivel (Gay y Stanfield, 1977), en este trabajo podemos 

hipotetizar que la dopamina y sus agonistas DI  están actuando sobre un rectificador entrante a nivel 

subumbral. Un hecho que apoya estas ideas, es que estos efectos persistieron en presencia de la TTX 

(1mM), la que abolió el disparo neuronal sin ningún cambio en la R14 (Fig. 3B, 2do trabajo). Lo que 

sugiere que el efecto de la dopamina y de los agonistas DI  sobre la RN en la mayor parte del voltaje 

subumbral (Fig. 3A, 2do. trabajo) no es debido al decremento en la conductancia de sodio (Fig. 5B, 

primer trabajo), siendo además un efecto postsináptico. 

En este trabajo no se caracterizó el subtipo de canal de K' rectificador entrante, involucrado 

en los efectos observados con la dopamina y con el agonista DI . Como sabemos, desde 1993 (Kubo 

y cols., 1993a; Ho y cols., 1993) las técnicas de donación molecular han puesto en evidencia la 

existencia de múltiples canales de 1(4* rectificadores entrantes (Kir), los cuales pueden considerarse 

como una familia. Los miembros de la familia de los Kir son codificados por genes separados y 

aunque presentan regiones de hipervariabilidad en la secuencia de aminoácidos y en el asa 

extracelular putativa que une a la región (P) (poro) y al dominio transmembranal MI, las 
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comparaciones entre las secuencias restantes, revelan la presencia de cinco subfamilias de canales 

Kir, de acuerdo a su grado de identidad. Estas subfamilias pueden ser designadas como Kir1.0, 

Kir2.0, Kir3.0, Kir4.0 y Kir5.0 de acuerdo a la nomenclatura estandarizada de Chandy y Gutman 

de 1993 (Doupnik y cals., 1995); aunque en base a su estructura y a sus características fisiológicas 

los diferentes subtipos pueden ser agrupados tentativamente en tres principales subfamilias (Karshin 

y cols., 1996): 1) los canales tipo-ROMK (Kiri .0), los cuales son "medianamente" rectificadores, 

su probabilidad de apertura no es tiempo dependiente y son regulados por el ATP citoplásmico. 

Cinco variantes son expresadas predominantemente en el riñón, pero también son expresadas en el 

cerebro (Kirl.la, Kir1.1b, Kir1.1c, 	Kir1.1e). 2) los canales tipo 1RK (Kir2.0), son 

"fuertemente rectificadores" y su probabilidad de apertura es aparentemente tiempo-dependiente. 

Debido a sus similitudes estructurales y a sus conductancias unitarias, se pueden definir tres 

subtipos: el IRK1 (Kir2.1), el el IRK2 (Kir2.2) y el IRK3 (Kir2.3), los cuales son expresados en el 

cerebro de los mamíferos. 3) los canales de la subfarnilia tipo GIRK (Kir3.0), comprenden cuatro 

subunidades diferentes, las cuales están sujetas a la activación de las proteínas G. Los canales 

GIRK I fueron aislados inicialmente por expresión de la donación, del atrio de la rata y se encontró 

que la probabilidad de su apertura por las subunidades beta-gama es inembranalmente regulada. 

Recientemente, fueron identificados dos canales estructuralemente relacionados del cerebro del 

ratón: el mbGIRK2 y el inbGIRK3. Un cuarto subtipo (Kir3.4) fué aislado del corazón de la rata y 

del hipocampo humano (Karschin y cols., 1996). 

La distribución celular precisa de las subunidades de los canales IRK1-3 y de los GIRK1-4 

en el sistema nervioso central de la rata, fué descrita recientemente a través de un estudio de 

hibridización in sial (Karschin y cols., 1996), El ncoestriado, fué de las estructuras cerebrales más 

prominentemente marcadas con los RNAs mensajeros de los subtipos IRK1 e IRK3, virtualmente 

todas las células medianas estuvieron fuertemente marcadas con ambos subtipos de RNAs 

mensajeros. En contraste, el RNAm de IRK2 reveló un patrón de expresión muy diferente. Aunque 

la mayoría de las células de este núcleo fueron negativas ó débilmente marcadas, todas las células 

grandes estuvieron marcadas con RNAs mensajeros de IRK2, pero fueron negativas para los RNAs 

mensajeros de IRK1. Los miembros de la familia de G1RK2 estuvieron ausentes de los ganglios 

basales, ó se observó únicamente una expresión difusa y débil de los RNAs mensajeros de GIRK1.3 
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(Karschin y cals., 1996). De gran interés e importancia y quizá el siguiente paso a seguir en nuestro 

estudio, sería la caracterización fisiológica de los subtipos 111K (1-3) presentes en el neoestriado, así 

como la determinación del subtipo de canal IRK (1-3) a través del cual se llevaron a cabo los efectos 

observados con la dopamina y sus agonistas Di  en el presente trabajo. 

Por otro lado, observamos que los agonistas al receptor D2  decrementaron el disparo 

neuronal, sin un cambio apreciable en la resistencia de entrada (Figs. 1 y 2, 2do. trabajo). Podemos 

interpretar este hecho de diferentes maneras: que los agonistas a los receptores D2 no activan canales 

a nivel subumbral en las neuronas neoestriatales (Freedman y Weight, 1988; Greif y cols., 1995; 

Surmeier y cols., 1993); que los canales activados por los agonistas D2  se encuentran localizados en 

un subconjunto diferente de neuronas neoestriatales; que la acción farmacológica del agonista D2  en 

la rebanada, no finé realmente sobre el receptor D2, sino que pudo haber actuado en sus isoformas 

ó D4  (Sibley y Monsma, 1992), ya que la activación de los receptores D2  inducen un decremento en 

la resistencia de entrada de otros tipo celulares (Lacey, 1993). 

Como mencionamos anteriormente, en estudios previos se ha mostrado que la dopamina 

puede provocar en condiciones de fijación de corriente, despolarizaciones, hiperpolarizaciones, 

respuestas bifásicas ó ninguna respuesta. En este trabajo, también se muestra que parte de esta 

variabilidad, puede deberse a los diferentes potenciales de reposo en los que se encontraban las 

células registradas, es decir, por abajo, en ó por arriba del potencial de reversión para la acción global 

de la dopamina. Siendo el potencial de reversión dependiente de la concentración externa de K 

(Nisenbaum y Wilson, 1995). 

Aunque para explicar la represión en el disparo neuronal, no es suficiente un cambio en la 

rectificación entrante (Benson y Adams, 1987; Wilson, 1993), este mecanismo podría actuar 

únicamente cuando las células se encuentran a potenciales polarizados (por ejemplo: en el estado 

"clown"; Wilson, 1993). La dopamina puede tener acciones supraumbrales sobre las conductancias 

de Na', de Ca' y de K' (Surmeier y cols., 1993; Surmeier y Kitai, 1993; Hernández-López y cok, 

1996a). Por lo que podría ser que una modulación dopaminérgica compleja sobre otras conductancias 

fónicas, estuviera a cargo de la afinación del disparo neuronal 6 de una respuesta predominante 

completamente diferente, una vez que la acción subumbral sobre la resistencia de entrada haya sido 

sobrepakida ó bloqueada. En apoyo a este último argumento, otros moduladores 
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co-localizados en el neoestriado, incluyendo la acetilcolina, pueden ser capaces de cambiar la 

respuesta principal a la dopamina bloqueando únicamente la rectificación entrante, al igual que lo 

hizo el Cs+ (Fig. 4, primer trabajo). De hecho el Cs+ convirtió la respuesta de la dopamina en 

excitatoria (Fig.4, 2do. Trabajo). Se ha observado también que a potenciales supraumbrales, los 

agonistas DI  inducen corrientes entrantes, por lo tanto las acciones de la dopamina pueden ser 

diferentes a potenciales de membrana subumbrales que supraumbrales. Siendo principalmente 

inhibitorias a niveles suburnbrales y principalmente facilitatorios a niveles supraurnbrales 

(Hernández-López y cols., 1996b). 

En conclusión, aumentando la rectificación entrante, la dopamina aumenta el umbral para 

alejarse del estado "clown" (Wilson, 1993). Sin embargo, si la neurona ya se encuentra en el estado 

"up", la dopamina puede inducir corrientes entrantes que favorecen el disparo neuronal (Hernández- 

López y cols., 1996a, 1996b). 

Adicionalmente, las acciones observadas con la dopamina y los agonistas Di, fueron 

mimetizadas por el análogo soluble del AMPciclico (AMPc): dibutiril AMPc (db-cAMP). Como 

sabemos, este receptor dopaminérgico al igual que otras isoforrnas, se acopla a erectores 

intracelulares a través de proteinas G: Gs-ó Goir  (Sibley y Monsma, 1992; Herve y cok, 1993) y 

en el caso de los receptores DI, la unión membranal más antigua y mejor conocida es la adenilato 

ciclasa y la producción de cAMP (Stoof y Kebabian, 1984). Nuestros resultados apoyan lo anterior 

y nos sugieren un posible mecanismo en la acción de la dopamina y del receptor DI, el cual involucra 

elementos de señalamiento citosólico (véase Figura 11). 

Análisis Morfológico de las Neuronas Registradas 

Siguiendo el método descrito por Horik.awa y Armstrong (1988), el análisis morfológico de 

las células experimentales marcadas con biocitina, mostró que siempre registrarnos neuronas 

espinosas medianas de proyección (de acuerdo a los criterios ya establecidos) (Chang y cols., 1982; 

Wilson, 1992). Las diferencias en las respuestas observadas entre la dopamina-agonistas al receptor 

D, y el agonista al receptor D2, no tuvieron ningún correlato con diferentes tipos morfológicos de 

neuronas (por ejemplo: con diferente densidad de espinas dendriticas, axón restringido ó nó al campo 
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dendritico, con diferente diámetro del soma). 

Heterogeneidad en los Receptores 

En nuestro estudio (2do. trabajo) encontrarnos que todas las células estudiadas respondieron 

a uno u otro tipo de agonista dopaminérgico D, ó D2, es decir no encontramos una correlación entre 

la acción de un tipo de agonista con un tipo especifico de neurona que presentara uno u otro tipo de 

receptor DI  é D2, 

Dado que todas las células estudiadas respondieron a los agonistas al receptor DI  y, 

probablemente únicamente la mitad de las células expresen la isoforma DI  ó DIA (Sibley y Monsma, 

1992; Gerfen, 1992), concluimos que las células que no expresan el receptor DIA poseen la otra 

isoforma del receptor DI: el D5 6 D,H (Sibley y Monsma, 1992) (corno se mencionó en los 

antecedentes de esta tesis), el cual induce la misma respuesta global. Asimismo, puesto que las 

respuestas observadas en nuestro estudio (2do. trabajo) con el agonista al receptor DI  fueron 

mimetizadas por el db-cAMP, es probable que ambas isofonnas DIA y Dm usen el sistema de 

señalamiento citosólico de la proteína cinasa A-dependiente del AMPc (PISA) (Surmeier y cals., 

1995), ya que el agonista al receptor DI  no discrimina entre los tipos de receptores DIA y DIB  

(Strange, 1993). 

DIA TESIS: 11 
10 .1)F 
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CONCLUSIONES 

1 . 	Las respuestas membranales subumbrales de las neuronas espinosas medianas ante 

la inyección intracelular de rampas de corriente (IIRC), fueron muy complejas, pero 

reproducibles. 

2, 	En estas neuronas, varios tipos de conductancias fónicas contribuyen a la 

despolarización subumbral generada por la IIRC. 

3. Se determinó que en el rango de voltaje subumbral de estas neuronas, están 

participando conductancias sensibles a la tetrodotoxina (TTX), al cadmio (Cd21, a 

la 4- aminopiridina (4-AP), al tetraetilamonio (TEA) y al cesio (Csf). Aunque la 

contribución y rango de voltaje de activación para cada una de ellas es muy diferente. 

Todas ellas parecen trabajar en concierto, modulándose u oponiéndose una a la 

otra, para ajustar la función sináptica de estas neuronas. 

4. En casi todas las neuronas espinosas medianas estudiadas, la doparnina y sus 

agonistas a los receptores DI  y D2, redujeron la frecuencia de disparo evocada por la 

IIRC. 

5. Los agonistas a los receptores Di  pero no a los D2,  mimetizaron la habilidad 

de la DA de reducir la resistencia de entrada neuronal a niveles subumbrales de la 

trayectoria del voltaje. Esta acción sobre la resistencia de entrada fué suprimida por 

el Csf. 

ó. 	El aparente potencial de reversión para la acción de los agonistas DI  estuvo 

cerca del potencial de equilibrio del Kf. 

7. 	La reducción en la frecuencia de disparo y en la resistencia de entrada inducidas por 

los agonistas DI  sobre estas neuronas, involucra conductancias de IC sensibles a Cs.' 

a nivel subumbral y a nivel postsináptico. En vista de que el es+ bloquea la 

rectificación entrante a este nivel. 

El decremento en la frecuencia de disparo inducido por los agonistas D2, parece 

involucrar conductancias jónicas que no se activan a nivel subumbral, ó bien en la 

rebanada esta acción podría involucrar a las isoformas D D4  y no a la D2. 
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9. 	Los efectos observados con los agonistas DI, pudieron ser mediados por el 

receptor D5, dado que los agonistas empleados no discriminan entre uno y 

otro tipo de isoforma. Ambas isoformas parecen utilizar el sistema de 

señalamiento intracelular de la proteina cinasa A, ya que el dibutiril-AMPe 

(análogo del AMPciclico) mimetizó los efectos observados con la DA y los 

agonistas DI . 
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