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RESUMEN

Las disfunciones de los ganglios basales (GB), causan un amplio espectro de desérdenes
motores, tales como la corea de Huntington, el balismo, la distonia y la enfermedad de Parkinson. El
neoestriado (NE) representa el niicleo de entrada de los ganglios basales. A éste llegan aferencias
provenientes de la corteza cerebral, de los nicleos intralaminares del talamo, de los niicleos 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 palido externo (GPe), el globo palido
interno (GPi) y la substancia negra reticulada (SNr).

Citolégicamente el neoestriado esta formado en su mayor parte (95%) por neuronas espinosas
medianas (NEM) de proyeccion. Se ha demostrado, a través de registros intracelulares in vivo, que
las neuronas neoestriatales de proyeccion se encuentran mas bien a potenciales hiperpolarizados y
usualmente silentes; siendo estos periodos de hiperpolarizacion membranal y de silencio eléctrico,
interrumpidos por perfodos de despolarizacion lenta en forma de rampa con una duracién aproximada
de hasta 3 segundos. Estudios de fijacion de voltaje y de fijacion de corriente, han hecho evidente la
participacion de diversas conductancias idnicas a nivel subumbral durante la despolarizacion lenta
caracteristica de estas neuronas, Sin embargo el papel de estas conductancias habia sido inferido
unicamente a través de pulsos rectangulares de corriente y no durante las despolarizaciones lentas que
mimetizan la activacion fisiologica.

En este trabajo se estudio in vitro Ia conducta electrofisiologica subumbral de las neuronas
de proyeccion del NE, a través del registro intracelular en rebanadas de neoestriado de rata utilizando
como protocolo de estimulacion la inyeccion intracelular de rampas de corriente (0.5 nA-1nA/s; de
alrededor de -100 a alrededor de -40 mV). La estimacion de la relacion corriente-voltaje se realizod
utilizando ambos protocolos de estimulacion: pulsos de corriente e inyeccion intracelular de rampas
de corriente. En el rango subumbral, la respuesta caracteristica predominante en la mayoria de estas
neuronas ante la inyeccion intracelular de rampas de corriente, fué la rectificacion entrante. La
cantidad de rectificacion en estas neuronas fué compleja y muy variable. Los bloqueadores de
corrientes entrantes tales como la tetrodotoxina (TTX) 6 el cadmio (Cd*") decrementaron la
rectificacion entrante, mientras que los bloqueadores de corrientes salientes tales como el
tetraetilamonio (TEA) ¢ la 4-aminopiridina (4-AP) aumentaron la rectificacion entrante. Sin
embargo, la mayor parte de la rectificacion entrante fué debida a las conductancias sensibles al TEA-
y al cesio (Cs*) y no a aquellas sensibles al TTX- 6 al Cd*. Las conductancias sensibles al Cs'
predominaron a potenciales mas 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 D, y D, en estas neuronas, han sido multiples y aparentemente contradictorias. Dichas
acciones se han tratado de explicar de acuerdo a: a) la existencia de dos tipos morfologicamente
diferentes de neuronas, en las que coexisten diferentes péptidos como la substancia P y la encefalina,
y las cuales proyectan a diferentes niicleos dentro de los ganglios basales; b) la segregacion de los
receptores dopaminérgicos D, y D, en dichos tipos diferentes de neuronas; c) al estudio de la accion
de la dopamina y sus agonistas D, y D, en neuronas en las que co-existen los receptores
dopaminérgicos, pero registradas en condiciones muy diferentes. Asi, en un intento de obtener
respuestas més reproducibles y de conocer las acciones modulatorias de la dopamina y sus agonistas
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D, y D, sobre estas neuronas, en la segunda parte de este trabajo se compararon las acciones de la
dopamina y de sus agonistas D, y D,, sobre las respuestas de membrana subumbrales observadas ante
la inyeccion 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
inyeccion intracelular de rampas de corriente, fueron muy reproducibles. L.a dopamina decremento
tanto el disparo neuronal como la resistencia de entrada membranal (Ry). El cambio en la Ry se
manifestd como un aumento en la rectificacion entrante. El potencial de reversion fué de
aproximadamente -87 mV. Los agonistas al receptor D, SKF 38393 y ClI-APB mimetizaron ambos
efectos de la dopamina, con un potencial de reversion alrededor de -89 mV. Los efectos fueron
bloqueados por la presencia de 5-10 mM de Cs*, pero no por ImM de TTX, sugiriendo que los
principales efectos de los agonistas D, sobre la resistencia de entrada son debidos a conductancias
subumbrales sensibles al Cs+ y a nivel postsinaptico. Las acciones ejercidas por la dopamina y sus
agonistas D, parecen involucrar a la proteina cinasa A (PKA), ya que analogos del AMPciclico,
mimetizaron los efectos observados con ambos neuromoduladores. -

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

La morfologia de las células registradas valorada a través de la inyeccion intracelular de
biocitina, mostré que todas las neuronas estudiadas fueron del tipo espinosas medianas de
proyeccion. Asimismo, no se encontrd una relacion entre los efectos observados con la dopamina y
sus agonistas D, y D,, con dos 6 mas tipos de neuronas en las que se pudieran apreciar diferencias
en el tamafio del soma neuronal, la densidad de espinas dendriticas y la restriccién del axon dentro

6 fuera del campo dendritico. Por lo que nuestros resultados tampoco apoyan la idea de que las
acciones de la dopamina y sus agomstas D, y D, estan relaclonados con txpos de neuronas.
morfologicamente diferentes. A |

En conclusién, las respuestas subumbrales de las neuronas espinosas medlanas ante la
inyeccion intracelular de rampas de corriente (ITIRC), fueron muy complejas y reproducibles.
Contribuyendo a nivel subumbral varias conductancias i6nicas sensibles a la TTX, al Cd*", a la 4-AP.
al TEA y al Cs*, Por otro lado, la dopamina y sus agonistas a los receptores D, y D, redujeron la
frecuencia de disparo evocada por la IIRC y la Ry, aunque solo los agonistas D, mimetizaron la
habilidad de la DA de reducir la resistencia de entrada neuronal a nivel subumbral. El potencial de
reversion para la accion de los agonistas D, estuvo cerca del potencial de equxlxbrm del K* Las
acciones ejercidas por la dopamma y sus agonistas D, parecen involucrar a la proteina cinasa A
(PKA), ya que anilogos del AMPciclico, mlmetlzaron los efectos observados con ambos
neuromoduladores. , | .



SUMMARY

The neostriatum (NE) represents the input nucleus of the basal ganglia (BG). It receives
afferents, among 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 BG
structures; the external globus pallidus (EGP), the internal globus pallidus (IGP) and the substantia
nigra reticulata (SNr). The NE is almost composed at a cellular level (95%), by one kind of neuron:
the medium spiny neuron (MS). Intracellular jn 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 vitro 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 (I-V plot).

Inward rectification in the subthreshold range, was the main characteristic of most neurons.
The amount of rectification varied greatly, and it was complex. Inward current blockers, such as
tetrodotoxin (TTX) or Cd*, 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 Cd*'-
sensitive conductances. Cs'-sensitive conductances predominated at more negative membrane

potentials, whereas 4-AP- sensitive conductances predommated at just + 10 mV below the firipg
threshold. |

On the other hand, dopamine (DA) and D, and D, receptor agomsts, have shown multiple and
apparently contradictory actions upon the MS neurons. Such controversial effects have been tried to
be explained according to: a) different kinds of neurons, which project to separate targets within BG;
b) D, and D, dopamine receptors segregatlon in different MS neuron classes; ¢) D, and D, dopamine

~ receptors found in the same class of spiny neuron, but recorded under quite different experlmental
conditions. |

Therefore, to get more reproducxble actions and to understand the modulatory effects of DA
and its D, and D, agonists upon MS neurons, in the second part of this work, it was compared the
DA and Dl and D, agonists actions upon the subthreshold membrane properties of these. neurons after
intracellular ramp injections. Results showed that DA and its D, and D, agonists, induced
reproducible effects in these neurons after neuronal firing was evoked by intracellular ramp injections.
Dopamine decreased both firing rate and membrane slope input resistance (R,,) in virtually all tested
cells. Input resistance change appeared as an increase in inward rectification, Approximate reversal
potential was around -87 mV. The D, receptor agonists SKF 38393 and CI-APB mimicked both

dopamine effects with a reversal potential of around -8$ mV. The effects were blocked by the

presence of 5-10 mM cesium (Cs") but not by I micromolar tetrodotoxin, suggestmg that main D,

effects on input resistance are due to subthreshold Cs" sensitive conductance and at a postsynaptlc
level. DA and D, and D, actlons upon MS neurons seem to involve the protein kinase A (PKA), since
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cAMP analogues, such as dibutyryl cAMP, mimicked the actions of D, receptor agonists. The D,
agonist quinpirole, did not produce any input resistance change, nonetheless, it still produced a
decrease in the firing rate. This suggests that the main D, effect on firing is due to actions on
suprathreshold ion conductances. All effects were blocked by D, and D, antagonists, respectively. D,
or D, effects were found in the majority of the tested cells. Therefore, our results support the idea
of co-localization of D, and D, receptors within the same MS neuron, and does not support the idea
of D, and D, receptor segregation within different types of neurons.

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



INTRODUCCION

Los ganglios basales son un conjunto de nucleos subcorticales que se encuentran localizados
en el cerebro anterior y en el mesencéfalo de reptiles, aves y mamiferos. Los principales nicleos que
conforman a los ganglios basales son: el neoestriado (formado por el nicleo caudado, el putamen y
el niicleo accumbens), el globo pélido, la substancia negra y el nicleo subtaldmico. El neoestriado
representa la via de entrada de los ganglios basales, y a él llegan aferencias provenientes de la corteza
cerebral, de los nucleos intralaminares del tadlamo, de la substancia negra compacta (SN¢) y de los
nicleos del rafé. Asimismo, el neoestriado se proyecta exclusivamente a otras estructuras de los
gahglios basales que son, el segmento externo del globo palido, el segmento interno del globo palido
y a la substancia negra pars reticulada (DeLong and Georgopoulos, 1981). Asi pues, una gran parte
del misterio que encierra la organizacion y el funcionamiento de los ganglios basales, radicaen la -
organizacion anatomo-sindptica del neoestriado y en las propiedades intrinsecas de las neuronas que
lo conforman, . | |

Se ha demostrado por registros intracelulares in vivo que las neuronas neoestriatales de
proyeccién se encuentran usualmenie silentes y a potenciales de membrana mas bien hegativos
(Wilson, 1993). También se ha observado que estos periodos de hiperpolarizacion y de silencio
eléctrico son interrumpidos por periodos de 'deSpolar_:izaciones lentas sostenidas en forma de rampa,
de hasta 3 segundos de duracién (Wilson, 1992). Estas despolarizaciones lentas son ocasionadas por
las entradas sindpticas excitatorias provenientes de otros nticleos cerebfalcs, principalmente de la
cortezé'cerebral Se ha propuesto que es durante estas despolarizaciones lenias cuando se induce la
mtcraccnén entre la actividad sindptica y las propiedades membranales de las neuronas (Wilson, 1992).

Existen evidencias de la pamc1pac16n de algunas conductanmas iOnicas dependlentes de
voltaje en la respuesta subumbral de las neuronas neoestriatales, sin embargo se han inferido
L':l1i¢ame11_te a través de estudios en los que se utilizaron pulsos de corriente como ’protocolo |
experimental (Bargas y cols., 1989, 19.91b, 1994; Galarraga y cols., 1989; Jiang y North, 1991; Kita
y cols., 1985; Nisenbaum 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 activacién fisiolégica. Tampoco ha sido investigada la

modulacion subumbral de tales conductancias idnicas por transmisores ¢ 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 mas importantes en el procesamiento de informacion en los ganglios basales, como lo
demuestran los efectos que causa su deplecidn (Ungerstedt, 1971; Ljungberg y Ungerstedt,1976).
La degeneracién prematura y acelerada de la poblacién neuronal dopaminérgica de la substancia
negra compacta conduce a la sintomatologia clinica de la denominada enfermedad de Parkinson
(Hornykiewicz, 1966; Marsden, 1984). Las neuronas dopaminérgicas de la substancia negra compacta
se encuentran anatdmicamente y funcionalmente relacionadas con el neoestriado (Hedreen y DeLong,
1991 Marsden, 1984; Parent y Hazrati, 1995) . Las acciones de la dopamina y sus agonistas D, y
D, sobre el neoestriado han sido estudiadas desde diferentes puntos de vista, tales como el
conductual, el bioquimico y el electrofisiologico (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 cols., 1981; Herrling y Hull, 1980; Herndndez-Lépez y cols.,
1996; Hu y cols., 1990; Hull y cols., 1974; Langer y cols., 1986; Rutherford y cols., 1988).

Se ha conmderado ala dopamma comd un neuromodulador (DiChiara et al., 1994) y sus
acciones dependen de su interaccion con receptores especificos. En el neoesmado, parecen estar
presentes diferentes tipos de receptores dopmninérgicbs’” probablemente con diferentes funciones cada
uno. En estudlos elect:oﬁsmléglcos se ha mostrado que las acciones de la dopamma sobre las
neuronas espmosas medlanas de proyeccxon son multiples y algunas veces contradlctonas (Akaxke
y cols., 1987, Herrling y Hull, 1980; Uchlmura y cols., 1986) Por ejemplo, el anahsls de comentes

ionicas a través de la técnica de fi jjacion de voltaje, ha mostrado que la dopamma ejerce acciones

slmultaneas sobre corrientes entrantes y salientes localizadas en el. mlsmo tipo neuronal (Surmexer y

Kitai, 1993) Los regxstros mtracelulareq en condiciones de fijacion de corriente y unhzando como
estimulo un pulso cuadrado de corriente, tampow han leOj&dO resultados claros y reproduc1bles
(Akaike y cols., 1987; Uchimura y cols., 1986). | |
- Se ha leportado que los agomsta"‘, a los receptores dopammérglcos Dl y D, pueden ejercer.
acciones excntatorlas_,- inhibitorias o ser inefectivos en.modular-el potencml de_me_mbrana en las
neuronas espinosas del 'ne(')estr'iado Usando este mismo protocolo la dopamina ‘p'u:ede» p14odut:ir una
mhlblclon de los potenciales de accion evocados (Calabresi y cols., 1987 Akalke y cols 1987) dun

aumento en el numero de Lsplgas que s acompaﬂan por la inhibicion del postpotem.lal (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 multiples 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 fijacion
de corriente normalmente no hay un control de él. Asimismo, las diferentes respuestas observadas
pueden corresponder a la estimulacion de diferentes subtipos de receptores (D, 6 D,) localizados en
diferentes clases neuronales 6 bien a diferentes receptores localizados en 1a misma clase de neurona
espinosa registrada bajo diferentes condiciones experimentales.

El estudio electroﬁsiolégicd de las acciones membranales globales de la dopamina y sus
diferentes agonistas tipo D, y tipo D, 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 mas reproducible y consistente a un potencial de membrana
- dado, siendo los diferentes tlpos de receptores los que estén determinando la respuesta fina. Eneste
sentido, el empleo de un estimulo que mimetice 1a activacion fismlég:ca de estas neuronas, como la
inyeccion intracelular de raxnpas de comente permitiria un anélxsxs mAs adecuado de las acciones de
la dopamina y los agonistas D, y D2 a nivel subumbral |

Por otro lado, el estudio morfolégico de las neuronas reg,lstradas tamblén seria de gran
utilidad para determinar si las respuestas observadas con la dopamma estan relacronadas con
dlferenclas anatomxcas y probablemente con una segregaclén de los dlferentes tlpOS de receptores-

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

ANTECEDENTES

La dOpamma que es llberada de las ter mmales axémcas de las neuronas provc.mentes de la
substancia negra compacta en el mesencéfalo juega un papel muy 1mportante en la modulacxon de:fa
la actmdad eléctm.a de las neuronas neoestnatales (rmcleo caudado y putamen) (NE), e influye c,n»'-f'.
las seﬁales de salxda del neoestrxado a los demds componentes de Ios ganglms basales, dado que las_>b

neuronas de proyeccién estnatales hacen contacto con otros nucleos de los ganghos basales (Bohm |



y cols., 1993).

La accion reguladora 6 moduladora de la dopamina sobre la actividad eléctrica de las
neuronas neoestriatales parece estar asociada con diversos factores 6 elementos, entre los cuales se
pueden incluir, la morfologia celular, las conexiones anatémicas, el tipo y localizacion del receptor
dopaminérgico, las propiedades de membrana, los canales i6nicos activos a nivel subumbral y umbral,
el potencial de membrana, asi como a los sistemas de segundos mensajeros activados.

Asi, el conjunto de conductancias idnicas que poseen lasvneuronas espinosas medianas,
determinaran el ajuste de la funcién integradora de entrada y salida de estas neuronas a un estimulo
dado, a través de los diferentes tipos de receptores DAérgicos ya descritos, y neuromoduladores
como la dopamina regularan esta funcion modulando dichas conductancias (Freedman y cols., 1988;

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

A, ORGANIiACION_'ANATOMICA DEL NEOESTRIADO

EI NEOESTRIADO esta constituido por el nucleo caudado, el putamen y el nicleo acﬁinbens |
y representa la via de entrada de los ganglios basales. Este nicleo recibe principalmente entradas de
todas las dreas de la neocorteza cerebral, de los nicleos intfalaminares del télamo y de las neuronas
dopaminérgicas de la substancia negra pars compacta (SNc) (Véase nFigura 1) y menos
prominentemente del globo pélidd (GP), del niicleo subtalz’imi__co (STN), del micleo rafé dorsal y del |
nicleo tegmental peduculopontino (PPN) (Wilson, 1990; Parent, 1990). En cdntrasté las eféren¢izis
del estriado se proyeét_an masivamente a tres regiones de los ganglios ‘basal'es:: el‘ AsegmAeritoA externo
del globo pz-ilido (GPe), el segmento interno del globo palido 6 nicleo 'ento'peditnéulaf enla »ratzAiA (GPi»)
y la substancia negra pars reticulata (SNr). De éstas, el globo pélido interh’o y la substancia‘ negra pals -
reticulata se proyectan a otras estructuras fuera de los gang'lios' baSaI_es cbmo son, las néurdhas
talamocorticales del conjunto de ntcleos del talamo ventral, el coh’culo_ superior y la habén.ula lateral

(Vdase l?igu_x;a I) (DeLong y Georgopoulos, 1981; Albin, y cols., 1990;' WilSon, 1990). |
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FIGURA 1. Diagrama que muestra los principales nicleos 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 sinapticas
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 organizacion
anatémica. A un cierto nivel, el neoestriado establece conexiones con regiones especificas de otros
nicleos 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 como regiones de alta densidad de unién
al receptdr opidceo 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 anatomia quimica asf como en su conectividad con
otras areas del cerebro (Kubota y Kawaguchi, 1993).

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

neurales estructural y funcionalmente diferentes, que unen a la corteza cerebral, a los ganglios basales
y al tdlamo (Alekander 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 limbico, los cuales aunque se encuentran organizados como vias en
paralelo, aﬁn permanecen estructtiralemente y funcio,n»almente | segregados uno de otro. Se ha
propuesto una organizacion basica de tales circuitos (véase Figura 2). En cada uno de ellos, dreas
corticales especificas envian proyéccione's glutamatérgicas e’xcitat’orias‘ a regiones‘:‘selectas del
neoestriado, el cual ha sido representado como la eqtaclén de "entrada" de los gangllos basales La
informacién que fluye a través de esas vias es procesada en el NE pasa a las estacmnes de salida de |
los ganghos basales (GPi, SNry GPe), y es dlferenclalmente modulada,por dos vias paralelas pero
opuestaS' la via di'recta (VD) y la via indirecta (VD) (véase Figura 2) Cada-circuito incluye una via
"directa" a los nicleos de sahda, la cual surge de eferentes estrxatales inhibitorias que cormenen ”
GABA y substancxa P, La actlvaclon de esta via tiende a dcsmhlbu' el télamo Asnmnsmo, cada
circuito incluye una via "indirecta”, la cual surge de neuronas estnatales de proyecclén que contxkenen
GABA y encefalma y cuya 1niormac:6n pasa del globo péhdo externo al nicleo subtalém:co La |

activacion de las neuronas inhibitorias GABA/encefaIma del NE tienden a supnmlr las descargas. ‘.

espontaneas de alta frecuencia del GPe, provocando la desinhibicion de las neuronas subtalémncas- |
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glutamatérgicas, conduciendo finalmente a la excitacion de los nicleos de salida de los ganglios
basales: el GPi y la SNr y a la inhibicidn de los micleos talamicos blanco. Posteriomente esta
informacion es regresada a través de la VD y de la VI a distintas regiones del tAlamo y de la corteza
(Alexander y Crutcher, 1990). Se ha propuesto que la dopamina estarfa 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 envian 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 proyeccion (células Golgi Tipo I) y b) por interrieuronas locales
(células Golgi Ttpo II) (Véase Figura 3), de la misma manera que otros nucleos prmctpales en el
sistema nervioso central. Sin embargo a diferencia de otros nucleos cerebrales las neuronas de
proyeccioén en el neoestriado sobrepasan en_ nimero a las mtemeuronas. Asi, en ratas la proporcion
de neuronas de proyeccidn con respecto a las interneuronas es dé aprOXimadamente 9:1, mientraé que |

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

A.l.1 Neuronas de Proyeccmn

Las Neurouas Espmosus Medlanas De los estudios reahzados en seccmnes teﬁldas con
Nissl (técnica que permite observar los cuerpos celulares de las neuronas), se ha podxdo corroborar
que el neoestriado de los humanos esté formado aproxnnadamente por 11 1 mlllones de neuronas “
(Foxy Rafols, 1976). Asi, utilizando técnicas como la degeneracxén anterégrada, el lesl (Ramén y
Cajal, 1911; Kemp y Powell 1971), la 1mpregnamén de Golgl (Mensahy Deadwyler 1974 Lu y ._ |
‘Brown, 1977 Darmer y Pfister, 1979a 1979b Chang y cols., 1982), el transporte retrogrado de

peroxidasa de rabano (Grotové 1979) y la 1nmunoc1toquim1ca (Martm y cols 1991), se han descnto‘ | S

diferentes tlpOS celulares en el neoestriado. En estos estudlos los cntenos béswos que se

consxderaron para la clasificacion de los tipos celulares fueron el tamaﬁo del soma (medxano vs‘ L

grande), asi como la presencia o ausencia de espmas 0 varlcomdades en las dendntas yen el soma :

"
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TALLO CEREBRAL

FIGURA 2 Esquema del modalo de la anatomia funcuonal del circuito

"motor” talamocortlcal-ganglios—basales que muestra las conexiones
excitatorias e inhibitorias que unen a los diferentes elementos del
circuito basico de los ganglios basales. Estructuras de entrada (Neoestriado)
_y de salida de los ganglios basales, conectados a través delas vias de
proyeccion "Directa" (D) e "Indirecta” (I). La dopamina ejerce efectos
diferenciales sobre las vias "Directa” e "Indirecta”, a_través de la activacion
de los receptores D, y D, respectivamente. (modificado de Alexander y
Crutcher, 1990; Wichmann y = Delong, 1993). Flechas punteadas=

conexiones excitatorias: Flechas soélidas= conexiones “inhibitorias.

GPe=globo palido externo; NST= nlcleo subtalédmico; ‘SNc=substancia negra
compacta; GPi=globo péhdo interno Tél=talamo SNr"substancla 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 raton, el 95% de la poblacion celular total del neoestriado estd formado por un tipo de
célula principal denominada Neurona Espinosa Mediana de Proyeccién. Aunque en el mono, esta
poblacién de neuronas sélo representa el 77%. Las caracteristicas morfoldgicas de este tipo celular
son en general un soma de tamafio mediano, con un campo dendritico amplio, asf como la presencia
de un gran numero de espinas que recubren sus dendritas (D1 Figlia y cols., 1976; Wilson y Groves,
1980) (Véase Figura 3). Los cuerpos de estas células varfan de 12 a 20 micras de diametro y de ellas
surgen un nimero pequefio de troncos dendriticos con didmetros de 2 a 3 micras. Los cuerpos
celulares y los troncos dendriticos iniciales estan usualmente libres de espinas. Los troncos lisos se
dividen dentro de las 10 a 30 micras de su ongen, dando lugar a las dendritas secundanas espinosas
las cuales pueden ramificarse una o dos veces mas.

Una neurona espinosa tiene generalmente de 25 a 30 ramificaciones dendriticas termmales
las cuales se radfan en todas direcciones del cuerpo celular, llenando un volumen esférico con un
radio de 300 a 500 micras. La densidad de espinas dendriticas aumenta rapidamente desde la primera
aparicion de las espinas aproximadamente a 20 micras del soma, hasta llégar a un pico de distancia
de aproximadamente 80 micras del soma. La densidad pico de las espinas dendriticas puede ser tan
alta como 4 a 6 por micr_émetro de longitud dendritica, haciendo a la neurona neoestriatal pﬁncipal,
una de las células mas cargadas de espinas en el cerebro en cuanto a denSidad y no en cuanto al |
nimero total de espinas Las espinas dendn'ticas disminuyén gradualmente de aproxhnadamente 1.5
mlcrémetros a s6lo 0.25 micrémetros en las puntas, asimismo la densidad de espmas dendrlticas'
disminuye gradualmente, llegando aprox1madamente a la mitad del valor plco en. las puntas |
dendriticas (Wilson, 1990). | | |

- Enbase a su morfologia somatddendritiéa homogénea, las neuronas espindsas mediémas de
| proyeccion del neoestrlado han sido consideradas por mucho uempo como un solo tlpO neuronal Sin
embargo, reuentemente se han acumulado evidencias de tlpo mcnfol()glco, bloqmmlco, farmacologlco |
y fisioldgico que apoyan la idea de la existencia de 2 subtipos de neuronas espm(_)sas medianas. Se
ha descrito un segundo tipo de neurona espinosa mediana principal, aunque esta c_élula es muého |

* menos comn (Wilson, 1990; DiFiglia y cols., 1976). Esta se ha caracterizado poi‘ tener un soma de
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didmetro mayor y con una densidad de espinas dendriticas mucho menor, asi 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 atin de ella (Wilson, 1990).

Ei neoestriado recibe su nombre de la apariencia estriada que se deriva de los fasciculos de
fibras que se forman de los axones de las neuronas neoestriatales que perforan la materia gris del
neoestriado (Wilson, 1 990). Estos axones forman el principal sistema de fibras en el cerebro anterior.
Algunos axones estdn mielinizados ligeramente cerca del cuerpo celular, pero pierden su mielina
posteriormente (Chang y cols., 1981). En las ratas, los axones estan cerca del didmetro umbral para
la mielinizacién (cerca de 0.25 micras). En los primates, los axones son mds grandes y mds
consistentemente mielinizados, aunque la disminucion gradual en el didmetro axonal es acompaiiado
por un adelgazamiento y una pérdida parcial de la mielinizacion 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 tipds diferentes de neuronas espinosas medianas. Una clase de neurona espinosa darfa lugar
a un axon que se arboriza primariamente en el segmento externo del globo pélido, mientras que la
otra clase se proyectarfa poco 6 nada a esta estructura, a'rborizén’dose» més bien en el segmento
interno del globo pélido y en la substancia negra (Chang y cols., 1981). |

En el globo pélido y en la substancia negra, los axones de las neuronas espinosas
neoestriatales se arborizan en una forma muy caracteristica denominada patrén axodendritico
longitudinal. Este patr6n el cual contrasta fuertemente conel de las ﬁbras aferentes enel neoesmddo
esta caracterizado por axones eferentes neoestr:atales 1nd1v1duales que corren paraleiamente a las
dendritas de las neuronas blanco palidales y nigrales, hacu.ndo muluples contactos sméptxcoq los que
envuelven casi completamente a las dendntas de las células postsméptlcas (W:lson 1990 D1 Figlia
y Rafols, 1988). |

'La estimacion cuantitativa del grado de convergencia y divergencia-' para las aferentes
neoestriatales no es facil de obtener, debido a que no existe un arreglo gebmét'rico‘ simple en este
nucleo. Sin embargo, hasta ahora las evidencias disponibles sugieren que las ; smapsns ammetmas
formadas sobre las cabezas de las espinas dendriticas surgen de ﬁbras aferentes, lo que auglerc. que »

uno puede asignar un limite bajo al nimero de sinapsis afer_entcs formadas en las neuronas espinosas
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diametro mayor y con una densidad de espinas dendriticas mucho menor, asi 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 atn de ella (Wilson, 1990).

El neoestriado recibe su nombre de la apariencia estriada que se deriva de los fasciculos de
fibras que se forman de los axones de las neuronas neoestriatales que perforan la materia gris del
neoestriado (Wilson, 1 990). Estos axones forman el principal sistema de fibras en el cerebro anterior.
Algunos axones estdn mielinizados ligeramente cerca del cuerpo celular, pero pierden su mielina
posteriormente (Chang y cols., 1981). En las ratas, los axones estdn cerca del diAmetro umbral para
la mielinizacién (cerca de 0.25 micras). En los primates, los axones son mas grandes y més
consistentemente mielinizados, aunque la disminucion gradual en el didmetro axonal es acompaiiado
por un adelgazamiento y una pérdida parcial de la mielinizacién 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 daria lugar
a un ax6n que se arboriza primariamente en el segmento externo del globo palido, mientras que la
otra clase se proyectaria poco 6 nada a esta estructura, arborizdndose mési bien en el segmento
interno del globo pélido y en la substancia negra (Chang y cols., 1981).

En el globo pdlido y en la substancia negra, los axones de las neuronas espinosas
neoestriatales se arborizan en una forma muy caracteristica denommada patrén axodendritico
longltudmal Este patron el cual contrasta fuertemente con el de las ﬁbras aferentes en el neoestnado
esta caracterizado por axones eferentes neoestriatales individuales que corren paralelamente a las
dendritas de las neuronas blanco palidales y nigrales, héciéndo rm’nltipies contactds sindpticos, los que
envuelven casi completamente a las dendritas de las células postsmépncas (Wlison, 1990 Di I‘l glia
y Rafols, 1988). | | |

“La estimacion cuantitativa del grado de convergencia y divergencia para las aferentes
neoestriatales no es fécil de obtener, debido a que no ekiste un arreglo gcométrif:d simple en este
niicleo. Sin embargo, hasta ahora las evidencias disponibles sugieren qﬁe las sinapsis asimétricas
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uno puede a31gnar un limite bajo al ntimero dL sinapsis aferentes formadas en las neuronas espmosas
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FIGURA 3. Fotomicrograf'ias de los principales
tipos de neuronas que forman el NEOESTRIADQ,
tedidas con el método de Golgi : 1) Neuronas de
Proyeccion y 2) Interneuronas. Las neuronas de

proyeccién en este nuicleo son: (a) Neuronas
Espinosas Medianas, obsérvense la densidad de
espinas en las dendritas y el tamano del soma, de
donde derivan los nombres de esta neurona
neoestriatal. Mientras que las interneuronas en este
nacleo son de tres tipos: (b) Interneuronas No-
Espinosas Gigantes, Neuronas Medianas No-
Espinosas con penachos dendriticos (no se muestra)
y (c) Neuronas Medianas No-Espinosas con
varicosidades dendriticas. ' '
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individuales contando el nimero de espinas dendriticas por célula.

Podemos decir que virtualmente todas las neuronas espinosas medianas usan el 4cido gamma-
aminobutirico (GABA) como su principal neurotransmisor, pero también coexpresan un nimero 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 mas bien ellos se han localizado en subconjuntos particulares de neuronas espinosas de
proyeccion (Parent y cols. 1995). En las neuronas espinosas medianas individuales, el GABA coexiste
con la encefalina 6 con la substancia P y/o la dinorfina. La coexistencia del GABA con un péptido
dado parece estar en relacion 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 proyeccion (Parent y cols., 1984) (ver mas adelante péptidos en el neoestriado).

A.1.2 Interneuronas |
| El otro 5% de las células que integran el neoestriado en carnivoros y roedores y quiz4 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 morfolégicos (Chang y cols., 1982). Sin embérgo solo tres tipos de interneuronas han sido
caracterizadas con suficiente detalle y agrupadas en categorias separadas de acuerdo a Cl‘ltCI‘lOS
estructurales y funcionales, estas son: a) Las interneuronas gigantes no espinosas (célula no espmosa
Tipo 11 de DiFiglia y cols., 1976); b) Las células medianas lngeramente espinosas (células no ebpmosas
Tipo Ill de DiFiglia y cols., 1976) y ¢) Las celulas medlanas con dendntas varicosas y hsas (células

no ebpmosas Tipo I de DiFiglia y cols., 1976) (Véase Fxgura 3)

Las Interneuronas Gigames No Espinosas fueron descritas principalmente por DiFiglia y 'Carey en
1986 y por Chang y Kitai en 1982 en secciones tefiidas con Gblgi ya tfévés dela tinciéh intracelular
por anhop y cols., en 1982. Estas células rcpresentan menos del 2% de todas las células en el
neoestriado y ongmalmente fueron reconocidas como interneuronas por Kolhker a.lrededor de 1800
Morfolégicamente estas células poseen un cuerpo celular alargado con una_ longitud mayor a 50-60

micras, pero cominmente con 15 a 25 micras en su didmetro 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 distaleé muestran algunas varicosidades y apéndices de forma
irregular, Los axones de estas neuronas surgen de troncos dendriticos y pueden estar mielinizados
inicialmente y luego perder la mielina en las reducciones del diametro axonal que se observan en las
ramificaciones repetidas. El axon se ramifica muchas veces de la manera cldsica asociada con las
interneuronas es decir, con las ramificaciones hijas de igual tamaiio y formando aproximadamente
angulos de 120 grados entre ellas y con la ramificacién madre. De esta forma, la arborizacion
resultante consiste de un plexo denso de ramificaciones axonales extremadamente finas que llenan la
region del campo dendritico (alrededor de 1 mm del soma) 6 en algunas ocasiones llegando mas alla,
aunque usualmente no dejan el nucleo (Wilson, 1990).

Por otro lado, ha sido ampliamente demostrado desde un punto de vista bioquimico que las
interneuronas gigantes son colinérgicas. Originalmente se pensé que estas interneuronas colinérgicas
eran neuronas de proyeccion, pero mas tarde se demostro a través de técnicas de marcado retrégrado

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

Las Interneuronas de Tamafio Mediano se han dividido en dos categorias, aunque no existe un
consenso comun entre los diferentes autores del nombre otorgado a estas categorias. Los criterios
utilizados para su clasificacién se basan en las diferencias mas obvias entre los dos tipos de neuronas,
es decir la presencia de algunos apéndices dendriticos semejantes a espinas y terminaciones
dendriticas en forma de finos penachos en una clase de células y con dendritas lisas frecuentemente
con prominentes varicosidades en el otro tipo de células. DiFigliay cols., 1976) han denOminadd
a estos dos tipos celulares como las neuronas no-espinosas tipo I yltipjo I réspectivamcnté.» Mientras
que Chang y cols., (1982) las han clasiﬁcadb respectivamente como las neutonas medianas tipo V' y
la neurona mediana tipo HI/IV. Elsoma de la mayor parie de estas neuronas ésaproximadam‘enté
del mismo tamafio que el de las neuronas espinosas medianas (12-15 um), aullque existén »s_us
excepci’onés. Ambos tipos de interneuronas medianas poseen somas redondos y dendritas l_isas )
| ligeramente espinosas, que llenan un volumen aproximadamente equivalente a acjuel dél _campd
dendritico de la neurona espinosa. Por otro lado, la clasificacién de estos dos tipos de neuronas como

interneuronas se ha basado principalmente en la ausencia de evidencias de un axén que se proyecta, -
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mas que por una visualizacién completa de su arborizacion axonal, asi en preparaciones tefiidas con
Golgi muchos autores han visualizado el axon de la célula con dendritas varicosas. El axén del otro
tipo celular no se puede tefiir faicilmente sin embargo algunas arborizaciones locales han sido
reportadas (Wilson, 1990).

Las interneuronas de tamafio mediano también han sido usualmente clasificadas por el tipo
de neurotransmisor que contienen. Asi, 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 ademas parvalbumina (Parent y cols., 1995).
Mientras que el segundo tipo de interneuronas que corresponden a las neuronas no-espinosas Tipo
Il de DiFigliay cols., y las neuronas tipo [II/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 caracteristicas mas sobresalientes del neoestriado consiste en la gran cantidad de
sinapsis asimeétricas que se observan en micrografias electrénicas, las cuales se forman por los
pequefios axones provenientes de la corteza cerebral y de algunas regiones de los nucleos
intralaminares del tdlamo, sobre las cabezas de las espinas dendriticas de las neurohas espinosas
medianas. Este tipo de sinapsis se encuentra en aproximadamente el 85% de todas las sinapsis en el
neoestriado (Kemp and Powell, 1971a; Wilson, 1 990). Los axones de la corteza cerebral y del tdlamo
son similares en morfologfa, es decir ambos exhiben pequefias vesiculas sinapticas redondas (Wilson,
1990). Por otro lado, las conexiones nigroestriatales han sido intensamente estudiadas utilizando
varias técnicas. Asi, los axones que proi/ieneri de la su_bstaucia nigra pueden ser identificados en
micrografias electrénicas por técnicas de trazado axonal con aminodcidos radioactivos‘, por
‘degeneracion axonal, por inmundcitoquimica utilizando antiéuerpos contra la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) (la cual esta involucrada en la s.intesi.s de la dopamina en la via nigroestriatal), por
destruccién de los axones con la neurotoxina selectiva 6_-hidroxidopaniinaA (la cual deStruye

especificamente los axones dopaminérgicos en el estriado) (Ungerstedt, 1971a) y por'el marcaje de
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las neuronas dopaminérgicas con un andlogo dopaminérgico, la 5-hidroxidopamina (el cudl 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 autoradiografia 6 la destruccion de la via nigroestriatal
por el tratamiento con la 6-hidroxidopamina 6 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 ¢ tdlamocorticales, es decir, con pequeilas vesiculas sindpticas
redondas y formando sinapsis asimétricas sobre las cabezas de las espinas dendriticas. Por otro lado,
si se usa la inmunocitoquimica para marcar la tirosina hidroxilasa, se identifica un axon diferente, el
cual contiene grandes vesiculas sindpticas con contornos mas variables y formando sinapsis simétricas
sobre troncos dendriticos, somas y troncos de espinas dendriticas (Freund y cols., 1984).

Sin embargo, utilizando una técnica combinada de impregnaéién de Golgi con
| inmunocitoquimica, se revel6 una fuerte distribucidn de botones inmunoreactivos a la tirosina-
hidroxilasa sobre las neuronas espinosas medianas impregnadas de Golgi que habfan sido
retrogradamente marcadas de la substancia negra. Es decir, que los principales blancos de estos
botones, son las espinas dendriticas distales de las neuronas nigroestriatales, las cudles forman sinapsis
simétricas. Unicamente aquéllas espinas que reciben entradas de otros botones no-inmunoreactivos
6 no-TH, reciben entradas dopaminérgicas. Se ha postulado que tal arreglo anatémico implica que
una de las principales funciones de las entradas dopaminérgicas es la de intefactuar 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,BQlaxn, 1990). Se ha
postulado, la existencia de un circuito estriatal fundamental, el cudl incluye una neurona espinosa
mediana de proyeccion, que recibe entradas de la corteza cerebral sobre sus espinas dendriticas
distales y entradas de las terminales dopaminé_rgicas sobre sus espinas den'drftricas distales y sus
troncos dendriticos (Smith y Bolam, 1990).

| - Como se menciond anteriormente, se ha postulado la existencia de una segunda clase de
neurona espinosa mediana, con una densidad més baja de espinas dendriticas, la cual podria formar
parte de otro circuito. Pudiendo ser también dicha neurona una neurona de pmyéccién, la cual

recibirfa aferencias dopaminérgicas de la SNc y del niicleo parafascicular del tdlamo sobre sus troncos
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las neuronas dopaminérgicas con un andlogo dopaminérgico, la 5-hidroxidopamina (el cual no
destruye los axones dopaminérgicos, pero es absorbido especificamente por ellos) (Groves, 1980).

L.os resultados mostrados hasta el momento utilizando estas técnicas han sido contradictorios
e inconsistentes, Por ejemplo, utilizando la autoradiografia 6 la destruccién de la via nigroestriatal
por el tratamiento con la 6-hidroxidopamina ¢ 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 ¢ talamocorticales, es decir, con pequeflas vesiculas sinapticas
redondas y formando sinapsis asimétricas sobre las cabezas de las espinas dendriticas. Por otro lado,
si se usa la inmunocitoquimica para marcar la tirosina hidroxilasa, se identifica un axon diferente, el
cual contiene grandes vesiculas sindpticas con contornos mas variables y formando sinapsis simétricas
sobre troncos dendriticos, somas y troncos de espinas dendriticas (Freund y cols., 1984).

Sin embargo, utilizando una técn'ica combinada de impregnacién de Golgi con
| inmunocitoquimica, se reveld una fuerte distribucién de botones inmunoreactivos a la tirosina-
hidroxilasa sobre las neuronas espinosas medianas impregnadas de Golgi Que habian sido
retrégradamente marcadas de la substancia hegra. Es decir, que los principales blancos de estos
botones, son las espinas dendriticas distales de las ncuronas nigroestriatales, las cuales forman sinapsis
“simétricas. Unicamente aquéllas espinas que reciben entradas de otros botones no-imnunor'eactiv'os
6 no-TH, reciben entradas dopammérglcas. Se ha postulado que tal arreglo anatémlco implica que
una de las pmncxpales funciones de las entradas dopammerglcas eslade mteractuar conla. otra entrada
que recibe la misma espina. Se ha observado tamblén que los botones no-dopaminérgicos forman
smapsnb asimétricas, las cuales derivan de neuronas en la corteza (Smxth y Bolam, 1990) Se ha |
postulado, la existencia de un circuito estrnatal fundamental el cual mcluye una neurona espmosa
mediana de proyeccxén, que recibe entradas de la corteza cerebral sobre sus espmas dendntxcas |
distales y entradas de las terminales dopammerg:cas sobre sus espmas dendritncas dlstales y sus. :
troncos dendriticos (Smlth y Bolam 1990). A'

Como se menciond anteriormente, se ha postulado la existencia de uha seguzlda"'c:lasc de
neurona espinosa mediana, con una densidad mé_s baja de espinas déndri_tiéas_,' la cual podr_ia formar
parte de otro circuito. Pudiendo ser también d.icha' neurona una neurona .dcpr()yec'cié'n, la cual

recibiria aferencias dopaminérgicasde laSNc y del niicleo parafascichlar del téla:no:sobre sus troncos
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dendriticos (Smith y Bolam, 1990).

Las neuronas espinosas medianas también establecen contactos sinapticos colaterales entre
ellas mismas, asi como con las interneuronas. Los botones que surgen de las colaterales locales de
las neuronas espinosas contienen grandes vesiculas sindpticas de forma variable y forman sinapsis
simétricas con los troncos de las espinas dendriticas, con los ejes de las dendritas, con los somas y
con los segmentoé iniciales de los axones (Wilson y Groves, 1980; Bishop y cols., 1982). Las
colaterales locales de las células espinosas que terminan sobre espinas dendriticas generalmente
comparten esa espina con alguna otra entrada, generalmente una fibra cortical. 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 sindptico morfolégico
en el neoestriado. Este tipo de sinapsis posee pequefias vesiculas aplanadas y fdrman Sinapsis
simétricas sobre los troncos de las espinas dendr{ticas, los troncos dendriticos, los somas y los
segmentos iniciales. Se ha demostrado que los axones de las neuronas nb-espindsas gigantes y las
interneuronas medianas terminan de esta forma en las células éspinosas. Las terminales de este tipo
y las terminales con grandes vesiculas pleomérﬁéas, forman los principales tipos sindpticos
observados sobre el soma y la superficie dendritica proximal de la célula éspinosa (Wilson, 1990).

Las entradas de las neuronas gigantes no-espinosas son de los mismos tres tipos morfolégicos
principales que encontramos en las neuronas espinosas medianas, pero no muestran la localizacién
especifica sobre la superficie celular que se observa en las neuronas espinosés_ (Chang y Kitai, 1982;
DiFiglia y Carey, 1986). Los botones con péqueﬁ_as vesiculas redondas forman sinapsis_asimétricas
sobre las dendritas de todos los tamafios e igualmen_ie sobre el soma de las neiiroﬂas no-espinosas.
Por otro lado, sinapsis simétricas formadas por botones con grandes vesicalas pleomérﬂéas y por
botones con pequedias vesiculas sinapticas aplanadas, puéden observars_e sobre todas 'las» partes de
estas células (Wilson, 1990). Las siﬁa_psis que forman los axones de salida de las ncurona_s" espinosas' |

- medianas en la substancia negra y el globo palido, son muy similares en morfologia a las que forman



las terminales axonales locales (Chang y cols., 1981).

A.2.1 Conexiones de la Corteza Cerebral con ¢l Neoestriado

Entre las aferentes que le llegan al neoestriado, aquellas provenientes de la corteza cerebral
podemos considerarlas entre las mas importantes. Las entradas corticales glutamatérgicas convergen
también con las taldmicas glutamatérgicas, con las dopaminérgicas provenientes de la SNc y con las
entradas serotoninérgicas que se originan en los nticleos del rafé. La mayoria de las areas corticales
proyectan topograficamente al estriado, dandole a este un patrén funcional de regionalizacion (Parent,
1990). Asi en base al area cortical de proyeccion, el neoestriado puede subdividirse en territorios
sensorimotores, asociativos y limbicos, sin embargo puesto que existe una sobreposicion entre las
diferentes proyecciones corticoestriatales, dichos territorios pueden ser visualizados mas como un
continuum que como subdivisiones estriatales con limites estrictos (Parent, 1990). Asimismo, se ha
observado que las areas corticales que se encuentran reciprocamente interconectadas via conexiones
corticocorticales tienden a compartir zonas comunes de terminacién en el neoestriado, sugitiendo que
ademds de .qlie se puedan delima-:;n"i grandes sectores topograficos en el estriado, el sistema
corticoestriatal estd organizado de acuerdo a aﬁliaéiones funcionales generales de las areas corticales.
Sin embargo, también se ha observado que muchas dreas de la corteza asociativa concctada_s

recfprocamente, proyectan a dreas espacialmente distintas del neoestriado y que afin en dreas donde

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

interdigitacion complejos dentro de zonas longitudinales en la parté mediolateral dél neoestriado
(Selemon y Goldman-Rakic, 1985). S |

En estudios de marcaje con leucoaglutinina Ehasggluuﬂgms, se ha mostrado que las fibras
que llegan de la corteza cerebral al NE, se arborizan con un patron definido como axodendritico
cruciforme (Ramén y Cajal, 1911). Se ha dado el término de cmciforme a las fibras que viajan "
través del nucleo, cruzindose sobre las dendritas de otras neuronas y-haciendo sixlapsis con ellas en
passah_t (a su paso). Al igual que la mayoria de las aferentes que llegan al estriado, las proyeccio’nes’
corticoestriaiales temﬁnan en forma de racimos de varios tamafios, cuya dist_ribucién es muy cercana
a la compartamentalizacién de los parches (estriosomas) y la matriz. En la rata, se ha observado que

la organizacion compartamental de las entradas corticoestriatales esta relacionada principalmente con
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su origen laminar y en segundo lugar con sus dreas citoarquitectonicas de origen (Gerfen, 1990b),

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

A.2.2 Conexiones del Tdlamo con el Neoestriado

El talamo proyecta masivamente al neoestriado. Aunque los nicleos intralaminares anteriores
y el complejo parafascicular centromediane son las principales fuentes de esta proyeccvién, otros
nacleos talamicos también contribuyen, como aquellos del conjunto ventral, de la linea media y del
grupo posterior. En los primates el niicleo centromediano recibe selectivamente entradas del globo
palido 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 nucleo
centromediano, el nicleo parafascicular recibe entradas de una gran variedad de sitios, incluyendo
estructuras limbicas que a su vez proyectan a territorios limbicos y asociativos del neoestriado. Tales
entradas a los territorios asociativos y limbicos del estriado parecen provenir de la porcion dorsal y

ventral del nicleo parafascicular respectivamerite (Parent, 1990).

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

Las aferencias que la substancia negra compacta envia hacia el neoestriado (que terminan
topogrificamente) y que forman el sistema dopan1inérgico n}igroestriatal,A constituyen Qtra de las
principales vias de entrada hacia este nicleo. Dado que la degeneracién de esta via da lugar
clinicamente a la donominada enfennedad de Parkinson, en los ultimos afios ha sido uno: de: los
sistemas mas ampliamente estudiados dentro del sistema nervioso CBntrél. Ha sido reportado que la
mayoria de las fibras de la via nigroestriatal proyectan ﬁniCamente‘ ipsilatcralmen;te 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; I;oughlin-y Fallon,~ 1‘982), han ehqontrado'
evidencias en la rata de una via nigroeétriatal_ ligeramehte cm:iada; La importancia de las aférénéias |
de Ia substancia negra compacta hacia el estriado se hace evidente cﬁz.md.o se lesiona esta via
selectivamente con una substancia denominada 6-h'idroxidopamiha‘.._‘ En la_ rata, las inyecciones
uﬁilate_rales locales de 6-hidroxidopamina en el sistema dopaminérgico aScehdentc prOVOCa-una

profunda alteracion de la po'sturé, de la movilidad (De Long y Geo_rgop_ulbs,‘ 1981) y uria profunda |
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falta de atencion 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 més conocidos presentes en el cerebro de los mamiferos. Asimismo, se conoce
que en los desordenes de los ganglios basales existen alteraciones importantes en multiples de estos
sistemas (Graybiel, 1990). El circuito basico de los ganglios basales parece trabajar a través de la
neurotransmision sinaptica rapida 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
neurotransmision sinaptica lenta, en la cual se pueden activar receptores que no estan acoplados
directamente a un canal idnico, sino que mas bien estan acoplados a sistemas de transduccion
transmembranal acoplados a las proteinas G 0 a otros sistemas de segundos mensajeros intracelulares
(ver Figuras 10 y 11). La diferencia principal entre los dos tipos de activacion sindptica antes
menctonados es su temporalidad. Mientras que la activacion de los canales acoplados a un receptor
se lleva a cabo en la clésica escala de tiempo de alrededor de 1 milisegundo (1ms), la activacion de
las proteinas G induce cambios en el potenbial de membrana, con duracién mayor a 30 ms (Hille,
1992). Asi los neuropéptidos, la dopamina y la acetilcolina actuando a través de los receptores
acoplados a las proteinas G, y el glutamato actuyando en los recéptores tipo NMDA, pueden p-anicipar

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

‘B.1 Péptidos en el Neoestriado
La presencia de diferentes neuropéptidos, en un gran nimero de neuronas neoestriatales de
proyeccion se ha hecho evidente en los tltimos 10 afios. Estos péptidos incluyen a varios miembros
de las taquiquininas, tales como la substancia P (SP) y la neurokinina A; varios miembfos de la familia
de las encefalinas (ENK) y varios miembros de la familia de las dinorfinas (DYN) (Reiner y Andersori,
1990). Inicialmente, cuando fué descubierto que estos neuropéptidos se localizaban en las ;ieuronas
neoestriatales, no se sabia si se encontraban presentes en las neuronas GABAergicas de proyeccion.
Recientemente, algunos estudios en los que emplearon doble-marcado i_nmu_nocitdquimico y algunos

otros en los que utilizaron hibridizacion in situ, han arrojado nuevas conclusiones acerca de la
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localizacién de los neuropéptidos en el neoestriado: 1) que la SP y la DYN se encuentran tipicamente
en la misma neurona estriatal de proyeccion; 2) que la ENK, se encuentra ampliamente distribuida
en una poblacion de neuronas neoestriatales de proyeccion diferentealadelaSPy laDYN y 3) que
el GABA se encuentra en todas las neuronas neoestriatales de proyeccion (Reiner y Anderson, 1990).
Asi, en aves, reptiles y mamiferos se han definido cuatro poblaciones separadas de neuronas
estriatales de proyeccién, de acuerdo a la combinacién de neuropéptidos que contienen y al niicleo
al cual proyectan: el globo pélido 6 la substancia negra (Véase Figura 5) (Reiner y Anderson, 1990).

Aunque ain no se sabe cual es la funcidn de estos péptidos en el neoestriado, algunos autores
han especulado acerca de ello de acuerdo a la distribucion heterogénea que presenta la expresion de
los niveles de RNA mensajero (RNAm) de dichos péptidos en neuronas especificas del neoestriado
y de su co-localizacidn con los receptores D, y D,, como efecto de la deplecion dopaminérgica de
este ntcleo. A partir de dichos estudios Gerfen y cols. (1990, 1992), llegaron a la conclusion de que
la mayoria de las neuronas de proyeccion estriato-palidales expresan la ENK y el receptor
dopaminérgico Dz; mientras que la mayoria de las neuronas de proyeccion estriado-nigrales, expi'esan

ambos neuropéptidos SP y DYN y el receptor D,.

B.2 GABA enel Neoestriado

En el neoestriado podemos encontrar un gran niimero de neuronas y termmales que contlenen‘
al acido- gamma-ammobutirlco (GABA), conmderado cléslcamente como un neumtransmlsor,
inhibitorio. El neoestriado contiene dos txpos de neuronas GABAé»rgncas. las neuronas eSpmosas’
medianas y las intéméuronas GABAérgiCas (Véase Figura 4) Hace alrededbr de veihticinco aﬂbs
se demostrd que las proyecciones estnato—pahdales y estnato-mgrales eran. de naturaleza |
GABAérgica inhibitoria, desde entonces se ha asumldo que las neuronas estnatales de proyecuén
contnenen GABA (Precht y Yoshida, 1971). Rementemente esto se ha corroborado a traves de |
estudios de mmunoc:toquimwa en los cuales se ha demostrado que la enzima glutamato !
descarboxilasa GAD (la enzima involucrada en la smtesns del GABA) asi como la gamma-'
aminobutirico transammasa pueden ser localizadas en las neuronas espmosas mednanas de proyeccmn |
El otro tipo de neurona neoestriatal que es GABAérglca es un tlpo de 1ntemeurona medlana no-

espinosa (Bolam y cols., 1983; Oertel y Mugnaini, 1984; Wilson, 1990). Estas neuronas se _dxstmg,uen
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FIGURA 4. Representacion esquematica de la relacion entre la transmision 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 Encefalinay otros péptidos y b) las que expresan Substancia Py otros
péptidos. En BLANCO se muestra la interneurona Colinérgica Gigante. En GRIS -
PUNTEADO se muestra la interneurona GABAérgica. Se muestran también dos
vias aferentes: La dopaminérgica, proveniente de la substancia negra pars compacta
y la Glutamatérgica, proveniente de la corteza cerebral y del tdlamo intralaminar.
Ambas vias aferentes hacen contacto con ambos tipos de neuronas espinosas
medianas y con las interneuronas colindrgicas. La DA reduce la liberacién de la Ach
y del Glutamato, a través de su accidn presmépttca con el receptor D, La Ach por
otro lado, parece actuar sobre las neuronas encefalinérgicas a través de los
receptores M, y sobre las neuronas con substancia P a través de los receptores M,.
La relacion de las interneuronas GABAérgicas con la Ach, la DA y el NMDA, en el
neoestriado es aln desconocida. Ver Texto para mas detalies (modelo modificado
de DiChiara y cols., 1994, Wilson C.J., 1990). .
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facilmente de las células espinosas medianas, por sus concentraciones especialmente elevadas de
GABA, asi como por su contenido en la proteina amortiguadora de calcio denominada parvalbumina.
Esta proteina parvalbumina, estd 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 parvalbumina son morfoldégicamente las mismas
que las interneuronas de disparo rapido 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 palido y de la substancia negra pars reticulada (Kita,
1993), |

B.3 Acetilcolina en el Neoestriado

Esta bien establecido que el neoestriado contiene una poblacién de neuronas colinérgicas
(Véase Figura ‘4), las cuales pueden ser reveladas utilizando la técnica de histoquimica 'para
acetilcolinesterasa (AChE) 6 por inmunohistoquimiéa de la.colin-acétiltransferasa (ChAT). Las
neuronas colinérgicas hém sido identificadas en el neoestriado de ratas (Butcher y Hodge, 1976;
Bolam y cols., 1984b; Phelps y cols., 1985), de gatos (Kimu:a y cols., 1981; Parent y ‘O'Rei‘l‘ly-‘
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). Asi, se ‘s'abé acktualmenteAque el neurdtr‘ansmis'or‘
de la interneurona gigante no-espinosa en el neoestnado esla acetllcohna (Bolam y cols., 1984b |
Phelps y cols., 1985). Se sabe que aunque estas neuronas son pocas en nimero, sus arbonzacxones .
axonales son muy grandes y densas, proporcionando al neoestriado una m»rvacnon colmérglca muy
rica. Se sabe también, que las neuronas colmérglcas del neoestriado y el snstema de smapsrs‘
colmérglcas que dan lugar al neuropilo neoestriatal ejercen una potente mﬂuencna sobre el dlsparo
de las neuronas espinosas y la salida final del neoestriado (Wilson, 1990) Por otro lado,

frecuentemente cxertos tratamientos farmacoldgicos para muchos desérdenes humanos, mcluyendo

la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington’s y aun para la esqmzofrema, se apoyan -

en la mampulacmn de la transmision colmergicd en el neoesmado Imclalmente ala luz de los

primeros tratamientos para los pacientes con enfermedad de Parkinson con antxcolmérglcos se
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Propuso que la dopamina (liberada de Jas tibras nigroestriatales) y la acetilcoling (liberada de Jag
interneuronas colinérgicas estriatales) se €ncontraban en un "balance” que podria estar dirigido hacia
la hipercinesia de lacorea (muy poca acetilcolina) 6 hacja |a hipocinesia de] parkinsonismo (muy poca
dopamina). Esta teoria fué muy pfonto desechada por el descubrimiento de la presencia de mutltiples

neurotransmisores Y por multiples subtipos de receptores en log ganglios basales,

proyectan al globo palido (GP): a) las que contienen encefalina (ENK)
S | y GABA y b) las que contienen substancia p (SP), dinorfina (DYN)

y GABA. En mamiferos, estas dos poblaciones Proyectana -
a diferentes regiones del GP, con la poblacion ENK/GABA
Proyectando hacia el gp lateral y Ia poblacién SP/DYN/GABA
Proyectando hacia g GP medial. Las otras dos_poblacio_nes_ de
nNeuronas estriatales de Proyeccién: ENK/GABA Yy SP/DYN/GABA,
! | se dirigen hacia Ia Substancia negra, S
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Sin embargo, ¢l concepto de que la dopamina y la acetilcolina son de importancia funcional
central en el neoestriado, es ain generalmente aceptado. De hecho, se ha sugerido que la
sobreactividad de la dopamina en las regiones "limbicas" del neoestriado podria disparar la aparicion
de enfermedades mentales, tal coino la esquizofrenia. Asimismo se han reportado alteraciones en las

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

B.4 Glutamato en el Neoestriado

El glutamato presente en el neoestriado proviene principalmente de las fibras aferentes
provenientes de la corteza cerebral. Asi, una gran variedad de evidencias indican que el
neurotransmisor en la via corticoestriatal es el glutamato (McGeer y cols., 1977; Wilson,1990).
Algunos autores han postulado que las aferencias talamicas que llegan al neoestriado son también
glutamatérgicas, aunque aun no existe un consenso comiin (Wilson, 1990). Una aferencia
- glutamatérgica adicional al neoestriado estaria dada por las fibras provcnientes del nicleo

subtaldmico.

B.5 Dopamina en el Neoestriado | |
La via nigro-estriatal que prbviene de los niicleos mesencefélicos A8, A9y AlQ, constituye.
una de las vias dopaminérgicas ms impoﬁantes enel cerebro de los ’mMifems. La localizﬁciéri y
mapeo de la distribucidn anatémica de l_as neuronas que coﬁtienen dppam;na én el cerebro de rata,
fué descrita hace aproximadamente 31 afios, iﬁicialmente por los cientificos Suecos Dahlstrom y Fuxe
en 1964 utilizando el clsico método de paraforfnaldheido de FélckQHilléfp. “Més tarde, coh la
purificacién bioquimica de los allticuéfpos contra las enzimas ianthréidas en‘la‘sihtesis»de la
dopamina i.e 'ti'rosin_a hidroxilasa (TH), estos resultados_fueron donﬁrmados a través de laA té@:nica de :
inmunocitoquimica. | o N | N -
A diférencia de otros sistema_s monoaminérgicos en el sistema nervioso central, _1os‘sistemas
dopaminérgicos se encuentran bien circunscritos dentro del SNC, formando al'ménos tres si_stemas
distintos: el mesoestriatal, cuya parte dorsal es la via nigrbestriaial, .el-mes’c';"limbico y él mesoco‘r:tica.l'
(Robbins, 1992). Existé_ también un sistema dopaminéfg_ico__tuberoinfundibular '(Robbirl_s,» 1992) Las o

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 via nigroestriatal (Véase Figura 4). Por
su parte los llamados sistemas dopaminérgicos mesocortical y mesolimbico se originan en drea ventral
tegmental, el grupo celular A10; y se proyectan a las cortezas prefrontal, cingulada y entorinal ¢ a

estructuras limbicas, incluyendo el micleo acumbens, el tubéreulo olfatorio y la amigdala.

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 afios 70's dos clases de receptores dopaminérgicos fueron postulados para explicar la conducta
bioquimica, farmacoldgica y electrofisiologica de los agonistas y antagonistas dopaminérgicos: el D,

y el D,.

C.1 Subfamiliag de Receptores Dopaminérgicos
Recientemente la aplicacién de las té»c'nicas de biologia molecular en el estudio de los
receptores del sistema nervioso de mamifero, ha tenido un impacto dramatico en el estudio de los
receptores a los diferentes neurotransmisores, asi el uso de técnicas de recombinacién del DNA ha
resultado en la clonacion de multiples y a veces inespérados »subtipos de receptores para un
neurotransmisof dado. Los receptores dopaminérgicos no fueron la‘e:tcepc‘ién. Cinco‘diferentes tipos
de receptores dopaminérgicos han sido clonados hasta el momento usando estas téénicas; Para la
dopamina, el primer reporte conocido de la aplicacién de esta técnica; fuda finales de 198'8, conla
publicacién de la secuencia del DN.A y correspondiente secuencia,aniinoék:ida del feCeptor D,
dOpaminérgico (Bunzow y cols., 1988). Posteriormente, cuatro receptores mas fuemnclonados.
Auﬁque estos hallazgos nos dan una idea de la enorme complejidad en las diferentes isoformas de los
recéptores dopaminérgicos, ellos pueden ser‘ agrupados en sub-familias de acuerdda sus semejanzas
y diferencias con los receptores D, (D, y D; clonados) y con los recept_ores D2 (D,, D3 yD, 'clonados)»
propuestos ihicialmente por Kebabian y Calne en 1979. Recien_tememe, Sibley y Monsma (1992) |
han propuesto otra nomenclatufa. que esta siendo ampliamente aceptada,_ para designar aestas sub-
familias de receptores: D, y D\ (anteriormente D, y Dg) y ng, Dypy Dzé (antériorthent_e Dz, D,y

D,).
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C.2 Similitudes y Diferencias de los Receptores Dopaminérgicos

Las diferentes isoformas de los receptores dopaminérgicos comparten caracteristicas
‘comunes, todos ellos contienen alrededor de 400 aminodcidos, 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 proteinas de unidn de nucleétidos de
guanina, la llamada familia de receptores acoplados a la proteina G. El andlisis hidropatico de esta
clase de familias de receptores, predice la presencia de siete regiones de 20-25 aminoacidos
relativamente hidrofébicos, los cuales se ha propuesto forman dominios membranales 6 regiones alfa
helices transmembranales (Tm). Estos dominios Tm se conectan entre sf alternando asas citopldsmicas
y extracelulares, las cuales estan compuestas de residuos hidrofilicos, donde el N-terminal esta
localizado en la superficie extracelular y el C-terminal se proyecta dentro del citosol (Véanse Figura
6 y Figura 7). Esta topogratia membranal ha sido propuesta paré todos los receptores unidos a
proteinas G que han sido clonados (Sibley y Monsma, 1992; O'Dowd y cols., 1989; Todd y
O'Malley, 1993'). Las regiones transmembranalés tienen una secuencia de identidad relativmﬁente
alta entre los subtipos de receptores, mientras que las regiones hidrofilicas poseen una mayor
diversidad en las secuencias entre los miembros de las sub-familias (Schwartz y cols., 1992). Los
dominios citoplasmaticos, particularmente el tercero, exhiben la mayor disimilitud de secuencias entre
los diferentes subtipos de receptores dopaminérgicos. La tercera asa citoplasmatica parece ser el sitio
principal de interaccién con las proteinas G. Esto podria reflejar una interaccion selectiva de cada
subtipo con un miembro de la gran familia de p_rdteinas G, lo que cohduciria a sefiales intracelulares
diferentes. |

Los receptores dopaminérgic.os pueden ser subdivididos por la longitud de esta tercera asa
(Schwartz, 1992). Asf, los receptores D,y Dsse caracterizan por una terceta asa Citoplésmica corta
y una gran cola C-terminal (Véase Figura 6), parecen ademads estar acoplados a proteinas_- Gs. Por ¢l
otro lado, los receptores D, D, y D, los cuales poseen una gran tercera asa citoplésmicﬂ y una cola

C-terminal corta (Véase Figura 7), parecen estar acoplados a proteinas Gi (6 a otra proteina G

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

los receptores D, y D, y a su presencia en los genes para los receptores D,, D, y D, (Sbhwartz, 1992).

Se cree que la gran asa citoplasmica entre las regiones transmembranales Tm 5 y Tm 6 presenteen
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la mayoria de los receptores conocidos, esta involucrada en la unién de las proteinas G, ,, mientras
que se piensa que dos residuos de serina conservados en las regiones transmembranales Tm 3 y Tm
5 (y quizd Tm 2 y Tm 7) conservados en cada receptor dopaminérgico son importantes para la
interaccion 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 citoplasmética entre los diferentes
subtipos de receptores dopaminérgicos, todos ellos tienen un sitio consenso para la fosforilacién
dependiente de cAMP (Schwartz, 1992),

De las isoformas de receptores conocidos, el D, fué el primero en ser clonado 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 D, corto (D, por sus siglas en inglés "short") y D, largo (D, por
sus siglas en inglés "long"), referidos también como D,, s Y D, respectivamente (Todd y
O'Malley, 1993). Ambas formas de receptores D, se derivan del empalme de una secuencia
~ gendmica cOmL'_m. Las dos variantes codifican para proteinas que son idénticas excepto por una
insercion de 29 aminoécidos en la tercera asa intracelular del receptor DZL; la cual se piensa esta
involucrada en el acople de la proteina G, (Todd y O'Mailley, 1993). Esta insercién es codificada
por un unico exén ya que el gene que codifica para el receptor D, contiene multiples exones e
intrones (Gandelman y cols., 1991). Esta tltima caracteristica no es usual para los Areceptores unidos
a pfoteinas G; ya que la mayoria de ellos son expresados de un tinico exon (Todd y O’Malléy, 1993).
Por otro lado, se ha demostrado que ambas formas ia corta y la la»rgaA del receptor D, clo:iado se
“acoplan a la inhibicion de la adenilato ciclas_a' y-a la activacién de Ios cénalcs de K* (Gingrich y |
‘Caron, 1993). El forma D, parece acoplarse mas ¢fectivamente é'la‘inhibicién de la adenilato
ciclasa que la forma D, apoyando la idea de que existe ux»l‘a diferencia en el acople con las
proteinas-'(} entre las dos isoformas (Strangé 1993). Se ha reportéddtambién que la forma larga "del %
receptor D2 potenma la llberamén de 4cido araqmdonlco de las células de Ovarlo de Hamster Chmo'
((LHO) cuando es cstlmulado con el 1onéforo de calcio A23187 (Kanterman y cols 1991, Plomelh !
y cols., 1991) El mecamsmo de esta potenciacion parece ser mdependlente del AMPc 1o es
~bloqueable por la toxina pertussis, pero involucra la actxvacnén de la protema cinasa C (PKC)
Subsecuentemente fueron identificados las isoformas D; y D, del receptor dopammérglco por

clonacion de genes (Strange 1993) En ambos casos los genes contlenen multlples exones e mtrones
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asi que la sub-familia D, puede ser identificada por la complejidad de su estructura genomica. Hasta
el momento no se conoce si existen variantes del tipo "corto" ¢ "largo" de las isoformas D;y D

El receptor D; clonado esta conformado por 446 aminoacidos y contiene también siete
dominios transmembranales putativos. La secuencia aminoacida del receptor D, es muy similar al
del subtipo D, y exhibe una homologia del 46-52% del total y del 72-80% cuando se consideran
exclusivamente las regiones transmembranales (Sibley, 1991).

LLa gran homologia entre la secuencia de la proteina y la organizacién genémica sugiere que
los genes de los receptores D, y D, divergieron de un gene precursor comin en reciente historia
evolutiva (Sibley, 1991).

Por otro lado, atin no ha sido bien caracterizado el sistema de segundos mensajeros acoplado
a los receptores D, y D,. Cuando se examina el receptor D, en células CHO transfectadas, éste no
tiene efecto inhibitorio 6 estimulante sobre la adenilato ciclasa. Esta observacién sorprendié mucho
~ en vista de la similitud estructural entre las isoformas D, y D,. El receptor D, podria' estar asociado
a la inhibicion de la adenilato ciclasa como en el caso del receptor D, pero a través de una proteina
Gi diferente que no es expresada en las células CHO. |

Alternativamente, se ha propuesto que el receptor D, podria estar aboplado a diferentes

mecanismos de sefialamiento, tal como los involucrados en la regulacion de los canales de K* y de

Ca*, como se ha sugerido para el sistema del receptor D, (’Sibley, 1991).

C.3 Farmacologia de los Receptores Dopaminérgicos
Cada miembro de las subfamilias de recéptores difieren en su aparente atinidad por la
dopamina. Siendo el receptor D, el que 'posée_ una inusualmente alta afinidad por ella, miehtrés que
los receptores D.l y D, se unen a la dopamina con valores de Ki micromolates, 5a10 veCeé mas baja
que los receptores D, y D; (Schwartz, 1992). Entre los ago_nist'as._ dopaminérgicos, tnicamente la
apomorfina despliega afinidades similares en todos los subtipos de receptores. |
Los teceptores D,y D, expreSados de sus genes clonados, muestrah el per_ﬁl farmacolégico "
esperado para los réceptores tipo D, alta aﬁnidad para el SCI-I-23390 y ‘béja afinidad para la
spiperona. Las prinéipales diferencias en sus propiedadés farmacoldgicas son que el D mues__tra una

afinidad mayor por algunos agohistas, incluyendo una afinidad 10 veces mas alta para'.la'dopaniina.
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FIGURA 6.Representacion esquematica de la Topografia Membranal propuesta para
dos miembros de la subfamilia D, de receptores dopaminérgicos. A . El
receptor dopaminérgico D, (Dy,) humano y B. El receptor dopaminérgico D
(D,p) de rata. Las dreas sombreadas representan la bicapa lipidicade la
membrana neuronal. Los rectangulos negros representan los siete dominios
transmembranales (Tm). Los circulos grises claros y obscuros representan
la cadena de aminoacidos, con su terminal aminérgica (NH,) en la parte
extracelular’y la del carboxilo (COOH) en la parte intracelular. (modificado
de Sibley y cols., 1992). |
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FIGURA 7. Representacion esquematica de la topografia membranal de

tres miembros de la subfamilia D, de receptores dopaminérgicos.
A . El receptor dopaminérgico D, (D,,) humano. B. El receptor
dopaminérgico D, (D) deratény C. El receptor dopaminérgico
D4 (D,c) humano. Los rectangulos negros representan los siete
dominios transmembranales (Tm). Los circulos grises claros y
obscuros representan la cadena de aminoacidos; con su terminal
aminergica (NH; ) en la parte extracelular y la del carboxilo

- (COOH) en la parte intracelular (modiﬁcado de Sibley y cols.,
1992).
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Asimismo la afinidad por el (+) butaclamol es mas baja para el receptor D que para el receptor D,.

Cuando se expresan de sus genes clonados, ambas isoformas el D, y el Ds, estimulan la
adenilato ciclasa a través de cualquiera de los tipo de proteina G: Gg 0 Go (Herve y cols., 1993),
nuevamente una caracteristica de los receptores tipo D, (Strange 1990b, 1991a,b,c). El SKF-38393
considerado como un "agonista selectivo tipo D," y el SCH-23390 un "antagonista selectivo tipo D,
" son equipotentes para ambos receptores D, y Dy, pero 10%- 10* veces menos potentes para los
receptores "tipo D," (Schwartz, 1992). Como antagonista por otro lado, el sulpiride un antagonista
considerado como "tipo D," es aproximadamente 1000 veces mas potente para los receptores D,, D,
6 D, que para los receptores D, 6 Ds (Schwartz, 1992), | |

Por otro lado, la diferencia estructural entre las isoformas D,s y D5, parece influir en la unién
de agonistas pero no de antagonistas (Strangé, 1993). Ambas isofqrmas Dy y D, despliegan idéntica
farmacologfa pero poseen diferentes patrones de expresion entre las regiones cerebrales, aunque la
forma D, 4, pre_domina (Schwartz y cols.; 1992). El receptor D, contiene un aspartato en el segundo
dominio transmembranal (Asp 80), el cudl se ha mos»trado’ por mutagénesis dirigida aun sitib, qu‘e
es responsable de la modulacion dependiente de sodio de la unidn ’de agonistas y de antagonistas |
(benzamlda-substltuidos) El receptor D, tamblen presenta un resxduo smnlar el cual también
despliega el "efecto-sodio" (Schwartz y cols., 1992) | | -

Estudios de expresion y unién llevados a cabo en las células CHO, demostraron que el
receptor D, exhnbe una farmacologla similar pero aln dlstmta a la del receptor D, (Strange, 1993)
Seha rc.portado que en general, los agonistas parecen ser més potentes para el receptor Dz que para
el receptor D, El receptor D, posee aﬁmdad més baja para unir antagomstas dopammérglcos tlplcos
mcluyendo el spiperone y la raclopride. Asf, entre los antagonlatas umcamente los autoreceptores
putativos, agentes selectivos A176 y UH 232 son més potentes pard el receptor D:, (Slbley, 1991)
Para los agonistas, las afinidades son notablemente mas altas para el receptor D, que para el receptor
| D, (Strange, 1993). Los s_lstemas de transduccion mtracelular, han_ ‘s1do _de_ternunados para los
receptores D, (D) ¥ D4(Dm), siendo atin desconocido para el receptor D, (Dza)- En el caso del
receptor D, (D,,) se sabe que puede estar ésociado a una inhibicién de la forthziéiénde AMPcic1i¢’o, |
dauna dis_minucién de laé conductancias de Ca? 6 de K*; mientras que.para'él_ caso dél_'_rec_éptpr D .

(D,o), éste podria estar asociado a una inhibicion de la formacién del AMPciclico (Strange, 1993).



Adicionalmente, se ha observado que muchos de los neurolépticos "tipicos" (i.e. haloperidol)
inducen efectos extrapiramidales colaterales y son 10 a 20 veces mds potente en los receptores D,
que en los receptores D, repectivamente, mientras que algunos neurolépticos "atipicos" (i.e.
clozapine) los cuales inducen leves sintomas extrapiramidales tienen afinidad mds alta por el
receptor D, que por los receptores D, y D,, respectivamente, esto sugiere que el bloqueo diferencial
de los receptores D, y D, puede jugar un papel importante en la terapia antipsicotica (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 estimulacion 6 al bloqueo del receptor D,, pueden
deberse a su interaccion con el receptor D;, ésto se ha sugerido debido a la similitud farmacologica
entre los receptores D, y D, (Sibley, 1991).

El receptor D, por otro lado, despliega lés afinidades mas bajas para la mayoria de los
mltagonistas dopaminérgicos (Sibley, 1991; Gingrich y Caron, 1993), con una afinidad menor por
los antagonistas benzamide substituidos entre otros (Slrange, 1993) y uniendo algunos antagonistas
dopaminérgicos tipicos con una afinidad similar a la del receptor D,. Mientras que despliega
dﬁnidades mayores para agoniStas como la clozapina (Strange, 1993), |

Aunque las técnicas de biolbgia'moleéular han ’permitid’o recientemente la identificacion de
‘seis isoformas de receptores ddpaminérgicos (las cuales se ha sugerido por andlisis de hibridizacion
in situ y de Northern blot estdn expresadas en el Ne), desde el punto de vista farmacolégico, atin no
contamos con las herramientas necesarias que nos pennifdn difefenciar entre las diferentgs isoformas
de las subfamilias D, y D,. Por tal n{oiivo, en la presente tesis s6lo se ahalizarén lasA accidhes que
involucren a las _isofo_r_mas'Dl y D, ya que actualmente sélo__c_ontmnOS con agf)nistas y antagonistas

especificos para tales isoformas.

C.4 Localizacion de los Receptores Dopaminérgicos en el Sistema NervioSo Central

Algunos autores han clasificado a los receptores dopaminérgicos tomando en cuenta las
‘diferencias en la loéa_lizacién anatomica celular y cerebral de las diferentes isoformas de los
receptores, ademas de la clasiﬁcaoién molecular antes vista. _Esto-és_, se han basado por un lado en
la diferencia entre aquellos receptores localizados en las terminales presindpticas d0paxﬁi11érgicas

(contx*olando la sinteSis_y liberacion de la dopamina) y el soma celular;_(regulahdo el flujo del
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impulso nerviose dopaminérgico) a los cudles se les ha denominado "autorreceptores” (Carlsson,
1975) y aquellos localizados postsindpticamente sobre el cuerpo celular, dendritas y terminales
axonicas 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 localizacion anatémica. Por ejemplo, se conoce que los
autorreceptores dopaminérgicos son mas sensibles a la estimulacién por agonistas dopaminérgicos
que sus contrapartes postsinapticas (Skirboll y cols., 1979) y por otro lado se han descrito
compuestos que pueden ejercer efectos tanto agonisticos como antagonisticos en dichos sitios (Clark
y White, 1987). Los autorreceptores han sido identificados farmacolégicamente como receptores D,.
Por otro lado, se ha mostrado que el RNAm del receptor D, es expresado en las neuronas
dopaminérgicas de la substancia nigra pars compacta y el drea ventral tegmental. En la substancia
nigra de la rata ambas isoformas del receptor D,: el Dy y el ID,, son expresados, demostrando la
diversidad de autorreceptores (Schwartz, 1992). |

Tamblén se ha observado que el RNAm del receptor D, es expresado en las neuronas
dopaminérgicas de la substancia nigra, particularmente en la parte lateral y en el 4rea ventral
tegemental, indicando que el receptor D, puéd’e ser también un autorreceptor (Sokoloff, 1990;
Schwartz y cols., 1992), | o

La distribucion regional de los su'b'tipos de reCeptOres' Dl y D, en el cerebro de rata, el mono
y en el cerebro humano es muy similar, con la tmcxén mas mtensa en el estnado, el bulbo olfatorlo
y la substancia nigra. Sm embargo la dlstnbucmn preclsa de cada subtlpo es distinta y

frecuentemente complemantaria. Se encontré que los receptores D,y D2 se encontraban .

preferencmlmente locahzaclos en los compartlmentos del parche y la mamz estriatal, asi como en

la substancia ni gra pars compacta 0 reticulata. Estudios de microscopia electrémca han demostrado
que los receptores D, y D,_ tlenen tambxén una distribucion sub~celular a]tamente selectlva La mayor
parte de la inmunoreactividad a los receptores D,yD,encel neostnado de rata, fué locahzada en |
sitios postsinapticos en subconjuntos de espinas dcndrmcas y en las cabezas de las espmas
dendrltlcas Con esta técnica también se han observado receptores Dl y D, presméptncamente
indicando que ambos subtipos de receptores pueden regular la liberacion del neurotransmlsora»Los

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

Por el otro lado, se han empleado técnicas de autoradiografia, andlisis tradicional dé northern
blot (Bunzow y cols., 1988; Giros y cols., 1989; Monsma y cols., 1989), amplificacion de RNAm
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Giros y cols., 1989), hibridizacidn in situ (Mansour
y cols., 1990; Meador-Woodruff y cols., 1991; Mengod y cols., 1989) 6 por el uso de ligandos
fluorescentes (Ariano, 1989) para visualizar la localizacién de las diferentes isoformas de los
receptores en el sistema nervioso central. Asi, se ha mostrado que el RNAm que codifica para los
receptores D; se encuentra en altas concentraciones en el neostriado y en el nicleo accumbens como
era de esperarse segiin lo observado de los estudios de unién de ligando. Por otro lado, el RNAm del
receptor Dy se ha localizado a niveles menores en ciertas areas cerebrales como: el caudo/putamen,
el nilicleo accumbes, el tubérculo olfatorio, el hipocampo, el hipotdlamo y la corteza frontal. Las
isoformas del receptor tipo D, son también expresadas en el sistema nervioso central. En términos
~ de expresidn, existen grandes diferencias en la relativa abundancia del RNAm de las dos formas del
receptor D,; asf; el RNAm del receptor D,.,,, s mas abundante en las régiones clasicas ricas en el
receptor D,, tal como el estriado y la pituitaria, aunque ambas formas la D, 44, ¥ 1a D,.4;5 son
expresadas igualmente en otras regiones cerebrales blanco dopaminérgicas tales como el m’tcléo
accumbens, el tubérculo olfatorio y la corteza cerebral (Todd y O'Malley., 1993).

El RNAm del receptor D, por otro lado, tiene una prominente expresién en muchas dreas
limbicas tales como el niicleo accumbens, los niicleos mamilares y las islas de calleja.A Estb también
es expresado en muchas regiones clésicas ricas en el receptor D, tal como el bulbo olfatorio y a
niveles menotes en la corteza cerebral (Strange, 1993; Todd y O'Malley, 1993). | | |

Las isoformas del receptor D, se han localizado en niveles bajos peroA éigniﬁcativds, enla
corteza frontal, la amigdala, el hipotalamo, el talamo, el'b_ulbo_ olfatorio y la médula oblongada
(Strange, 1993; Todd y O’'Malley, 1993). En el sistema nervioso central délhunhano cdmparado bozl |
el de la rata, el RNAm del receptor D, es mucho més abundante, con niveles de expresion
relatiﬁamente- altos en la retina, el hipotalamo, el mesencéfalo, la corteza y la _p_ittxitaria (Todd y

O’'Malley, 1993).
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C.5 Sinergismo entre los Receptores D,/D,

El sinergismo entre los receptores D,/D, se refiere a una estimulacion concomitante de ambos
subtipos de receptores D, y D,, lo cual generalmente es requerido en condiciones normales para la

manifestacion conductual y electrofisiologica de los ganglios basales (Clark y White, 1987). Algunas
investigaciones han mostrado que la coactivacion de ambos tipos de receptores en los efectos
postsinapticos mediados por la dopamina, podrian estar reflejando la interaccidn de los receptores
en una sola célula, en células diferentes de la misma region cerebral 6 en células de diferentes regiones
cerebrales (Bertorello y cols., 1990).

El sinergismo entre los receptores D,/D, puede tomar al menos tres formas: 1) cuantitativa,
2) cualitativa y 3) a nivel de sistema (Hu y White, 1994). Ambas formas de sinergismo D,/D,
cualitativo y cuantitativo, observadas tipicamente en las neuronas neoestriatales, son eliminados luego
de la deplecion cronica de dopamina producida por las lesiones con 6- hndrox:dopamma de las
neuronas dopaxmnergxcas o por tratamiento repetido con reserpma Huy Whnte 1994). No se conoce
si estas dos formas de sinergismo, las cuales pueden distinguirse a través de ciertos proccﬂlmlentos,
representan fendmenos similares 6 distintos (Hu y White, 1994). La supersensibilidad funcional de
cualquiera de los receptores D, 6 D, son capaces de inducir un desaCoplé de un sinergismo D,/D, -
normal, sugiriendo una relacion causal entre la sensibilizacion de un receptor y el fenémeno de
desacople (Hu y White, 1994), | | |

En el sinergismo cuantitativo, dosis bajas de agonistas dopaminérgicos tipo D, aumentan la
habilidad de los agonistas tipo D, de inhibir a las neuronas estriatales y de excitar a las neurohas del
globo pahdo (Hu y White, 1994) asi como de convertir ciertas conductas orales estereotlpadaq en
formas mas intensas (Waddmgton y Daly, 1993). |
| El smer,g,lsmo cualitativo por el otro lado, es llamado tamblén el pdpel permlswo de los
receptores D,, debido a la evidente habthdad del los antagomstas selectwos al receptor D, para
prevenir o reducir ciertos efectos conductuales y electroﬁsmlogncos de los agomstas D2 (Huy Whlte
1994). |

La tercera forma de sinergismo D,/D,, que puede ser observado en ratas después de las
lestones unilﬂterales_delsistema higroestriatal dopaminérgico con 6-hidfoxidoparhina;' involh_c_ﬁra la

interaccion a nivel de sistemas entre los receptores localizados dentro del neoestriado y los receptores

Ve
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D, localizados dentro de la substancia negra pars reticulata, en lugar de la interaccion entre los
receptores estriatales D, y D, adyacentes (Hu y White, 1994), Este tipo de sinergismo también ha sido
“demostrado para la induccién del gen temprano inmediato c-fos (immediate early gene c-fos) y las
proteinas semejantes al Fos (Fos-like proteins) en el estriado denervado por los agonistas D, y D,
(Paul y cols., 1992) Recientemente, la caracterizacion de la modulacion de las corrientes de sodio
y de potasio producidas por los receptores D, y D, en neuronas neoestriatales aisladas agudamente,
sugiere que ambas acciones antagonistas y sinergistas pueden ser llevadas a cabo por los agonistas

D, y D, en el neoestriado (Surmeier y kitai, 1993),

D. RECEPTORES DOPAMINERGICOS EN EL NEOESTRIADO .

Se sabe a través del analisis por hibridizacion in_situ y Northern blot, que las neuronas
espinosas medianas de proyeccion del NE expresan las seis isoformas de receptores dopaminérgicos
hasta hoy clonados. Siendo los receptores D, y D; los que se expresan principalmente en el NE dorsal |
(Filloux y cols,, 1988a;, ’DeKeysewr y Ebinger, 1990, Surmeier y Kitai, 1993). Actualmente la
localizacion de los receptores tipo D, y tipo D, sobre estas neuronas estriatales es muy controvertida.

- Basados en estudios de lesion de las neuronas dopaminérgicas mesoeStriatales de
hrstoqumuca de hibridizacion in situ y farmacologicos, se ha postulado que ex:ste una segregacxon |
preferenclal de los receptores dopammerglcos sobre estas neuronas. En donde el receptor tlpo D, esta
presente en la _mayor parte de las neuronas estnato-pal:dales posntwas a la, enc,efahna y el receptor tlpO
D,enla mayoria de las células estriatb-nigrales positivas ala subSténCia P yala dinbrﬁna (Gerferi-y
. cols. 1990a l992a 1992b, 1992¢, 1992d), dando lugar asi a dos vnas mdependlentes la “Vla |
Directa" que une el caudo/putamen con ¢l segmento interno del globo pahdo/substanc;a negra. pars |

reticulata (GPI/SN!') yla "Via Indirecta" que se dirige a través del segmento extemo del globo pahdo

(GPe) y el niicleo subtalamico (STN) hac:a la substancia negra pars retlculata (SNr) (Vease hgura o
2) (Gerfen y cols 1990, 1992a, 19920, Strange 1993) Sin embargo, contrano a la hlpétesm de

segregamon de los receptores dopammerglcos se ha conclundo de expenmentos electroﬁsnologncos

y de la ampllﬁcacnon del RNAm de los receptores dopammergicos en celulas estnatales Gnicas, que
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muchas de las neuronas estriatales co-expresan los receptores dopaminérgicos D,, D, y D,, es decir
estos hallazgos se oponen a la estricta segregacion en estas neuronas. Asi, ha empezado a definirse
a nivel celular la localizacion de las principales isoformas de los receptores dopaminérgicos en el
neoestriado, aunque la estimacion precisa del grado de colocalizacion queda por realizarse en trabajos
posteriores (Surmeier y cols., 1992). Asimismo, esta localizacion permitira la especulacion acerca de
la funcién de las isoformas de los receptores.

Recientemente las técnicas de biologia molecular también han sido utilizadas para localizar
los genes que codifican para los diferentes receptores dopaminérgicos, esto es, los genes para ambos
réceptores D, y D, se encuentran localizados en el humano en el cromosoma 11; para el receptor D,
en el cromosoma 5, para el receptor D, en el cromosoma 3 y para el receptor Dy en el cromosoma
4 (Schwartz, 1992). |

El conocimiento conjunto de las propiedades bioquimicas, farmacologicas y anatémicas asi
como las electtrofisiologicas de la familia de receptores dopaminérgicos, és de enorme relevancia
clinica debido al uso potencial de agonistas y antagonistas selectivos a las diferentes subfamilias de
receptores D, y D,, en el tratamiento de estados psicoticos y disturbios motores y endocrinos.

Se sabe también que los receptores tipo-D, existen en las interneuronas colinérgicas y sobre
las terminales de las neuronas dopaminérgicas mesostriatales. Estos receptores tipo D, han sido
también descritos sobre {as terminales de las neuronas glutamatérgicas cortico-estﬁatales (Strange,
1993).

E. FISIOLOGIA DE LAS N EURONAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL; |
El procesamiento de la informacion en el sistema nervioso centtél no depende Gnicamente del
substrato anatomico de los circuitos sindpticos, sino también de las prop.i'edades‘ electroﬁs’iolégicas
de los elementos neuronales que los integran; asi como de fa manera en como estas propiedades se
ven alteradas por la plétora de substancias neufoactiv_as qué coinciden en ellas (MCComiick, 1990).
Una neurona_ puede considerarse como un transductor que transforma las entré;das sinapticas

sostenidas y graduadas, en sefiales de salida, Estas sefiales de salida consisten en espigas repetitivas
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todo 60 nada, codificadas como diferentes patrones de disparo. Como sabemos, la conducta
electrofisiol6gica de las neuronas esta determinada por la presencia y distribucidn de las diferentes
corrientes idnicas en una célula dada y por la habilidad de los neurotransmisores y
neuromoduladores de aumentar 6 disminuir la amplitud de dichas corrientes idnicas (McCormick,
1990; Lacey, 1993; Surmeier y Kitai, 1993; Wilson, 1993),

Por lo tanto, el entendimiento de la organizacién sindptica y de la funcién de los diferentes
niicleos del sistema nervioso central requiere del estudio y de la comprensién conjunta de las
propiedades morfol6gicas, electrofisiologicas y farmacolégicas de cada uno de los elementos

neuronales que constituyen dichos circuitos (McCormick, 1990).

E.1 Propiedades Membranales Intrinsecas 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 .indicé que el potencial generadd a través de la superficie membranal en cél'ulas
musculares y nerviosas, esta determinado por los gradientes de concentracion del K*. Fué hasta los
affos 50’s, cuando Hodgkin, Huxley y Katz demosirardn la importancia de las conductancias iénicas |
membranales dependientes de voltaje en la generacion de los impulsos nerviosos tanto en el axon
gigante de calamar como en el nervio y en el miisculo (I-Iodgkin, Huxley y Katz, 1949;:Hodgkin, |
1951; Hodgkin y Huxley, 1952d). | |

Posteriormente Coombs, Eccles y Fatt (1955),' concluyeroh de sus estudios en las
motoneuronas espinales de maﬁﬁfero que las bases idnicas de la actividad eléctrica en las
motoneuronas eran muy similares a la de las fibras nerviosas periféricas, es decir que los potenéiales |
de accion eran producidos por una corriente entrante de Na® transitoria y una ¢orrienté saliente de
K*, semejante a las encontradas por Hodgkin y Huxley en el axén gigante de célémary en el »nerv‘io
y miusculo. | | - 'A

Como consecuencia a estos estudios iniciales, s llegb a supdner posterionn'ente que todas
las celulas nerviosas en el sistema nervioso central (SNC) eran electroﬁsxoléglcamente sxmllares a
las motoneuronas, es decir que todas las neuronas del SNC generaban potenc.lales de accion

~ Unicamente a través dc las corrientes previamente descritas de Na* y de K dependtentcs de voltaje
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Nunca se consideré que los diferentes tipos neuronales presentes en el sistema nervioso central,
pudieran tener propiedades membranales eléctricas intrinsecas, propias de cada tipo neuronal y que
ellas fueran las responsables de generar determinado tipo de actividad (Llinas, 1988). Es decir,
aunque se sabia desde hace mucho tiempo, que las diferentes clases de neuronas en el sistema
nervioso central diferfan en sus caracteristicas morfoldgicas (Cajal, 1899), sélo hasta recientemente
se ha reconocido que las neuronas también difieren en la manera de disparar potenciales de accion
(Llinas, 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 iénicas § canales i6nicos presentes en
cada tipo neuronal) (Llinés, 1988),

En este sentido, el advenimiento de las técnicas electrofisiolégicas en preparaciones in vitro
como la rebanada de cerebro y las neuronas disociadas 6 cultivadas, en las cuales el medio idnico
extracelular puede ser controlado, ha permitido un cambio fundamental en el conocimiento
relacionado con las propiedades membranales intrinsecas de las neuronas de los mamiferos. Por
ejemplo, con estas técnicas electrofisiologicas in_vitro, en afios recientes se han descubierto una gran
cantidad de conductancias i6nicas membranales, las cuales parecen estar jugando un papel muy
importante a nivel subumbral y supraumbral, ya que son las que deciden c6mo y‘cuéndo dispararén
las neuronas los potencxales de acciéon (Bargas y cols., 1993) Asi, estas conductancias parecen 1o
solo determinar el patrén de disparo neuronal sino que explican varias propledadeq neuronales como
son: grandes latencias al disparo neuronal, adaptacnén en la frecuencxa de disparo, marcapaso B
disparo en réfagas, umbrales mulnples mtegracnén sméptnca y modulacién a largo plazo por

transmisores y péptidos (Bargas y cols 1993).

E.2 Conductancias I6nicas Presentes en las Neuronas del SNC

Las neuronas del sistema nervioso central de los mamiferos no se encuen_tran:sifnpleﬁ_lente'
en reposo y ocasionalmente generan pOtencialeS de accién, sino _que son elemént‘os _dinéxnicosk-c(m
propiedades electroresponsivas, debido a que sus membranas estan en CQnstaﬁté_éstado 'de flujo
gracias' a la presencia de una gran 'v_ar'ie_dad de conductancias i6nicas (Tablas 1, 2, 3 y 4). -

Las conductancias ionicas pueden distinguirse no solo por los iones que sus canales conducen -
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(e.g. K', Na', Ca®, CI') sino también por sus caracteristicas de curso temporal, sensibilidad al
potencial de membrana y a su sensibilidad a los neurotransmisores y otros agentes quimicos (Hille,
1992; Adams y Galvan, 1986; Rudy, 1988; Tsien y cols., 1988). Las corrientes iénicas han sido
divididas en general dentro de dos categorias: a) aquellas que son sensibles a los cambios en ¢l
potencial de membrana 6 dependientes de voltaje y b) aquellas que son alteradas por los
neurotransmisores 6 dependientes de ligando; sin embargo, recientemente se ha hecho aparente que
existe una sobreposicién entre los dos grupos, es decir que existe un niimero de canales idnicos
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
atencion, debido a su habilidad de modular la conducta eléctrica de las neuronas de manera poco
usual (McCormick, 1990).

Los nombres designados a las corrientes iénicas frecuentemente reflejan una propiedad que
distingue a tal corriente de las demds. La mayoria de las corrientes idnicas sensibles al potencial de
memﬁraﬁa son éctivadas por despolarizaciones.' La proporcion y el potencial de membrana en los
cuales las corrientes i6nicas se activan, constituyen caracteristicas importahtes que definen a los
diferentes tipos de corrientes (McCorfnick, 1990, Hille, 1992). Si la corriente es activada desde el
reposo pbr desviaciones relativamente pequeﬂas del potencial de membrana, entonces télescon'ientes
seran 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 més o
hiperpolarizados. Por el contrario, si la corriente es activada desde el réposo ﬁnicmnéntéa niveles
mas despolarizados, entonces di_cﬁas corrientes serdn referidas como‘de altd umbral; es dec‘:‘ir, la
probabilidad de apertura de los canales que conducen a estas corrientes es mayor a umbrales més
altos. Adicionalmente, si la activacién de la cortiente a lo largd de un cambio constanté y »es‘table en
el potencial de membrana, conduce tnicamente a una respuesta transitoria, entdnces uno se referird

‘aellas como tfansit_ori’as 0 ré.pidémenté inactivantes. Asimismo, si una corriente persiste durante una
activacion constante (es decir que no es inactivante) se le denominafé como persistente, sostenida
6 de larga duracion (McCormick, 1990). |

Las neuronas del sistema nervioso central poseen también cOnductanc_ias idnicas que son

activadas por hiperpolarizacién membranal y que son las responsables de Hevar a_ las 'célu_lasque se
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encuentran a potenciales de membrana mas positivos, de regreso hacia el potencial de reposo. Esta
familia de corrientes ha sido denominada de varias formas como Iy ("queer"), I, ("activada por

hiperpolarizacién") 6 I; ("funny") (McCormick, 1990).

Resumiendo, de acuerdo a sus propiedades de activacion e inactivacién podemos clasificar

a las conductancias i6nicas entrantes y salientes en las siguientes familias:

TABLA 1. FAMILIAS DE CONDUCTANCIAS IONICAS MEMBRANALES

ACTIVADAS POR DESPOLARIZACION
ENTRANTES
 Persistentes 6 de Inactivacién Lenta
Transit(;rias |
SALIENTES
Persistentes 6 de Inactivacién Lenta
Transitorias |

ACTIVADAS POR HIPERPOLARIZACION |

Rectlﬁcadores Entrantes Ioo “Quees” O I“, *funny* O Ih *hiperpolarizante”

Modificada de Bargas, J.y cols,, Neuronal Networks of The Mammalian Bram Have Functionally |
Different Classes of Neurons, 1993. | | | - |

También se ha tratado de clasificar a las corrientes iénicas.nemonales de acu_erdo consus
propiedades ﬁmcionales, ya que diferentés arreglos .de éllas parécen:estar preseﬁtes eh diferentes_
tipos neuronales y dlStl’lbUldaS a lo largo del ax6n y/6 del soma y las dendritas (para una rev:snén
mayor, consultar el articulo de leés,1988) | |

Como se mencxoné anteriormente, aunque la mayona de las neuronas dlsparan potencnales |

~ de acci6n de una manera todo 6 nada y todos ellos son generados de forma muy s:mllar, el o
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paradigma funcional de Adispam es muy diferente. Por ejemplo, algunas neuronas disparan
espontaneamente mientras que otras no, algunas pueden adaptarse y otras no, algunas disparan en
rafagas mientras que otras disparan con espigas Unicas, algunas otras poseen propiedades biestables,
6 poseen grandes latencias de disparo, etc. M4s aln, una neurona dada puede cambiar de una forma
de disparo a otra, asi una neurona que dispara rafagas a un potencial de membrana dado, puede
disparar tonicamente si el potencial cambia (Bargas y cols., 1993). Experimentalmente se ha hecho
aparente que familias de canales i6nicos subyacen a la variabilidad de estas propiedades de disparo
(Crill y Schwindt, 1983; Llinds,1988; Schwindt y Crill, 1989) (para revisién consultar Bargas y cols.,
1993). Estudios recientes han mostrado que la funcién 6 las funciones que estas conductancias
desempefian 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 Ca*
son las responsables de la adaptacion 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 Fntrantes Persistentes 6 de Inactivacion Lenta

La mayoria de estas conductancias son supraumbrales, es decir, que los canales son activados
a potenciales de membrana positivos al del umbral que genera la esplga somatodendritlca Estas
corrientes, producen despolarizacién membranal, la cual se adiciona al estimulo despolanzante y lo
aumenta, De esta manera, a veces pue'de ser obteﬁidﬂ un sistema "ﬁoSitiVo de retroaliméhtacién, ‘es‘ |
decir, cada despolanzacnén activa més corriente entrante, la cual causa mas despolarlzaclén y asi
hasta que se generan espigas todo 6 nada diferentes de los potencnales de accuSn somatodendrltlcos
(Bargas y cols 1994). Estas conductanmas como su nombre lo mdlca se mactlvan lentamente yla
despolarizacion persiste después de que el estimulo ha termmado lo que orlgma "biestabthdad"
'(Hounsgaard y Kiehn, 1985). Un ejemplo de esta propledad de "bnestabihdad" son las neuronas de |
Purkinje en el cerebelo, gracms a que poseen canales de sodio lentamente mactwantes 6 persnstentes,
sensibles al TTX (Bargas y cols., 1994), 1 as corrientes iénicas que determmdn el dlsparo neuronal
en diferentes reglones del sistema nervioso central, han 51do mtensamente mvesugadas

Otra ﬁmcnén de esta clase de corrientes entrantes es la generaclén de espxgas dendritlcas 6
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de alto umbral (McCormick, 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 farmacologia
muy caracteristica, 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 razén principal por la cual los canales de calcio lentamante inactivantes han
sido divididos como tipos L, N y P (Tabla 2) (Tsien y cols., 1988; 1991; Bargas y cols., 1994). Las
corrientes de calcio de alto umbral de activacion (HV A, de sus siglas en inglés high voltage
activated), estdn 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 ottos niicleos cerebrales del cobayo como: la
substancia negra pars compacta, la oliva inferior, el talamo, las células de purkinje del cerebelo y
probablemente en el nucleo locus coeruleus de la rata ( Llinas, 1988; Bargaé y cols., 1991b, 1994).
Las neuronas del sistema nervioso central de los mamiferos, poseen ademés de las corrientes
‘entrantes generadas por los ionés de Na* y de Ca’, una gran variédad de corrientes salientes
generadas por las conductancias de K™. Dos conductancias de K* son las que prevalé’cen en las
neuronas del SNC: 1) la corriente A (1,) iriactivante rapida, descrita inicialmente en invertebrados
(Llinds, 1988) y 2) las corrientes de K* dependi_entes de Ca®* (Ixup), tmnbién Ainicialineﬁte descritas
en invertebrados (Llings, 1988) -Adicionalmente otras conductancias de K* como las activadas por
ligando-dependientes de voltaje, las mdependlentes de voltaje y las I dependlentes de veltaje como
la comente rectificadora entrante (I,,) y la corriente ]enta no- mactlvante, Juegan un papel muy
importante en la integracion neuronal y en las oscﬂacnones (Llinas, 1988) |
Al 1g,ual que las corrientes entrantes, ldS corrientes sahentes pueden clas:ﬁcarse de acuerdo

a su cinética de macttvacxon y desmactwauon en transitorias y en persxstentes (Bdrgas y cols.,

1994).

E.2.2 Corrientes Salientes Persistentes 6 de Inactivacion Lenta |
Las corrientes salientes se oponen a los estimulos despolarizantes y a las corrientes entrantes;
~ ellas decrementan la excitabilidad aumentando el umbral al disparo, Ellas co'mp_rehden'_ un sistema

de retroalimentacién negativo: los canales son activados por despolarizaciones, las corrientes
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generadas hiperpolarizan la membrana y la corriente cae. Las corrientes hiperpolarizantes estan
asociadas con posthiperpolarizaciones prolongadas, aumentando la adaptacién en la frecuencia de
disparo (Bargas y cols., 1993 y 1995). La activacion de los canales de corriente saliente responsables
del umbral y de la frecuencia, puede depender del voltaje membranal, del calcio intracelular 6 de
ambos. Una activacion de canales dependiente Uinicamente de voltaje, abrird y cerrard una fraccion
de canales con cada potencial de accién, Una activacion de canales puramente dependiente de calcio,
abrira una fraccidn de canales dependiendo del numero de potenciales generados (conversion digital
a analdgica). Con cada espiga, el calcio entra a la célula y se acumula en el citoplasma. El tamafio
y la duracidn de los potenciales generados dependen de la concentracidn de calcio intracelular, del
amortiguamiento del calcio y de los mecanismos de extrusion 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 (Bargas y cols., 1994)., Asimismo, los
~ neurotransmisores que actiian a través de cambios en el calcio intracelular 6 de la entrada de calcio,
pueden contribuir a aumentar ¢ a decrementar las corrientes saliehtes y de esta forma contribuir en
la modulacién del patrén de disparo (Bargas y cols., 1993, 1994 y 1995). También se ha observado
que los neurotransmisores pueden modular directamente las corrientes salientes persistentes 0
lentamente inactivadas (Bargas y cols., 1994; Pineda y cols., 1995; Herndndez-Lopez y cols., 1996).
Entre las corrientes salientes persistentes ¢ de inactivacion lenta, podemos mencionar a los
rectificadores retardados dependientes de voltaje (Ix); a las corrientes de K* dependientes de calcio
y activadas por voltaje (Ix (BK) (Caz*)i-actii/ada por voltaje); a las corrientes de K* activadas por
calcio (I (SK) activada por (Ca?)i ); la corriente M (I, ) sensible al voltaje, a la muscarina, a la
substancia P, a la somatostatina y a otras substancias. Esta corriente también depende del célcio_
interno; a las corrientes de CI (de diversas clases, algunas activadas 'por [Ca*]i y/6 voltajc y por
ultimo a la corriente aniénica (I wisnica); 12 cual no es muy selectiva. La farmacologia y las funciones

que estas corrientes desempeiian en las neuronas se resumen en la Tabla 2.

E.2.3 Corrientes Entrantes Transitorias 6 de Inactivacién Répida
- Podemos decir que la diferencia entre las corrientes persistentes y transitorias depende

fundamentalmente de la proporcion de inactivacion. En general se consideran como opuestas, es
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decir, las corrientes transitorias se inactivan rapidamente mientras que las corrientes persistentes se
inactivan muy lentamente 6 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 accién y a las de calcio.
En el caso del corazédn, Tsien y su grupo (Hille, 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 pequefia y transitoria. Estas conductancias también producen espigas: las
espigas de bajo umbral (en inglés "low threshold spikes” 6 LTS) y estan involucradas en el disparo
de potenciales de accién de sodio y en la generacion de patrones de disparo en forma de rafaga
(Bargas y cols., 1994; McCormick, 1990; Llinés, 1988), aunque en algunos casos, los canales-T no
producen espigas LTS todo & 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 talamicas, las pontinas, las
de la substanciz; nigra y las de otros nicleos, los utilizan para dispafar en rafagas, si el potencial de
membrana es més bien negativo (Bargas y cols., 1993 y 1995). Asi’, por sus propiedades de
inactivaci_én a potenciales de membrana en reposo y de desinactivacion 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 (Llinas, 1988). Por lo tanto, la misma
neurona puede disparar espigas Unicas a potenciales despblarizados 6 rifagas a potenciales
hiperpdlarizados (es decir poseen dos umbrales difetentes), es decir, que las neuronas que poseen
estas conductancias son capaces de responder diferencialmente y’ exhibir patrones de disparo
distintos dependiendo del potencizil de membrana previo y del medio ambiente quimico »(Ba'rgas y
cols., 1993 y 1995; Galarraga y Bargas, 1995). | |

E.2.4 Corrientes Salientes Transitorias 6 de Inactivacion Rapida

‘Algunas neuronas del SNC poseen adicionalmente a los canales antes mencionados, un tipo
de canal de K* que se activa transitoriamente en un rango' subumbral de los‘poteﬁcitiles de membrana
(Hille, 1992). La corriente en este importante canal (canal A 6 canal K,) ha sido denominada de

varias formas como corriente A (1,), corriente de K* rapida y transitoria, corriente saliente transitoria
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6 corriente de K* de inactivacion rdpida. Los canales K, pueden ser activados cuando una célula es
despolarizada después de un perfodo de hiperpolarizacién. Conceptualmente, esta clase de canales
representan lo opuesto a los canales T (Bargas y cols., 1993 y 1995). Se ha considerado que la
funcion principal de los canales A, es su participacion en el disparo ritmico neuronal (Bargas y cols.,
1993 y 1995). Farmacol6gicamente, I, es mds susceptible de ser bloqueada por la 4-aminopiridina
(4-AP) que por el tetractilamonio (TEA),. Por otro lado, la cinética de inactivacion 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 dindmico de frecuencia de respuestas; desde muy bajas hasta muy
altas frecuencias de disparo. La cinética de inactivacién de estos canales,’ puede ser también la causa
de que ciertas neuronaé posean latencias prolongadas de disparo después de un estimulo dado
| (Bargas y cols., 1989, 1993 y 1995). Las farmacologia y las funciones que estas corrientes

desempefian en las neuronas se resumen en la Tabla 3.

E.2.5 Rectiﬁcaciores Entrantes
Los canal'es rectiﬁcadores entrantes son un grupo de canales de potasio que fuermi
descubiertos en el misculo por Katz cn1949 Katz denommé a estos canales como "rectificadores
anémalos” debido a las propiedades contrastantes que mostraba esta rectlﬁcacxén con la recnﬁcacwn
retardada "normal", es decir, la anomalia consiste en que la conductancla aumenta durante periodos
de hiperpolarizacién y dlsmmuye durante periodos de despolanzac:én El nuevo térmmo,"
"rectlﬁcador entrante", describe la tendencia de actuar como una vélvula 6 un dxodo, favorecnendo
la entrada de los iones de K* y corrientes entrantes durante las h1perpolanzac1ones pero no la salida
durante las despolanzac:ones Hllle utiliza la abrevnacxén K para refenrse a estos canales (Hllle |
1992). | | |
Los canales K se dlstmguen de otros canales conocndos por tres propledades poco usuales
1) Su apertura depende de un voltaje hlpetpolarlzante pron_unc:ado, 2) la dependencia de .voltaj_e de
la apertura de su compuerta depende de Ia [K*] extracelular y 3) parte de su rectiﬁcéciéh paréce ser |
instantdnea" 6 "fa’ipida ocurriendo alrededor de menos de 1ms, mientras que otra parte parece ser
"tiempo dependiente" varlando de mlllsegundos a0, 5 segundos (Hnlle 1992). La carga prmmpal_. |

que lleva el rectificador anémalo "instanténeo" es el K* y la corriente que lleva se vuelve ent_rant_e
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una vez que la hiperpolarizacion ha sobrepasado al potencial de equilibrio del potasio (Ey) (Bargaé
y cols.,, 1993 y 1995, Hagiwara y cols., 1974). Los rectificadores anémalos instantaneos poseen
propiedades de activacion rapida de compuertas, conforme las constantes de tiempo membranales se
vuelven mas rapidas, cuando la membrana es hiperpolarizada (Bargas y cols., 1993 y 1995). La
rectificacion entrante "tiempo dependiente” (en oposicion a la instantanea), se detecta claramente
como una corriente entrante en desarrollo durante la hiperpolarizacién. Durante los registros
intracelulares, esta conductancia se manifiesta como un "sag" que se oponé a la hiperpolarizacion y
como un rebote de despolarizacion en forma de "joroba" cuando la hiperpolarizacién ha terminado.
Este rebote de depolarizacion puede alcanzar el umbral de disparo del potenéial de accién y asi
contribuir a un rebote de la excitacion (Bargas y cols., 1993 y 1995). En muchas células, este rebote
estd 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 rafaga de espigas

puede seguir al final de la hiperpolarizacion (»"eXaltacién del tebote"). Quizé ésta es la Aéxplicacié‘n a
| las "postdeScargﬁs postinhibitorias" observadas en muchos nilcleos cerebrales (Bar‘gas:‘y cols., 1993
'y 1995). La farmacologia y las funciones que estas conientes desempefian en las heuro;ﬁxas“se resumen
en la Tabla 4. | | . a

Las siguientes tablas resumen los tipos de corrientes descritos anteriormente, asi como las

funciones que estas deéempeﬂan en las neuronas (Bargas y cols., 1993 y 1995):
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TABLA 2.

Tipo de I6én = Funciones

Tipo de Corriente
Corrientes Entrantes -1 g sensibleal TTX Disparo estable sostenido, bistabilidad, se opone a la caida electrotonica
* Persistentes 6 de -l -insensible al TTX de los potenciales sinépticos, espigas dendriticas 6 de alto umbral,
Inactivacion -I¢, sensible a la DHP (canales-L) potenciales de despolarizacion lenta y postpotenciales, liberacién det -
Lenta. alto 6 bajo umbral; sensible a neurotransmisor.
dosis mM de Cd** '
Inactivacién dependiente del calcio intracelular y
del voltaje.
-Ic, sensible a la w-conotoxina (canales N)
resistente a las DHP; sensible a dosis mM de Cd**
-1, sensible a FTX (canales P); sensible a dosis mM de Cd**
resistente 2 DHPs y a la w-conotoxina
~Jsimnica taMbién denominada como mespeciﬁca 6 no-selectiva
al menos algunas clases pueden ser activadas por [Ca®}i
Corrientes Salientes -1, rectificadores retardados depen- - Repolarizacion del potencial de accién; repolarizacién de los potenciales
Persistentes 6 de dientes de voltaje; sensibles al ' despolarizantes lentos; disparo ritmico, adaptacién de la frecuencia
Inactivacion TEA y algunos al DTX, CTX, NTX 6 de disparo, potenciales posthiperpolarizantes, marcan el disparo en réfagas;
Lenta - -Ix (BK) activada por voltajey por baja frecuencia de disparo.
[Ca™]i; sensible al CTX y aI NTX. '
-Lup (SK) corriente de K*-activada

por [Ca®]i ,insensible al TEA,ala
apamma, a la D-tubocurarina (a!gtmas)
yquizaal CTX.

-Iy,corriente de K* sensible al voltaje la
muscarina, LHRH, subst.P. |

I, Algunas clases, algunas aétwadas por

voltaje y/o [Ca’*]:, bloqueo por SITS,DIDS ZIps

* 'ITX-teu'odotoxma, DHP=d1h1dropmdmas Cd? ==cad1m N F’I‘X—toxma dela araﬁa tejedora de redes en forma de embudo (funnel-web spider toxin);

DTX—dendrotoxma,CTX«can’bdotoxma,NTXmoxmtoxma,S% acido 4-acetom1do—4-1sotxoc1anoesnlbeno-2 ,2 "disulfonico;DIDS=4cido 4,4 -diisotiocian ostibeno-

~ 2°2"-disulfonico; LHRH: hormona liberadora de Ia hormona luteinizante;subst. P= substancia P; BK= "big K(Ca®") channels or maxi-channels" 6 canales grandes
de canales de K* dependaentes de calcio; SK= "small K{Ca’*) channels” 6 canaies deK* dependxentes de calcio, de tamafio pequefio 6 intermedio.
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TABLA 3.

Tipo de Corriente Tipo de I6n Funciones
Corrientes Entrantes | -1, sensible al TTX Generacion de potenciales de accién y de espigas todo 6 nada,
Iransitorias -1, resistentes al TTX potenciales despolarizantes transitorios, disparo en rafagas, disparo oscilatorio lento,

Corrientes Salientes
Transitorias

I ¢.o. (canales T); sensibles a

dosis mM de Ni** (algunos son

mejor bloqueados por Cd**

‘6 Zn®); existen quiza algunas
~ clases diferentes, bloqueables
-por dosis mM de amiloride y

por tetramethrin; estas
corrientes subyacen 2 las
llamadas espigas de bajo
umbral (LTS). o

-1, Corrientes de tipo "A".
pueden existir muchas clases;
algunas se inactivan
completamente y otras no.
Muchas de ellas son sensibles

a dosis milimolares de la 4-AP; -
-algunas son sensibles al TEA;
, algui;as son sensibles a Ia [Ca™]i.

marcapasos, disparo ritmico.

- Latencias prolongadas al disparo, frecuencias bajas de disparo, repolarizacién de

espigas y de potenciales despolarizantes, estabilizacién del potencial de membrana.

* TTX=tetrodotoxina; Ni*= niquel; Cd*'= cadmio; Zn*'= zinc; 4-AP= 4-aminopiridina; TEA= tetraetilamonio; Ca**= calcio.
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TABLA 4.

Tipo de Corriente

Tipo de I6n . | Funciones

" Rectificadores Entrantes

- -IK ag)instanténeo. Contribuyen al potencial de membrana de reposo, se oponen a la hiperpolarizacion membranal

Corriente de K* que se vuleve Integran las entradas sinapticas dendriticas, disminuyendo a ciertos rangos de voltaje la
entrante cuando la hiper- resistencia de entrada, produciendo cambios en la distancia electroténica, marcapasos,
polarizaci6n sobrepasa al E;. postdescargas post-inhibitorias.

De rapida activacion. ~

Bloqueado por Ba?", TEA, Cs".

La conductancia depende del

voltaje yde la [K'],.

-Ih (If_, I Q) MezCla de COlTientc V

de Na* y de K" con un potencial

de equilibrio de alrededor de-

+35 mV. Rectificador anémalo
dependiente de "tiempo y de voltaje”.
Blogqueado por Cs" extracelular.

La conductancia depende del

‘voltaje, dela [K*],y de la [Cl],.

1

* Ba’"=Bario; TEA= tenactilamOnio; Cs*= cesio. Referencias: Las cuatro tablas fueron tomadas y modificadas de Bargas, J. y cols., Neuronal Networks Of The

Mammalian Brain Have Functionally Different Classes Of Neurons, 1993 y de Bargas y Galarraga, Ion Channels: Keys to Neuronal Specialization, 1995.



Los rectificadores entrantes acarrean alguna corriente saliente y aunque verdaderamente esta
es su funcion fisiologica usual, raramente permiten que el potencial de membrana de una célula se
haga mas negativo que el potencial de equilibrio del potasio (Ey) (Hille, 1992).

Los rectificadores entrantes oponen una corriente entrante despolarizadora a la
hiperpolarizacién que causa su propia activacion, creando de esta manera un sistema de

retroalimentacion negativo que "corrige" una hiperpolarizacion extrema.

F. ELECTROFISIOLOGIA DE LAS NEURONAS ESPINOSAS MEDIANAS DE
PROYECCION

F.1 Patron de Disparo de las Neuronas Espinosas Medianas

De importancia central para el funcionamiento de todas las estructuras de los ganglios basales

VUi
i,

es la forma en Ia cual las neuronas neoestriatales mtegran la actividad proveniente de sus aferencias,
asi como la naturaleza de la salida eferente neoestriatal, -tipificada como el patron de dispafo |
caracteristico de estas neuronas. o

Las neuronas espinosas medianas poseen un patr()n de disparo muy caracteristico en registros |

realizados in vivo. Inicialmente se determiné por registros de actividad unitaria, que las neuronas

neoestriatales poseen un indice muy bajo de disparo celular (Frigyesi y Purpura, 1 967;‘ Connor,
1968). Posteriomen_te registros extracelulares e _intracelularés én animales noéanéstesiadqs (Hu'll» y
cols., 1970; Wilson y Groves, 1981), en animales lige'ramente anestesiadcs (Se,dgwick y Wiiliams,
1967, Calabresi y cols., 1990) y en animales alertas fealizand¢ ‘una't'atéa (Andersoh; 1977, DeLong,
1973), han con_'ﬁrmado’ que estas células se encuentran la fnayor» paiteé del tiémpoeléétricam»enté"
silentes (Wilson., 1990). Las neuronas espinosas medianas de'pr'oyeccién sé encuéntran_ mas bien a
niveles hip?rpolarizédos a _pdtenciales de reposo de. 'alreded_or de -80 mV (Wilson, 1 992) y |
ocasionalmente disparan trenes de poteﬁcialés de accion que’_surgen ae périodos Alen:t_os y Sostenid'o's
en fonna de'rampa de despolarizacion mémbranal-(O. 1-3 segundos), éventﬁ_s que A.son»ac'(_)._mpéiﬁa'dos "
por un aumento en el ruido _sinéptico. _Sepa;rando estos periodos de despolarizaéién,» se han_ B

registrado  episodios  prolongados: de hiperpolarizacion mambran_a! 'y un gran

<]
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decremento en el ruido sindptico, ambos caracterizados como un largo periodo de silencio. En la
Figura 8 se observa una muestra de este tipo de patron de disparo y de los cambios subyacentes del
potencial de membrana, (usualmente la proporcion de descarga de estas neuronas durante un episodio
de disparos, no es mayor a 40 por segundo y generalmente no disparan ritmicamente trenes de
potenciales de accion en forma de rafaga) (Wilson, 1990). Wilson y Kawaguchi, (1996) han
denominado al estado de reposo como "down state" y al estado despolarizado ocasional como "up
state".

La razoén por la cual las neuronas neoestriatales se encuentran silentes la mayor parte del
tiempo es desconocida. El arreglo anatémico de las neuronas espinosas medianas y del propio
neoestriado indica que cada neurona espinosa recibe miles de entradas sinapticas excitatorias y sin
embargo, pareceria como si las sinapsis que reciben no fueran suficientes para provocar que la célula
dispare. Varios faciores parecen estar determinando el patrén de disparo caracteristico de estas
neuronas, como son: el alto umbral de disparo que poseen, la accion de las entradas sindpticas
inhibitorias, las bropiedades membranales intrinsecas de estas neuronas, tal como la baja resistencia
de entrada neuronal y la naturaleza electrotonica de sus dendritas (Wilson, 1990).

Sin embargo, a este respecto se sabe que a pesar del bajo nivel de actividad ésponténea que
poseen las neuronas neoestriatales de proyeccién éstas poseén un conjunto importante de
conductancias entrantes lentas mvolucradas en la generac:on de potencxales de acczon regeneratwos
(Calabresu y cols., 1987; Wilson, 1993)

En condiciones in vitro, también es una propiedad electroﬁsiolégica cara‘cteristica de las
neuronas neoestriatales de proyeccion, la de desplegar un potencial ‘d'ésp01aﬁzante len‘t‘o» en'réspuesta
a pulsos de corriente intracelulares subumbrales y despolarizantes .(Baj.'rg'as“y‘ cols., 1989;»Kit'a et al.,
1985a). Este potencial despolarizante lento puede tener una duracion- que va de Cientcjs de
mlhqegundos a segundos y esta asociado a una latencia prolongada en la generacmn de la pnmera
espiga, cuando es inyectado mtracelularmente un pulso cuadrado de corriente despolanzante umbral

(Bargas y cols., 1989). Es durante estos episodios de despolanzaclon lenta cuando se puede mduclr

la interaccion entre la actividad sinaptica y las propledades membranales de las neuronas En -

condiciones de registro in_vitro el potencial de membrana en reposo de las n_euronas_ espmosas

medianas de proyeccion es generalmente mas negativo que jn vivo, en promedio de -84 mV. Los
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potenciales de accion 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 condici.ones in_vitro en rebanadas es de 58 + 4 Mohms, con una
variabilidad de 20 - 97 Mohms determinados a -70 mV (Bargas y cols., 1988).

20mV

FIGURA 8. Registro lntracelular IN_VIVO que muestra ias ﬂuctuaciones dei potencial |

de membrana de una neurona espinosa mediana neoestriatal y el patrén
de disparo espontaneo causado por tales fluctuaciones en un animal
anestesiado con uretano. Episodios de despolarizacion lenta surgen de una
“hiperpolarizacién basal. Los potenciales de accién surgen de las
fluctuaciones del potencial de membrana, sobreponiéndose a los ephodlos
- de despolarizaci6én.. Las transiciones entre los estados de despolarizacién
y de hiperpolarizacién son abruptas y ocurren a Intanralos regulares
~ (modificado de Wilson, C.J. 1892). - |

F.2 Conductancias I6nicas Pa'rticipantes en el Di’spafo de las Neumnas E’s’p‘inAosas‘ Mediémas a
~ Recientemente, estudnos de fijacion de comente y de ﬁjacmn de voltaje han puesto en
| evndencla la partncxpacnon de diversos tipos de conductancnas iOnicas depend:entes 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; Knta y cols., 1985a leenbaum y cols 1994 Ogata_



a

y Tatebayasht, 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 uinicamente de las respuestas de estas células a los pulsos de
corriente, mas no durante despolarizaciones lentas que mimeticen su activacidn fisiologica.

Por ejemplo, estudios en los cuales se ha utilizado como protocolo de experimentacion
pulsos cuadrados de corriente, han indicado que parecen estar involucradas no sélo corrientes
entrantes lentas sino también corrientes salientes, en la gran latencia que precede al disparo de las
neuronas neoestriatales. Asi, 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 llevarfa a la neurona hacia el umbral de disparo (Bargas y cols., 1989;
Galarraga y cols., 1989). Se sabe adicionalmente que corrientes de K* salientes activadas por
despolarizacion, contribuyen de manera importante en el p’otencial' de rampa y en la latencia
prolongada al disparo. Se ha dicho que estas corrientes, estarfan compitiendo con las corrientes de
Na* y de Ca?*, provocando una depolarizacion lenta, aumentando consecuentemerite el tiefnpo .
requerido para alcanzar el umbral al disparo (Nisenbaum, 1994), |

Las neuronas neoestriatales, poseen al menos tres tipos de corrientes de K* activadas por
despolarizacion, incluyendo dos tipos de corrientes transitorias tipo A y una corriente no-inacﬁvante
(Surmeier y cols., 1988, 1991). Las dos corrientes tipo-A: 1) la corriente-A de inactiva(:ién fépida
(I,0 ¥ 2) la corriente-A de inactivacién lenta (I,), pueden distinguirse una de otra de aci‘xerdo“»a su
dependencia en el voltaje de activacion, a su cinética de inactivacion y a su ‘sensibilidad para ser
bloqueadas por toxinas especificas. Previo a la identificacion de éstas corrientes en las neuronas
espinosas medianas, evidencias experimentales habian mostrado que enla despblarizaciéri lehta'y
la latencia prolongada de estas neuronas, estaba involucrada una_corriente sensible a la>4-AP,—

resiStente al tetraetilamonio (TEA) (Bargas y cols., 1'989) y que la activ,a,cié_n de la rampa de

“despolarizacion se hacia més aparente a potenciales de membrana despolarizantes arriba '_de -65 mV,

el cual corresponderia al umbral de a_ctiva_cién aparente para la I, (Bargas y cols., 1989; Ka_Wag_uchi‘
y cols., 1989) Asi, de las tres corrientes de K* activadas por despolarizacién que poseen' las
neuronas neoestriatales, la corriente I, pareceria ser la que estd involucrada en la despolarizacion

lenta y en la gran latencia al disparo que presentan estas neuronas, ya que esta corriente estd

58



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 regién CA1 del hipocampo (Storm,
1988) y las de la corteza prefrontal (Hammond and Crepel, 1992), también se ha observado que la
aplicacioén de bajas concentraciones de 4-AP, que se sabe bloquea selectivamente la 1, reduce
significativamente la pendiente del potencial de rampa y la latencia al primer disparo neuronal
(Nisenbaum y cols.,, 1994). A nivel supraumbral, s¢ 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 participacion de dos conductancias de
K* activadas por Ca** (Galarraga y cols., 1989; Pineda y cols., 1995; Hernindez-Lépez, 1996a).
Diversas conductancias ionicas parecen estar involucradas en las caracteristicas de

despolarizaciéon subumbral y de disparo de las neuronas espinosas medianas de proyeccidén, como
lo muestran loé estudios realizados con pulsos de cormiente mencionados anteriormente. Sin
embargo, el estudio del comportamiento de las neuronas espinosas de proyeécién ante la inyeccifm
intracelular de corriente que mimetizara la activacion fisioldgica de estas neuronas (en forma de
rampa) y el uso de bloqueadores especificos de canales, permitirfa un ané.lisis més ﬁsiolégicode las
conductancias idnicas que estan participando a nivel subumbral y umbral en las caracteristzcas de
disparo de estas neuronas; asi como del mecanismo a través del cual neurotransmisores especificos
como la dopamina modulan dichas caracteristicas. Hasta la fecha no existe ningun estudio, en el cudl

ambos aspectos sean estudiados a través de un protocolo con dichas caracteristicas.

F.3 Relacidén Corriente-Voltaje |

- Una herramienta que permite una mejor comprensién de los mecanismos que involucran
- corrientes idnicas particulares, en la generacion y modulacién de los patrones de dAisparo:
caracteristicos de las neuronas, es la elaboracién y anélisis de las curvas corfiente-voltaje (1-v)
subumbrales, obtenidas de datos experlmentales (Benson y Adams, 1987) Asi, la forma y la
pendzente de la curva I- V reﬂejan la suma de todas las conductancias que estén actwas a voltajes

particulares, en una neurona determinada (Benson y Adams, 1987) y nos proporcmnan mformacmn
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acerca de la resistencia de entrada neuronal (Ry) asi como de la cantidad de rectificacion presente en
las neuronas estudiadas. Por ejemplo, en la Figura 9 que representa la curva I-V de la neurona R15
del molusco opistobranquio Aplysia, se puede observar a potenciales més negativos de -85mV una
curva linear. Mientras que a potenciales mas positivos la pendiente se hace menos pronunciada, lo
que se conoce como rectificacion andémala. En la curva I-V de esta neurona, la trayectoria de
voltaje entre el umbral del potencial de accién y los voltajes mas negativos, puede ser reconstruido
por la suma de cuatro conductancias diferentes: 1) la conductancia de potasio rectificadora retardada,
con un potencial de reversion cercano a los -75 mV y una activacion a potenciales positivos a -70mV;
2) la conductancia de potasio Iy, que se activa a potenciales mas negativos de -80mV que es
rectificadora anomala y que desplega una gran habilidad de conducir una gran corriente entrante pero
solo una pequeiia corriente saliente de potasio 3) la conductancia descrita como corriente Insg, que
se activa entre los -80 y -60 mV y que representa también una fuente de rectificacion anémala en

estas neuronas y 4) la conductancia "leak" voltaje-independiente (Benson y Adams, 1987).

RIS { (nA)

120 -80 ~40 |
L ‘ = —— * — Vv{mV)

FIGURA 9. curva Corriente-Valtaje (1-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 graficada en las ordenadas como una
funcién del potencial de membrana. Nétese la aprommaclén dela
curva -V a una corriente cero entre -70 y -50 mV y la regién con
resistencia negatwa entre -50 y -30 mV (modiﬁcado cle Benson y -
Adamas, 1987) | e
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G. ACCIONES ELECTROFISIOLOGICAS DE LA DOPAMINA EN EL NEOESTRIADO

Los estudios abocados a determinar el papel que ejerce la via dopaminérgica nigroestriatal
y en especifico la dopamina sobre las neuronas neoestriatales, han sido conducidos en diferentes
direcciones. Inicialmente, se traté de dilucidar el papel de la aferencias nigroestriatales a través de
las respuestas de las neuronas espinosas a la estimulacién directa de dichas aferentes, Sin embargo,
- las respuestas obtenidas resultaron ser muy dificiles de caracterizar, debido a dos factores: uno a que
las fibras nigroestriatales son notoriamente resistentes a la estimulacién 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 pedinculo cerebral y en la capsula 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 estimulacion
simple de la via nigroestriatal, han arrojado resultados mezclados que son dificiles de interpretar
tanto en registros extracelulares como intracelulares (Wilson,1990).

Pafalelamente a estos esfuerzos de entender la funcién de la via nigroestriatal, otros
investigadores han realizado experimentos electrofisioldgicos in vivo e in vitro, en los cuales la
dopamina y sus agonistas y antagonistas son aplicados directamente por iontoforesis a las neuronas
neoestriatales. En la mayoria de estos experimentos, el efecto de la dopamina y sus agonistas D, y
D, ha sido inferido de los cambios observados' en el cambio de la frecuencia de disparo. Sin
embargo, los resultados obserVados tanto en regiétros extracelulares como intracelulares han sido |
hasta la fecha, mﬁltiples y aparentemente contradictoric')s. | |

Utilizando como estimulo pulsos rectangulares de corriente en registros intracelulares, tres
tipos‘ de re,spueSt'as han sido observadas con la dopamina y s.us,ago'nista‘s D,y D, en las ncuroﬁas |
espinosas medianas de proyeccién: 1) despolarizacién' membranal y un auménto en el diSparo_ : |
celular, en una poblacién de estas neuronas (Akaike y cdls., 1987); 2) inhibicién del disparo neuronal
y de la aniplitu'd_ de los potenciales postsinépticos despolarizantes evocados‘intraéstriatalmente;,»Sin
cambios en el poténcial de membrana, en otro grupo de células (Akaike y cols., 1987, Calabresiy
cols., 1'987;Calabresi y cols., 1988a; Calabresi y cols., 1988b) y 3) efectos bifésicos, es decir,
despolarizacion e lxiperpolariZacién membranal, en un tercer grupo de estas neuronas (Akaikely 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 andlogos del AMP ciclico como el 8-Br-cAMP,
pueden mimetizar la inhibicién del disparo neuronal, mientras que el agonista del receptor D, no
tuvo ningun efecto (Calabresi y cols., 1987).

Utilizando también como estimulo, pulsos rectangulares de corriente en estudios de fijacién
de corriente, se ha observado que la dopamina puede inducir inhibicidn de los potenciales de accién
evocados (Calabresi y cols., 1987; Akaike y cols., 1987) acompafiada de un aumento del PPH que
sigue a un potencial de accion (PA) (Hernandez-L.épez y cols., 1996a) 6 bien una inhibicién del PPH
que sigue a un tren de PAs, el cual se acompaiia de un aumento en el nimero de espigas (Akaike y
cols., 1987; Rutherford y cols., 1988).

En estudios de fijacion de voltaje con pulsos rectangulares de voltaje como estimulo, también
se han observado efectos miltiples 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, asi como modular corrientes de Na' (Surmeier y Kitai, 1993). Agoxiistas
especificos del 'receptor doparninérgico D,, parecen estar modulando las conductancias de célcio
activadas por altos voltajes (HVA) en las neuronas espinosas medianas, a través de la estimulacion
de la adenilato cinasa y la proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMPciclico (AMPc) (Surmeier
y cols., 1995),

En la mayoria de las células neoestriatales espinosas medianas eStudiadas, la aplicacion de
los agonistas al receptor D, redujeron reversiblemente las cofrienfes de Ca* tipos. NyP (Surmeier
y cols., 1995); mientras que la aplicacion de estos mismos agonistas tipo D, in»dujo un aumento de -
la corriente de Ca* tipo' L, solo en iui porcentaje de ﬁéuronas neoestﬁata!es.» La modulacién
- producida por los agonistas D, fué mimetizada por la aplicacién de segundos menszijems solubles |
y bloqueada por inhibidores de cinasas y fosfatasas. Por lo que los agonistas a los teceptofes
dopaminérgicds tipo D, parecen estar modulando diferencialmente las corrientes tipo N-, P-yL-en
las neuronas neoestriatales adultas, a través de la activacién dé la cascada dé sefialamiento AMPc- |
PKA (Surmeier y cols., 1995). Aundque en con_traste con las corrientes tipo_L?, las reducciones én_
las Wcorrientes N- y P- no parecen estar mediadas directamente por la PK A, sino por un aumento en
la actividad de la pr_otéina fosfatasa 1 (PP1) (Surmeier y cols., 1995). | | | |

Se sabe por otro lado, que el potencial de accidn de las neuronas neostriatales tiene un
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componente en el que estan involucrados los iones calcto (Bargas y cols., 1994; Galarraga y cols.,
1989). |

Recientemente, se demostro que los agonistas al receptor dopaminérgico tipo D,, aumentan
el PPH y que esta accion esta mediada probablemente por un aumento en el influjo de iones Ca*' a
través de los canales tipo L, dado que esta accion es ocluida en presencia del Bay K 8644 (un
agonista del canal tipo L). Se ha observado también que esta accion podria ser mediada a través de
la proteina cinasa A (dependiente del AMPciclico), en vista de que la accion dopaminérgica es
mimetizada por analogos del AMPc (Hernandez-Lopez y cols., 1996a).

En la accion de los neurotransmisores, cuatro vias de sefialamiento que involucran a diferentes
segundos mensajeros han sido las mejor estudiadas hasta la fecha. En los sistemas neurales, la
activacion de cualquiera de estas vias de sefialamiento ocurre generalmente a través de la union de
un neurotransmisor (6 primer mensajero) con un receptor especifico acoplado a una proteina G,
desencadenando la activacion 6 la inhibicién de un segundo mensajero (véanse Figuras 10y 11). En
los sistemas neurales y no neuriiles,’ los segundos mensajeros més comunes que podemos mencionar
son el AMPc, el GMPc, el diacilglicerol y el inositol trifosfato (IP3). La activacion de los segundos
mensajeros puede a su vez desencadenar la produccié»n de terceros mensajeros. Las vias de
sefialamiento individuales que involucran segundos y terceros mensajeros, pueden ser activadas en
paralelo dentro de la. misma célula, pudiendo 'interactuarentre ellas (Hille, 1992, 1995),

La via de seffalamiento que involucra a la cascada del AMPc puede ser estimulada por una
variedad de neurotransmisores ¢ neuromoduladores como son: la acetilcolina, la adenosina, la
dopamina, la histamina, la.'nora_drenalina 6 los optaceos. La produccion del 'segundoAmensajero AMPc
~ se lleva a cabo a partir del ATP (adenosin trifosfato) y es catalizada pbr uha gran proteina integrada
ala membrana, conocida como la adenilato ciclasa (Hille, 1992). Como résultado de la prdduccién
'y del aumento del AMPc intracelular se activa la proteina cinasa A '(PKA) dependiente del AMPc,
catalizando la transferencia de grupos fosfatos a _resi'd'uos de serina 0 treonina, fostfilando proteinas
(véase Figura | ). La PKA es un tetramero complejo, que consiste de dos subunidades_ reguladoras
(R) y de dos subunidades cataliticas (O). La union del AMPc al tetréméro PKA (véése Figura 11),

causa que las dos subunidades cataliticas 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
1onicos ligando- y voltaje- dependientes (véase Figura 11) (Zimmermann, 1993).

Diferentes factores parecen estar involucrados en los efectos multiples y aparentemente
contradictorios observados hasta hoy, con la dopamina y sus agonistas D, y D, en estas neuronas Por

un lado, estudios recientes de hibridizacion in situ y Northern blot han sugerido, que en el neoestriado

se encuentran expresados los seis tipos de receptores dopaminérgicos identificados hasta el momento,
stendo los subtipos D, y D, 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
nicleo, sobre todo considerando la heterogeneidad anatémica y bioquimica (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
hipotesis han sido consideradas. Una de ellas es la de la segregacion de los receptores, postulada por
Gerfen a pnncnpnos de los 90°s. En esta hipotesis, Gerfen propone que los subnpos de receptores D,
y D, se encuentran localizados en dos diferentes tipos de neuronas espmosas medianas; dos tipos de
evidencias apoyan esta hipotesis. Primero, Gerfen y cols., (1990, 1992) mostraron que en el
neoestriado de ratas lesionadas de la SNc con 6- hidroxidopamina 6 tratadas con. halopendol los

gomstas al receptor D2 podian alterar selectivamente los niveles del RNA mensajero (RNAm) que
codifica para la encefalina en las neuronas estriatopalidales, mientras que los agon:stas al receptor D,
altéraban selectivamente los niveles de la susbstancia P de las neuronas estriatonigrales; segundo,
Gerfen y cols., (1990a, 1992d) reportar_dn que los RNAsm que codifican para los los receptores D,
" y D, s0n localizados tnicamente 'en las rieuronas estriatonigrales 6 estfiétopalidales réspectivamenfe
Otra tercera alternativa, seria que la varlabthdad en los efectos observados pud:eran deberse ala
presencia de d:ferentes receptores co-localizados en la misma clase de neurond espmosa reglstrada
bajo condiciones expenmenta]es muy diferentes (Surmeler y cols 1993) Una cuarta alternatlva seria,
la falta de control del potencial de membrana en los estudios de fijacion de corriente reportados hasta |
el momento, ya que muchos de los efectos de la modulacion dopammérgnca en estas neuronas |
‘parecen dependel del rango del potencial de membrana en el cual la neurona esta operando (Surmexer
y Kitai, 1993; DiChiara y cols., 1994). Asi, a un potenc:al de membrana dado, la respuesta global dé'

la neurona a la dopamina puede parecer reproducible y consistente, mientras que a otro potencial

'64



esta respuesta global puede cambiar.

La separacion de estas tres alternativas parece ser una tarea dificil, sin embargo ciertas
maniobras experimentales a nivel anatdmico, farmacolégico y electrofisiolégico, aplicadas todas
juntas en un solo experimento, podrian arrojar cierta luz acerca de las causas en la variablilidad de
las respuestas observadas con la dopamina, Una de esas maniobras podria ser el analizar las acciones
que ejerce la DA y sus agonistas D, y D, en las células neoestriatales registradas ¢ identificadas
morfolégicamenfe, cuando se aplica un estimulo que mimetice su activacion fisiolégica como lo es
la inyeccidn intracelular de rampas de corriente. Con este estimulo es posible ademas monitorear
dichas acciones a diferentes potenciales de membrana, en un solo trazo. Las acciones gjercidas por
los agonistas especificos D, y D, en estas células, nos permitira determinar también si los receptores

se encuentran segregados 6 co-localizados en las neuronas registradas.
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FIGURA 10. CUATRO les DE SENALAMIENTO ACOPLADAS A LA PROTEINA G.
En la accion de los Neurotransmisores, estas son las vias de segundos'

mensajeros mejor estudiadas, Cada una de ellas Inicla con un tipo especifico - | .

de receptor (R), el cual puede activar un tipo de proteina G (G,, G, G, G,

- G,). PLC=fosfolipasa C, PLA2=fosfol|pasa A; AMPc=adenosina. 3'5-
monofosfato;PKA=proteina cinasa A;PKC=protelna cinasa C ; IP,=trifosfato .
de inositol-1,4,5;DAG=diacilglicerol;AA=4cido araquiddnico; Ca2*=calcio CaM-
Kli=calcio calmodulina dependlente de protelna cinasa tipo Il (modlﬁcado’
de Hille 1892). | |
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FIGURA 11. Activacién de la protefna cinasa dependiente del AMPciclico (PKA), via un receptor
acoplado a una proteina G. Esta activacién puede tener a corto ptazo implicaclones
funcionales, tales como la fosforilacién de una variedad de proteinas citoplasmaticas,
fosforilacion de canales Idnicos, lo cual causa un cambio en la permeabilidad
membranal (e.g., reduccién en el flujo de iones K*). (ver detalles en el texto)
(modificado de Zimmermann, 1993). | : ~
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OBJETIVOS

Basandonos en los antecedentes antes mencionados, los objetivos del presente trabajo son:

1. Determinar la respuesta subumbral de las neuronas neoestriatales en condiciones de fijacion de
corriente, utilizando un estimulo que mimetice la activacion fisiolégica de estas neuronas, como lo
es la inyeccion intracelular de rampas de corriente (IIRC).

2. Analizar en condiciones de fijacion de corriente y ante la [IRC, las corrientes iénicas que
determinan la respuesta subumbral de estas neuronas, utilizando bloqueadores especificos.

3. Determinar las acciones globales de la dopamina a nivel subumbral, utilizando como estimulo la
[IRC, en condiciones de fijacién de corriente.

4, Determinar si las acciones de los agonistas dopaminérgicos especificos a los receptores D, y D,
pueden diferenciarse uno de otro, en diferentes neuronas espinosas medianas, bajo las mismas
condiciones de ﬁjacién de corriente y ante la [IRC,

5. Realizar el analisis morfoldgico de las neuronas estudiadas a través de la i myecc;on mtrdcelulax
de biocitina.

6. Correlacionar los hallaigos’ farmacoldgicos, electrofisiologicos y morfol6gicos.

HIPOTESIS | _,
| La dopamina y sus agomstas a los receptores D, y D, inducen acciones electroﬁsnologlcas |

globales en todas las neuronas espinosas medianas, modulando conductancxas iénicas subumbrales
mdependlentemente de la morfologia celular y de la localizacién de los receptores
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MATERIALES y METODOS

RESULTADQOS

ESTUDIO 1.

SUBTHRESHOLD RECTIFICATION IN NEOSTRIATAL SPINY PROJECTION NEURONS
Exp. Brain Res. (1994) 100: 239-249. |

ESTUDIO 2.

INHIBITORY ACT[ON OF DOPAMINE INVOLVES A Cs’ -SENSIT IVE SUBTHRESHOLD
CONDUCTANCE IN NEOSTRIATAL NEURONS I:.xp Bram Res (1996) |
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Abstract Intracetlular 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 (I-V plot). Inward
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 Cd** 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 Cd**-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,
L.e, 4-AP-sensitivily, 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 (Hull et al. 1970; Wilson and
Groves 1981; Wilson 1992). Periods of mcmbranc hy-
perpolanzatmn and electrical silence 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 {rom cortical
afferents (references 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 reveal ramp-hkc increases in
frequency as the onset of a sell-initiated movement is
approachcd (Schultz and Romo 1992). Therefore, a slow
recruitment of cortical neurons may build up occasional
d;po]arlzmg episodes in neostnatal neurons (Wilson
1992).

Stow depolarlzmg epxsodes may mduce the interac-
tion between synaptic activity and the intrinsic mem-
brane properties of the neuron, Through correlations of
voltage- and current-clamp studies there is evidence of

“several 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 physlologncal 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 durmg very
slow depolarnzdllons thus becommg undvallable 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 Llinas 1984
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Jahnsen 1986; Baldissera et al. 1987; Yarom and Llinas
1987; Uchimura et al. 1989), A voltage-clamp response
after 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 presented at the annual
meeting of the Society for Neuroscience (Galarraga and
Bargas 1991).

Materials and methods

Brain slices were obtained from albino Wistar ruts using proce-
dures described elsewhere (e.g., Bargas et al.1988). A 400-pm-thick
neostriatal stice was held submerged in a recording chamber at
30-34°C. Extracellular saline consisted of (in mM): 120 NaCl, 3
KCl, 25 NaHCO,, 2 CaCl,, | MgCly, and 11 glucose, Osmolarity
wiis 300 mosmol/! (with glucose), pH was 7.4 and the solution was
saturated with 95% 0,-5% CO,. Tetracthylammonium (TEA),
4-aminopyridine {(4-AP), tetrodotoxin (TTX), cadmium (Cd**),
nickel (Ni?'), cesium (Cs*; all from Sigma), and apamin (Sa-
lomone), were added from stock solutions to the bath saline.
Chloride salts of TEA, Cd, Cs, and Ni were used. Recordings used
conventional intracellular techniques: a high-input impedance
electrometer with an active bridge circuit. Microelectrodes were
filled with either potassium acetate 3-4 M or 1.5 M potassivm
acetate and 2% biocytin (Sigma), with d.c. resistances of 80
120 MQ. _

Stimulation consisted of either intracellular injections of cur-
rent steps or of current ramps. At most times, hyperpolarizing

ramps preceded depolarizing ones. Thus, a continuous depolar-
ization was achieved from a hyperpolarized to a depolarized
membrane potential (from — 100, — 80 to —40 mV). Mean rate of
voltage change was around 0.1 mV/ms. Voltage versus time as
well as current to voltage relationships (I-V plots) were obtained.
As the rate of change of applicd current (1-4 nA/s) did not vary
during stimulation, any change in the slope of voliage rise during
the response could be interpreted as 2 membrane conductance
change (Jack et al. 1975; Benson and Adams 1987). Whole neuron
input resistunce (Ry) was obtained from [-V plots as slope-
R, (Jack et al. 1975). In order to restrict variability (see Discus-
sion), Ry, reported in this study was measured at around —70mV
[Ru(-T0 mV)]. To do this, a polynomial of the form:

Valiy=A1"+ A" b 4 AT+ MP

was first fit to the 1-V plot. Where: ¥, (i) is the membrane potential
response as a function of intracellularly injected current i, 4,4,
are polynomial coefficients. The last constant term, MP, is the
membrane poteatial (held at varying membrane potentials with
d.c. current) and the last coefficient, A, corresponds to Ry at

Fig. tA-C Response of rectifying neuron: I-V plots using ramps
and steps. A Response to current ramps (in all figures, current
protocols are at the top, transmembrane voltage responses are ar
the bottom, and action potentials are clipped due to digitizing
procedures, unless stated otherwise). B Responses to current steps.
C Superimposed 1-V plots: voltage response to ascending ramp in
A is plotied against ramp current (dots). Continuous line, polyno-
mial regression. Voliage responses measured at the end of the
stimulus in B (empty circles) are plotted against magnitude of
current steps. Close superimposition was achieved after correction
for different holding potentials, R (-70 mV)=39 M1
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holding potential. Then, Ry was evaluated as the derivative of this
I-V function at - 70 mV for all cells, slope-Ry (~70 mV Jack et al.
1975). As I-V plots exhibit slope changes, then Ry is seen as de-
pendent on membrane potential. Fits stoppcd when r>»0.99. Pos-
itivity of some higher order coefficients (A,~A4, ;) is an indication
of the amount of inward rectification,

Histological procedures such as those described by Horikawa
and Armstrong (1988) and Nisenbaum et al. (1994) were used to
Adentify the type of neuron recorded. In all cases (n > 25), neurons
were of the spiny projection type.

Results

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
“medium spiny” projection neurons, which correspond
to more than 95% of all the neurons in this nucleus (see
Wilson 1990, for a review). The electrophysiological
, 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, all data presented is considered to
come from a single cell population: the spiny pm_)ectmn
neuron,
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All records in Fig. | are from the same neuron. In
Fig. 1A, the response to intracellular injections of ramp
currents is shown. Responses to traditional current
steps are shown in Fig. 1B. Figure IC illustrates -V
plots obtained from traces in Fig. 1A (dots) and B (cir-
cles). Note in Fig. 1A that, in spite of a constant rate of
change lor the current stimulus (on top), the membrane
potential did not respond linearly (see also Figs. 3A,B,
5A, 6A), In fact, slope-Ry increases with depolarization:
from nepative to more depolarized membrane poten-
tials. Therefore, these neurons exhibited inward rectifi-
cation in most of the physiological range of the sub-
threshold response (Wilson 1990, 1992), Fitting of 1-V
plot in Fig. IC needed a 6th-order polynomial. After
correction for different holding potentials (cf. Fig. A
and B), a close superimposition of ramp and step -V
plots was achieved (Fig. 1C), A small discrepancy occurs

at less negative potentials, The reason for this is clear by

noting that most depolarized responses in Fig. I B ex-
hibit a continuous ramp-like depolarization durmg con-

Fig. 2A-C Respome ot slightly rectifying neuron: 1- V plots usm;,
ramps and steps. A Response to current ramp; B fesponses (o
current steps. C Superimposed 1-V. plots: voltage response to 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 (empty circles) are plotted agamst magni-
tude of current steps RN(-7{)mV) 42 MQ
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Fig. 3A-D  Analysis of the
subthreshold response.

A Subthreshold response;
B threshold response.
Horizontal line in A and B
corresponds to V, =0 mV.
C Subthreshold ascending
and descending 1-V plot.
Hysteresis is only present
in the depolarizing range.
D Threshold I-V plot
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Fig. 4A-D Tetrodotoxin (TTX) effects on the ramp response, A A
train of action potentials is evoked by a suprathreshold ramp
current. B TTX (1 pM) blocked the firing of action potentials even
il a stronger stimulus was given, However, during a. strong
suprathreshold stimutation a faster repolarization” was elicited

during the descending response. C,ID In a few neurons, a TTX-re-
sistant (1 pM TTX) (C) and Cd**-sensitive (50 uM . Cd?*) (D)
spike could also be elicited. Note that the regolurization during -
the descending ramp was also sensitive to Cd?* (1))



Fig. SA-H 4-Aminopyridine-
(#4P)-sensitive conductances
contribute 10 the subthreshold
response. A Control, arrow in-
dicates the beginning of the
last ascending voltage trajec-
tory. B TTX (I pM) abolished
firing even if stimulus was
stronger. However, TTX did
not change most of the sub-
threshold response: both lust
voltage trajectory and inward
rectification are still present. -
C.D 4AP (I mM) blocked the ¢ T
last voltage trajectory without

altering inward rectification.
TTX-resistant responses ap-
peared in the presence ol
4AP; either local (C) or au-
toregencrative (D). Note
strong afterhyperpolarizations
after these responses. EF
Ni** (100 pM) did not block
the TT X-resistant events. G

Cd** (100 puM) blocked the R L

TTX-resistunt events. H Su-
perimposition of ascending |-
V plots from B-D

stant current (Bargas et al. 1989; Niscnbaum et al. 1994).
By just inverting the axes, the 1-V plot in Fig. 1C agrees
with [-V plols obtained in voltage-clamp conditions (Ji-
ang and North 1991),

In contrast, IV plots in Fig. 2C, corresponding to the
records in Figs. 2A and B, are almost linear, They corre-
spond Lo a neuron which exhibited little inward rectifi-
cation. All neurons exhibited some amount of rectifica-
tion. In general, I-V plots were not fitted well by straight
lines (see Matcrials and methods). However, a quadratic
function was enough for the cell in Fig, 2. As superimpo-
“sitions show, there were no significant differences be-
~tween slope-Ry values measured after steps or ramps
(sce Materials and methods); provided that the ramps
lasted several hundreds of milliseconds, In spite of the
variability in the amount of inward rectification be-
tween neurons, the Ry(--70) histogram was unimodal
and intermediate cases could be found between strongly
rectifying (Fig. 1) and weakly rectifying neurons (Fig. 2).
Therefore, data from different neurons were combined:

plots. Inward rectifica
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Ry(-70 mV; mean + SEM) was 58 + 4 MQ (inodal num-
ber =40 M), range 20-97; n=49).

When subthreshold responses from strongly rectify-
ing neurons were analyzed, a very rcpmduuble picture
was obtained (n>25). This is shown in Figs. JA and B,
for subthreshold and threshold responses, respectwely
Plots in Figs. 3C and D illustrate the corresponding [-V
wion was seen as deviations from -
Imwnty that almost occurred in a piecewise fashion.

~ That is, several voltage trajectories could be fitted with

separate  straight lines (dashed numbered lines in
Fig. 3A). These trajectories were separated [rom each
other by sudden transitions (corners signaled by arrows -
in- Fig. 3A). From left to right, lransitions. during the.
ascending ramp occurred ~al ca. 70, ~60, and -
—50mV. 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 increase. in

~apparent slope-Ry, , and, therefore, it might signal the

participation of different ion conductances during sub-
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threshold depolarizations (Jack et al. 1975; Benson and
Adams 1987). This subthreshold response was typical of
many neurons (see most other figures). It mimics 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 synaptic
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 falling.
This suggests that inward currents remained active op-
posing repolarization. This caused counterclockwise
hysteresis in the depolarizing portion of the I-V plot
(Fig. 3C, arrows follow time direction). Neurons lost
their counterclockwise hysteresis (Fig. 3C) after TTX
(plot not shown, but see Figs. 5B, 6B). This correlates
with TTX effects on inward rectilication during current
steps (Bargas et al. 1989, Nisenbaum et al. 1994). There-
fore, these observations suggest that inward rectifica-
tion has a Na* component. .
On the other hand, note that the last voltage trajecto-
ry during the ascending ramp response (number 3 in
Fig. 3A) exhibits a smaller slope than the previous tra-
jectory (number 2). This suggests coactivation and pre-
dominance of outward currents during this stage. In-

Fig. 6A~F Subthreshold re-

sponse has tetraethylammoni- e
um- (TEA)-sensitive conduc- [0 2nA
tances. A Control; B tetrodo-

toxin {1 pM TTX} blocked fir- ’ A
ing but did not block most of
the subthreshold inward recti-
fication. C Addition of S mM
TEA in the presence of | pM

TTX inereased the slope of | P

the ramp response over the
whole subthreshold voltage
range. However, TEA did not
block the last voltage trajecio-
ry (beginning at arrow). Nole T e
i TTX-resistant local response
during TEA. D A TTX-resis- C

lant action potential was

evoked at the descending

ramp during TEA application.

E Superimposed -V plols (for

A=~C) revealed that Na ' eon- - s

ductance contributes very lit- T
tle to inward rectification as
compared to TEA-sensitive
conductances. I Frequency-
intensity plot (F-1 plot) for
record in A, Same stimulus
strength was used in all
frames
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ward rectification predominates during most of the sub-
threshold depolarization, but apparent slope-Ry de-
creases, and the predominant 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. 3B; Pineda et al. 1992). This almost
abolished hysteresis (Fig. 3D). Therefore, activation of
conductances at the suprathreshold level changed the
repolarizing response. Firing threshold for action po-
tential generation was ca. 45 mV in this case. Conse-
quently, in order to restrict our analysis to the sub-
threshold response, it was restricted to the ascending
-V plot.

Figure 4A illustrates the firing of action potentials at
the top of a ramp response in another neuron. Note that
repetitive firing (Fig. 4A) was completely blocked after
[ uM TTX (Fig. 4B), even if stimulus strength was in-
creased. However, during suprathreshold stimulation in
the presence of TTX, a fast repolarization appeared dur-
ing the descending ramp (Fig. 4B). It was similar to the
afterpotential shown in Fig. 3B, but 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 uM; Fig. 4D} in
two out of ten neurons. The threshold for TTX-resistant
regenerative events was between — 30 and ~35mV in
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these conditions, This is more positive 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 Cd** (Fig. 4D). As a pre-
vious report has shown that a part of the afterpotential
is Ca®*-activated (Pineda et al. 1992), these observa-
tions suggest that activation of Ca’*-currents and
Ca?*-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

lon channel antagonists modified the subthreshold re-
sponse in different ways. As shown in Fig. 5A and B,
most of the subthreshold response was unchanged after
firing blockade by | uM 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. 3JA)
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. SA 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). | |
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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 mV 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 (Bargas et al. 1994). Note also that
regenerative responses were followed by strong repolar-
izations and afterhyperpolarizations (AHPs). AHPs
were manifest as a strong outward rectification with al-
most zero slope, whether the ramp was going up or
down (Fig. SD,F). These action potentials and AHPs
were not blocked by 100 puM Ni?* (Fig. SE,F), but they
were blocked by 100 uM Cd** (Fig. 5G). This argues in
{avor of high voltage-activated (HVA) Ca conductances

Fig, TA~-D Apamin-sensitive conductances do not contribute to
the subthreshold response. A Control firing; B firing during | pM
apamin application, Note increase in firing frequency for the same
stimulus, C Ascending [-V plots before and during apamin-appli-
cation were not significantly different. B Apamin increased firing
for the same current, but clockwise hysteresis was still present
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underfying these events. Also, ramp responses showed
that 4-AP-insensitve outward rectification is in part
Ca®*-dependent (sce also Fig. 4). However, a 4-AP-re-
sistant and Ca?* -independent outward rectification was
disclosed during Cd** blockade (Fig. 5G). A superim-
position of ascending 1-V plots for records in Fig. 5B,C,
and G is illustrated in Fig. SH. Note that the impact of
4-AP (I mM) blockade was only apparent at the last
voltage trajectory.

Figure 6 shows the effects of another outward current
blocker: TEA (5 mM). Interestingly, its actions were dif-
ferent than 4-AP actions in several respects. The control
record in Fig. 6A shows repetitive firing (threshold
--44 mV), readily abolished by | uM TTX (Fig. 61B). In
this 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 himited to a
range just below threshold voltage (Fig. 6E). Addition of
5mM TEA in the presence of | pM TTX increased the
slope of the ascending ramp response over the whole
subthreshold voltage range (Figs. 6C, D-E). Thus, TEA-
sensitive channels are main contributors to 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 membrane potentials {arrow at —42 mV), As with
4-AP, TTX-resistant local (Fig. 6C) and regenerative

events (Fig. 61D) could be evoked during TEA., However,
broad (50 ms) overshooting action potentials would
characteristically fire during descending, not ascending,
ramps (cf. Figs. 5D and 6D). Again, these TTX-resistant
events were blocked by 100 uM Cd?*, and not by
100 uM Ni** (data not shown). Their threshold was
around - 33 mV. This means that TEA does not affect
the threshold for Ca’* events as much as 4-AP does.
Note that TEA-insensitive AHPs and repolarizations
follow the TTX-resistant events.

Superimposed [V plots for this experiment arc
shown in Fig. 6E. A typical relation between firing fre-
quency and ramp current (F-1 plot) is shown in Fig. 6.
Note that hysteresis for the F-1 plot was clockwise. This
reflects the activation of suprathreshold outward cur-
rents (Jahnsen and Llinas 1984; Jahnsen 1986; Yarom
and Llinds 1987).

From the above results it can be predicted that, if the
action of ion blockers reflects the blockage of sub-
threshold conductances, then a compound which main-
ly affects conductances generated as a product of action
poteatial firing (suprathreshold) should not be reflected
on the ascending ramp. This prediction is correct as
shown in Fig. 7, where 1-V plots (Fig. 7C) taken before

Fig. 8A-C Cs*-sensitive conductances contribute to inward rec-
tification at the most negative voltage range. A Control: B addi-
tion of 5 mM Cs* increased slope-Ry at the most hyperpolarized
range. C Superimposed 1-V plots show the blockage of inward
rectification at hyperpolarized potentials
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(Fig. 7A) and during application of 1 uM apamin
(Fig. 7B), superimpose closely. Nonetheless, records and
F-1 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 *
tracellularly, As shown in Fig. 8, 5 mM Cs* mainly al-
fected the most negative voltage range of the sub-
threshold response. At these potentials, a dramatic in-
crease in slope -R,, occurred (cf. Fig. 8A and B and see
I-V plots in C). Neither the firing frequency (Fig. 8A,B)
nor the subthreshold response at relatively more posi-
tive potentials had great changes during Cs* applica-
tion. Hyperpolarizing response during Cs* application
was not symmetric (Fig. 8B; Stelling and Jacob 1992),
and at relatively more positive potentials the effects of
Cs' progressively decayed (up to ~70 mV),

From the above experiments one can conclude that
several ion conductances contribule to make up the
subthreshold response in these cells. Some of them mity
be transient conductances - us described for 4-AP-sensi-
tive conductances (Surmeier ct al. 1988, 1991 ; Bargas cl
al. 1989; Nisenbaum et ul. 1994). Il this is so, they would
contribute differentially to firing patterns depending on
previous membriane potential. To test this hypothesis,
firing was evoked after ramps beginning at two different
holding potentials: —80 and —60 mV. Figure 9 shows
that the inpul to output relationship changed depend-
ing on previous membrane potentiul. F-l' slopc in-
creased with membrane depolarization and firing re-

sponse was facilitated for the same stimulus strength.

This is expected if some contributing outward currents
were mdctnvtnung(Bargds et al. 1989; Pineda et al. 1992;
Nisenbaum et al. 1994). However, the lowest recorded

administered ex-

12 _ |
,,,,,,, -~ /L 200ms
e - et e 4 e e A

Fig, 9 Firing evoked from different holding potentials. Lefi, fre-
quency-intensity plots; right, corresponding voltage records {in
this case stimulus current is at the bortom)

frequency was similar at the two potentials (25 Ha),
even if the stimulus current was different. The lowest
recorded frequency depends on the slope of the ramp
stimulus (not analyzed here).

Discussion

In this work, the responses to ramp currents mimicking
the timing of physiological activation (see Wilson 1992)
were used to analyze subthreshold membrane respon-
siveness. A main conclusion is that several ion conduc-
tances contribute to subthreshold depolarizations of
this sort. Therefore, these conductances probably shape
physmloglcal synaptic activation.

Evidence was found for the presence of TTX-, Cd?*-
4-AP-, TEA- and Cs*-sensitive conductances in the,
subthreshold range. However, their contribution and
volmge 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 mput- |

output function of the neuron for a given stimulus. It is
likely that conductances described in voltage-clamp
studies us being selectively blocked by the blockers used
here (Surmeier et al. 1988, 1991, 1992; Bargas et al.

1991b, 1994; Ogata and leebaydshn 1990; Jiang and

North 1991) could be responsible 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, we can now com-
pare the effects of blockers with those produced by
transmitters. This permits us to better interpret the
modulatory actions of transmltlers on firing and synap-
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tically driven depolarizations (e.g.. Pacheco-Canao et al,
1993),

lon conductances participating in slow
depolarizations

Most probably, we always recorded from spiny projec-
tion neurons {e.g. Chang et al. 1982; Wilson 1990; all
biocytin-injected neurons in this sample were medium
spiny; n>25). As slope-Ry depends on membrane po-
tential in any given neuron, Ry reported here was al-
wiys evaluated at —70 mV (see Materials and meth-
ods). A unimodal distribution was obtained (sce Re-
sults); nevertheless, variation in the amount of inward
reclification was considerable, from neuron to neuron,
under the same recording conditions. Thus, until more
data is available, this variability can be seen as ansing
from a singie neuronal population. As has been indicat-
ed previously, I-V plots and Ry measurements also dif-
fer, depending up on recording techniques and condi-
tions (Bargas et al. 1988; Storm 1990). These differences
cannot be attributed just Lo lesions (Storm 1990). The
loss or variation'in any source of subthreshold rectifica-
tion will result in a different {-V plot and Ry (Benson
and Adams 1987). And as these observations show,
many types of conductance contribute to the sub-
threshold response. For example, in many cells, 4 sub-
stantial part of the -inward rectification is lost during
whole-cell recordings if precautions are not taken (e.g.,
Stelling and Jacob 1992).

Ramp responses exhibited complex but rcproduuble
changes in voltage trajectory (Fig. 3). Cs* and TEA
blocking actions (Figs. 6, 8; e.g., Hille 1992; Stelling and
Jacob 1992; Yarom and Llina’ts 1987) suggest that con-
ductances activated by hyperpolarization predominate
at relatively negative potentials. These conductances de-
activate at —70 to —65 mV, Accordingly, voltage rate
of rise increased (Figs. 2, 3, 5, 6) when the depolarization
reached this level. In fact, the steepest slope-Ry was ob-
tained when the ramp response reached potentials be-
tween —65 and - 50 mV. Neither TTX nor Cd**
changed the slope of the |-V plot in this voltage range
(Figs. 5, 6). Therefore, we conclude that subthreshold
rectification largely represents the closing of inward rec-
tifier channels (Wilson 1992). This is in agreement with
both voltage-clamp measurements (Jiang and North
1991) and Cs*' action, which declined around —70 mV
(Fig. 8).
"~ However, by comparing the actions of TEA and Cs "
it is evident that TEA also increased slope-Ry, at poten-
tials between —70 and — S0 mV (Fig. 6). Indeed, TEA
was the only blocker that acted in this potential range.
This suggests that some, yet 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-R,, in this potential
range have been reported (Pineda et al. 1993),

A sudden drop in slope-Ry occurred when the ramp
response surpassed potentials more positive than — 55

or -- 50 mV. This marks the beginning of the last voltage
trajectory before rcaching, firing threshold (Fig. 3
dashed-line 3; and Figs. 2, §, 6). A decrease in stope-Ryy
indicates a predominant activation of outward currents
in this voltage range. Remarkably, TEA increased
slope-Ry in most of the subthreshold range, but it did
not block this last voltage trajectory (Fig. 6). However,
the last voltage trajectory during the ascending ramp
response was blocked by 4-AP (Fig. 5). The concentra-
tion of 4-AP used (I mM) would partially affect fast
transient outward currents and completely block slow
transien! owtward currents (Surmeier et al. 1991 ; Nisen-
baum et al. 1994). This last voltage trajectory is not
readily seen on steady-state 1-V plots obtained with cur-
rent steps (e.g., Fig ). The participation of transient
otitward currents at this voltage range is also supported
by the observation that holding potential modifies the
gain of the F-I function (Fig. 9). It is also compatible
with the slow inactivation kinetics reported for a class of
these currents (Surmeier et al. 1991; Nisenbaum et al.
1994). Therefore, the present observations suggest that
4-AP-sensilive 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 s would be
needed to elude the escape of the transient outward cur-
rents,

However, in spite of the outward current predomi-
nance in the last voltage trajectory, a role for inward
currents was also evident. Both I-V counterclockwise
hysteresis (Fig. 3) and TTX reduction of slope-Ry
(Fig. 6E) suggest Na™* participation.

On the other Rand, fast, Cd**-sensitive repolariza-
tions suggest calcium entry (F;g 4B-D). They occur
even in the absence of regenerative events (Fig. 4B). Al-
so, when potassium currents are blocked with 4-AP,
TTX-resistant local responses and action potentials are
disclosed. They are accompanied by fast repolarizations
and AHPs. All these events are blocked by micromolar
Cd?* and not by micromolar Ni**. Therefore, they
should be produced by high voltage activated (HVA)
Ca?* currents (Bargas et al. 1991, 1994), The threshold
for Ca?*-and Ca?* -dependent events is very near the
firing threshold for Na* action potentials. Moreover,
they require stronger stimuli than those needed to reach
the firing threshold (cf. Figs. 4B and 5B). Therefore, their
contribution to the subthreshold response is difficult to
evaluate. Nonetheless, the lack of action of apamin dur~
ing depolarizing ramp responses (Frg 7) suggests that
the role of Ca’*-activated currents is 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 using
step-like stimuli or voltage-clamp conditions (Bargas et
al. 1989, 1991b; Surmeier et al. 1988, 1991; Nisenbaum
et al. 1994). Thiq is expected hecause during very slow
depolarizations all conductances act sequentially and in
concert, each influenced by the olhers Except for the



fact thal physiological synaptic integration 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 compared them with traditional step-like
responses. On the one hand, the results show that the
correspondence of the I-V plots obtained by the two
methods was close enough to be confident that ramp
responses give a good idea of both Ry 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, several potassium and sodi-
um conductances contribute to these responses and,
thus, are likely to modify the transformation of synaptic
inpuls into firing of action potential trains.

Acknowledgements Research was partially supported by DGAPA
UNAM and CONACYT (Mexico). We also thank ‘Dagaoberto
Tapia for technical assistance.

References

Akins PT, Surmeicr DJ, Kitai ST (1990) Muscarinic modulation of

the transient potassium current in rat neostriatal neurons. Na-
 ture 344:240-242

Baldissera F, Campadelli P, Piccinelli 1. (1987) The dynamic re-
sponse of cat gastrocnemius motor units investigated by ramp-
current injection into their motoneurons. J Physiol (Lond)
387:317-330 :

Bargas J, Galarraga E, Aceves J (1988) Electrotonic properties of
neostriatdl neurons are modulated by extracellular potassium.
Exp Brain Res 72:390--398

Bargas J, Galarraga E, Aceves J (1989) An early outward conduce
lance modulates the firing latency and frequency of neostriatil
neurons of the rat brain. Exp Brain Res 75:146-156

Bargas J, Galarraga E, Aceves J (1991a) Dendritic activity on
neostriatal neurons as inferred from somaltic intrucellular
recordings. Brain Res 539:159-163

Bargas J, Howe A, Eberwine J, Cao Y, Surmeier DJ (1994) Acutely
isolated ript peostriatal neurons express four types of high-
voltuge uctivated Ca®' current™. ) Neurosci (in press)

Burgas J, Surmeier DJ, Kilai ST (1991b) High-voltage and low-
voltage activated caleium currents sre expressed by ncurons
cultured from embryonic rat strintim. Brain Res §41:70 74

Benson JA and Adams WB (1987) The control of rhythmic neu-
ronal firing. In: Kaczmarek LK, Levitan IB {eds) Neuromodu.
lation. Oxford University Press, New York, pp 100 118

Chang H'F, Wilson CLKitin ST (1982) A Golgi study of rat neos-
trintal newrons: light microscapic amalysis. 1 Comp Neurol
208:107 126 :

Galarraga B, Bargas 1, Sierrac A, Aceves J (1989) The role of
calcinm in the repetitive fiving of neostriatal newrons, Lixp
Brain Res 75:157--168 _

Galarraga E, Bargas J (1991) Responses to injection of ramp cur-
rents in neostriatal neurons. Soc Neurosei Absir | 7:849

Hille B (1992) lonic channels of excituble membranes. Sinauer,
Sunderlund, Mass _ '

Horikawa K , Armstrong WE (1Y88) A versatile means of intracel-
lular labeling: injection of biocytin and its detection with avid-

in conjugates, J Neurosei Methods 25:11-41

Hull CD. Bernardi G, Buchwild NA (1970) Intracellulir respons-
es of caudille nevrons to brain stem stimulation. Brain Res
22:163--179

249

Jack JIB, Noble D, Tsien RW (1975} Electric current flow in ¢x-
citable cells. Clarendon, Oxford

Jiuhnsen H (1986) Electrophysiological characteristics of neurons
in the guinea-pig deep cerebellar nuclei in vitro. J Physiol
(Lond) 372:129-147

Jahnsen H, Llinas R (1984) Electrophysiological properties of
ginea-pig thalamic neurones: an in vitro study. J Physiol
(Lond) 349:205-226

Jiang ZG, North RA (1991) Membrane propertics and synaptic
responses of rat striatal neurones in vitro, J Physiol (Lond)
443:533-553

Kita H, Kita T, Kitai ST (1985) Active membrane properties of rat
neostriatal neurons in an in vitro slice preparation. Exp Brain
Res 60:54--62

Nisenbaum E 8§, Xu 2C, Wilson CJ (1994) Contribution of a
slowly inactivating potassium current to the transition to fir-
ing of neostriatal spiny projection neurons. J Neurophysiol
71:1174~1189

Ogata N, Tatebayashi H (1990) Sodium current kinetics in freshly
isolated neostriatal neurones of the adult guinea pig. Pflugers
Arch 416:594--603

Pacheco-Cano MT, Tapia D, Bargas J, Galarraga E (1993} Com-
parison of D, and D, agonist actions on neostriatal neurons.
Soc Neurosci Abstr 23:127

Pineda JC, Galarraga E, Bargas J, Cristancho M, Aceves J (1992)
Charybdotoxin and apamin sensitivity of the calcium-depen-
dent repolarization and the afterhyperpolarization in neostri-
atal neurons. J Neurophysiol 68:287-294

Pineda JC, Bargas J, Flores-Hernandez J, Galarraga E (1993) M,
receptors modulate afterhyperpolarization amplitude (AHP)
gndlzc_:’(citability in neostriatal neurons. Soc Neurosci Abstr

Stelling JW, Jacob TJC (1992) The inward rectifier potassium cur-
rent underlies oscillatory membrane potential behavior in
bovine pigmented ciliary epithelial cells. J Physiol (Lond)
458:439-456

Storm JF (1990} Why is the input conductance of hippocampal
neurons impaled with microelectrodes so much higher than
\Ivhesn giga-seal patch pippetes are used? Soc Neurosci Abstr
6:506 ’ ‘

- Schultz W, Romo R 11992) Role of primate basal gariglia and

frontal cortex in the internal generation of movements I.
Preparatory activity in the anterior striatum. Exp Brain Res
91:363-384 ‘ :
Surmeier DJ, Bargas |, Howe AR (1993} Dopamine D, receptor
activation reduces Ca**currents in acutely dissociated rat
- neostriatal neurons. Soc Neurosci Abstr 23:978
Surmeier DJ, Bargas I, Kitai ST (1988) Voltage-clamp analysis of
A transient potassium current in ritt neostriatal neurons. Brain
Res 473:187-192 ‘ - ’
Surmeier DI, Eberwine J, Wilson CJ, Cao Y, Stefani A, Kitai ST
(1992) Dopamine receptor subtypes colocilize in rat strioni- -
gritl neurons, Proc Natl Acad Sci USA 89:10178--10182
Surmeier DI, Stefuni A, Foehring RC, Kitai ST (1991) Develop-
mental regulation of a slowly-inactivaling potassium conduc-
tunce in rat neostriatal neurons. Neurosci Lett 122:41-46
Uchimura N, Cherubini E, North A (1989) Inward rectification in
rat nucleus accumbens neurons. J Neurophysiol 62: 1280--1286
Yirom Y, Llinas R (1987) Long-term modifiability of anomalous
and delayed rectification in guinea pig inferior olivary neu-
rons. J Neurosci 7 1166-1177 o - ’
Wilson Cl, Groves PM (1981) Spontaneous firing patterns of iden-
:‘il)"led spiny neurons in the rat neostriatum. Brain Rés 220: 67
Wilson CJ (1990) Basal Ganglia. In: Shepherd GM (ed) The
synaplic organization of the brain. Oxford University Press,
Oxford ' _ ' :
Wilson CJ (1992) Dendritic morphology, inward rectification and
‘the functional properties of neostriatal neurons. In: Single
nctiron computation. Académic, Boston, pp 141-171



(RESFARCH ARTICHT

J. Bargas * 5. Hernidndez-Lopez
D. Tapia ¢ E, Galarragn

Inhibitory action of dopamine involves a subthreshold Cs *sensitive
conductance in neostriatal neurons

M. T. Pacheco-Cano -

Received: 4 August 1995 { Accepied: 8 February 1996

Abstract Intracellular recordings in in vitro slice prepa-
rations of rat brain were used to compare the actions of
dopamine and dopamine rcceplor 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 displacement. Dopa-
mine (10-100 M) decreased both firing rate and mem-
brane slope input resistance in virtually all cells tested,
Input resistance change appeared as an increase in in-
ward rectification. Approximate reversal potential was
around ~87 mV. The D, receptor agonists SKF 38393
and CI-APB (1-10 pM) mlmicked both dopamine effects
with a reversal potential around -89 mV. The effects

were blocked by the presence of 5-10 mM caesium (Cs*) -

but not by 1 pM tetrodotoxin, suggesting that main D,
effects on input resistance are due to subthreshold Cs*
sensitive conductances. cAMP analogues mimicked the
actions of D, receptor agonists. The D, agonist, quinpi-
role (1-10 pM), did not produce any input resistance
change, nonetheless, it still produced a decrease in firing
rate. This suggests that the main D, effect on firing is
due to actions on suprathreshold fon conductances. All
cffects were blocked by D, and D, antagonists, respec-
tively. D, or D, effects were found in the majority of
cells tested.

Key words Neostriatum - Dopamine - Brain slices -
Inward rectification - Firing pattern

introduction |

Dopamine actions are still controversial, especially in the
neostriatum, Different types of dopamine receptors may
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be present on the same neuron (Civelli et al. 1991 Sibley
and Monsma 1992; Surmeier ct al. 1993). Each receptor
may have different functions (Sibley and Monsma 1992;
McGeer and McGeer 1993; Surmeier and Kitai [993),
and voltage-clamp analysis describes simultaneous dopa-
mine actions on both inward and outward currents of the
same neuronal type (Freedman and Weight {988; Sur-
meier and Kitai 1993; Greif et al. 1995; Surmeier et al.
1995). Sometimes dopamine would act to decrease and
increase the same outward current depending on the type
of receptor activated (Surmeier and Kitai 1993). Addi-
tionally, a calcium inward currcnt may be facilitated at
suprathreshold potential levels (Surmeier et al. 1995),

To know which of these actions predominates, or how
different actions are integrated to assemble the actual
cell response, current-clamp analysis is needed. Howev-
er, intracellular recordings have not given a clear and re-
producible picture. D, and D, receptor agonists have
been reported to be excitatory, inhibitory or ineffective in
modulating membrane potential in spiny nesrons (Herr-

‘ling and Hull 1980; Uchimura et al. 1986; Akaike et al.

1987; Calabresi ct al. 1987). Using steady rectangular
current pulses as stimulus, dopamine produced cither an
inhibition of the cvoked action potenuals (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 ct al. 1988). Also, the ac-
tion of dopamine on synaptic excitation depends on the
type of glutamate receptor activated (Cepeda et al.
1993). A part of these actions may be presynaptic (Ca-
labresi et al. 1987; Floran et al. 1987, GarcfaeMunoz et

al. 1991). :

A question arises about thu reason for thcsc vancd
and sometimes contradictory results. On the one hand,
current-clamp experiments do not normally control the
membrane potential at which the experiments are done,
and modulatory actions may vary according to this vari-
able (e.g. Surmeier and Kitai 1993). On the other hand,
the different responses found may correspond either to
diffcrent receptor sublypes found in different cell classes
(Gerfen 1992) or to different receptors found in the same
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clins of spiny ncuron recorded under quite dilferent cx-
perimental conditions (Surmeier et al, 1993). It is difhi-
cult to scparate these possibifities.

A way to make sense of multiple responses in current-
clanmp conditions would be to find a predominant re-
sponse depending on different potential levels. The hy-
pothesis would be that at a given membrane potential, &
global response may appear as reproducible and consis-
tent, whereas receptor heterogencity is responsible for
the fine tuning. However, at another potential level this
global response may change. This possibility is impor-

tant since many transmitters possess different types of

receptors on the same target cells, and different neuronal
types may have various firing patterns depending on the
potential level.

Therefore, this work focused on the actions of dopa-
mine at the subthreshold potential level only. fis auns
were first to see whether a reproducible membrane re-
sponse for dopamine receptor agonists could be found at
this level, and second to see whether the actions of 13,
and D, receplor agonists can be differentiated from cach
ather in spiny neurons.

To screen the subthreshold potential level in current-
clamp conditions a ramp 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 response to dopamine.
In addition, we found that virtually all spiny necurons
tested responded to both D, and D, receptor agonists un-
der these conditions, and that these agonists could be dif-
{crentiated in their mode of action, although most praba-
bly they act synergistically on a single neuron. A prelim-

inary report of this work has been published (Pacheco-

Cano et al. 1993).

Materlals and mathods

Our protocol follows the Principles of laboratory animal care

(NEH publicalion no. 86-23, revised 1985) for animal case and has -

been described previously (Bargas et al. 1988). Briefly, brain sfic-
es were obtained from albino Wisiar rats that had been deeply an-
aesthetized and decapitated. Sagitlal brain slices 400 um thick
containing the neostriatum were obtained with a vibratome and in-
cubated (1 h, room temperature) until transferced to a recording
chamber. The superfusion saline saturated with 95% O, and 5%
CO, consisted of (in mM): 120 NaCl, 3 KCl, 25 NaHCQ,, 2
CaCl,, | MgCly, t1 glucose, and Q.1% w/v of ascorbic acid (os-
- molarity adjusied with glucose to 300 mosmol/l; pH 7.4). Dopa-

mine, D, and D, agonisis (SKF 38393, SKF 82958, i.e. CI-APB,

and quinpirole) and the carresponding antagonists (haloperidol,
SCH 23390 and sulpiride) (RBI) were all freshly prepared before
each experiment and added from weakly acidic (pH<4) stock solu-
tions. Tetrodoloxin (TTX; Sigma) was added from stock solutions.
Stock solutions of 2-0O-dibutyryladenosine 3,5’ -cyclic monophos-
phate (db-cAMP; Sigma) were frozen; aliquots were thawed be-
fore administration and added to the superfusion solution.
Intracellular recordings were protected from light and per-
formed with microelectrodes fited with biocytin (Sigma, 1--2%) in
3 M potassium acetate, Efectrode d.c. resistances tanged from 80
1o 120 M£2. Conventional intraceliular lechnigucs used a high in-
put impedance electrometer with an active bridge circuit, Stimula-
tlion consisted of intracellular injections of current ramps (.51

DAY A hyperpoladiang camp preceded a depolanzaing vue, Thus,
A continuous depolanzaton was achieved between very hyperpo-
lanzed to rather depolarized membrane potentials (from around
-100 mV to around 40 mV). This allowed us 10 explore a large
range of subthreshold membrane potemtials in bridge mode. Rate
of voltage change was around | mV/ms. From this protocol, volt-
age versus thne as well as current versus voltage (1-V) plots could
be obtained (Galarraga ot al. 1994; Pincda et al. 1995). Since the
same rate of change of current was used Lo compare different con-
ditians, changes in the rate of change of 1he voltage response were
directly inteipreted as membrane conductance changes (i.¢. chang.
¢s in slope input resistance: Jack ct al. 1975; Benson and Adams
1987, Galarraga et al. 1994). Alter recordings, neurons were in-
jected with biocytin, Slices containing injected neurons were pro-
cessed with the ABC-HRP method (or seriat reconstruction as pre-
viously described (e.g. Flores-Herndndez ct al. 1994).

All experiments wese paired. Records in the presence and ab-
seace of agomsls were compared in the same neurons. Therefure,
means, medians and SEM are reported, and statistical treatmem
was non-parametric (Wilcoxon's T test), Comparisons of seversal
potentials were ilustrated with box plots (far a discussion on box
plots see Bargas et al. 1994),

Results

The action of dopamine receplor agonists
at the subthreshold level

Fifty-eight medium spiny neurons were intracellularly
recorded and 40 of them were intracellularly labelled for
this study. All of them were medium spiny projection
neurons (e.g. Flores-Hemndndez et al. 1994). Subthresh-
old responses to current ramp stimulation in these cells
have been characterized previously (Galarraga. et al,
1994). As shown in Fig. |, dopamine (10-100 uM;
n=10) (Fig. 1A) as well as D; (1-10 uM; n=10)
(Fig. 1B) and D, (1-10 uM; n=6) (Fig. 1C) receptor ago-
nists decreased the firing response to depolarizing ramps,
The decrease in firing frequency in response to dopa-
mine receplor agonists was very reproducible, It was
present in all neurons tested using diverse variations of
the ramp stimulus (n=19 for dopamine, n=24 for D, and
n=15 for D, receptor agonists), and alse using step depo-
larization (not shown, but see Calabresi et al. 1987; Aka-
ike et al. 1987). The responses to CI-APB (SKF 82958)
and to SKF 38393 (Fig. IB), full D, receptor agonists,

were indistinguishable from cach other. The responses to

dopamine, D, receptor agonists or D, receptor agonists
were fost when 10 uM haloperidol, 10 pM SCH 23390
or 10 puM suipiride, respectively, were added to the su-

‘perfusion saline. On some occasions the D, response was

tested in the presence of D, antagonist, and vice versa.
This manocuvre did not change lhe basic response to
each agonist. These. dopaminergic responses were seen
after 5~10 min of slice superfusion (2 mi/min) and were
hardly reversed after 30 min of washing, L
If ascending portions of the ramp responses are plot-
led against injected current, quasi steady-state current-
voltage telationships (I-V plots) can be obtained (Galar-
raga ct al. 1994). Examples are shown in Fig. 2, which
shows superimpositions of [-V plots before and in the
presence of dopamine and dopamine receptor agonists
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Fig. 1A~C Dopamine receplor agonisis inhibit firing. A Action of
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(taken from the records in Fig, B Dopamine and Dy re-
ceptor agonists decrease neuronal input resistance (Fig,
2A,B), as can be seen by a change in the slope of the [-V
plot during administration of the agonists (Jack et al.
1975). In fact, I-V plots before and during the adminis-
tration of dopamine or D, receptor agonists cross cach
other (Fig. 2A,B). This cftect persists in the presence of
| uM TTX (Fig. 3B), which is more than enough to
abolish firing (e.g. Bargas ¢t al. 1989) (Fig. 3A). This
suggests that dopamine's effect on input resistance in
most subthreshold range {Fig. 3A) is not due o a de-
crease in sodium conductance (see also Galarraga ct al.
1994). This result in the presence of TTX also suggests
that dopamine 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 range was
never seen in the presence of a I, receptor agonist
(n=15; Fig. 2C).

If the [-V plot crossing point is taken as an approxi-
mation of the apparent reversal potential for dopamine’s
subthreshold action, it can be seen that it occurs with a
relatively polarized membrane (Fig. 2A,B), so that 1-V
plots run apart from each other over most of the sub-
threshold range. The values obtained (Fig. 2DD) were be-

Flg. 2A-D Current-voltage relationships in the presence of dopa-
mine receplor agonists. The presence of 10-100 uM dopamine (A)
and 1~10 pM SKF 38393 (B) decreases slope input resistance, i.e..
the slope of the I-V 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 [~10 uM CI-APB or
[-10 uM 6-CI-PB. C The presence of 10 UM quinpirole does not
decrease subthreshold slope input resistance at these concentra-
tions. I-V plots 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
agonlsts occur far away from the threshold of any Na* conduc.

_lance: between -80 and =90 mV ({K*], 23 mM). Same experiments

as in Fig. | (points). Continuous lines are fitted polynomials (Ga-
larraga et-al, 1994) : : ‘ A
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tween -80 and ~90 mV, suggestive of a potassium 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-
mer 1995). Morcover, slope input resistance change is
more evident around the crossing point. At more posmve
subthreshold levels both I-V plots seem to run more in
parallel, although [-V plots in the presence of D, ngo-
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 D, agonists showed that -V
slopes between ~90 and —80 mV were (meantSEM)
3916.6 (MQ) for controls and 25£5.7 (MQ) tn the pres-
ence of dopamine or D, agonists (medians 33 and 18, re-
specuvely. -P=0.003). However, at membranc potentials
near action potential threshold, i.e. between -45 and
~55 mV, the slopcs were 64£9 (MS2) for controls and
57+9.1 (MQ) in the presence of agonists (medians 62
and 52, rcspccuvely, P=0.051). This shows that the main
subthreshold action of dopamme and D, receptor ago-
nists on input resistance is focated at relatively negative
potentials (Benson and Adams 1987; Jack et al. 1975;
Galarraga ct al. 1994). Spiny neostriatal neurons posses a
caesium (Cs*)-sensitive inward rectifier acting at this
voltage range (Galarraga et al. 1994; Nisenbaum and
Wilson 1995). Therefore, we decided to test whelhcr lhc
action of dopamine was sensitive to Cs*

Subthreshold acuon ot’ dopamine D, receptor agomsts .
is Cs*-sensitive

Figure 4 illustrates the hndmg that 5-10 mM Cs* com-
pletely blocks the decrease in firing response produced

0.0
Currant {nA)

by dopamine or D; 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*, Dy 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
dopamme may be on a Cs*-sensitive conductance, i.e. it
is probably involved in inward rectification. This global
action could be sufficient to explain the reduction in fir-
ing rate produced by D, receptor agomsts (Benson and
‘Adams 1987). And in fact, in five of six cells, dopamine
or dopamine D, receptor agomsls increased rather than
decreased the firing rate in the presence of Cs* (e.g.

'Fig. 4). This result was also oblained with depolarizing

current steps (not shown). In other words, dopamine ac-
tion turns out to be excitatory ‘at depolarized potentials if

‘the subthreshold Cs*-sensitive conductance has been

blocked (see Discussion). The response to Dy receplor
agonists was complclely’different It reduced the firing
rate without ch.mgmg the cell’s input resistance (Flgs
lC. 2C) A

The action of dopaminergic agonists on subthreshold
responsiveness is mimicked by a cAMP analogue

The dopaminergic D, receptor is known 1o be linked to
the protein kinase A (PKA) signalling system (Kebabian

~and Calne 1979; Sibley and Monsma 1992; Strange

1993; Surmeier et al, 1995), Thus. a cyclic AMP ana-
loguc 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 uM

was able to bq_th reduce firing rate (cf. Fig. 5A,B) and-
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hyperpolarized potentials in
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Fig. | left-hand frames; see |
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scnbaum and Wilson 1995). D,
receptor agonists increase fir-
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It is noticeable that at hlgher concentrations, i.e.

| mM, cAMP analogues may increase, not decreasc fir-

~ing (Galarraga et al. unpublished). In fact, they mduw a

500 puM dibutyryl cAMP decreases the firing response -
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slow. inward current (Surmeier et al, 1995) whose action
on ﬂnng at suprathreshold potentials is now a subject un-
der investigation. Nevertheless, note that this action is
suprathreshold (Bargas et al. 1994; Galarraga et al. 1994;
Surmeier et al. 1995); it occurs at depolarized membrane
Ppotentials, and does not occlude the subthreshold action
described in the present work (also see Discussion).

Dlscussldn

Dopamine receptor agomsts acting at subthrcshold
potcnual levels ' :

The expenmcnts presenlcd show that both dopamine D,
and D, rcceplor agonists acted on practically all neostri-
atal cells in 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 most occasions (Piomelli et al. 1991;

Surmeicr et al. 1993) when the cells are at this potential - 7

level. It is noteworthy that a reduction in firing rate to the
“same stimulus has been the most consistent ﬁndmg re-
garding the action of dopamine agonists in most in vitro
studies, whatever the type of stimulus used - current
steps, synaptic and chemical (glutamate) (Uchlmurn ct

al. 1986; Calabresi et al. 1987, Akalkc et al 1987, Ce-.
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peda et al. 1993), As prcvmusly rcportcd the decrease in
firing is accompanied by an increasc in firing theeshold
(Akaike ct al. 1987) and an increasc in the action poten-
tial afterhyperpolarization (AHP) (Herndndez-Lépez et
al. 1996). Membrane potential in most studies has been
relatively negative.

The present experiments also show that, at saturating
concentrations (Sibley and Monsma 1992; Strnngc 1993,
Surmeier et al. 1993, 1995), D, receptor agonists but not
D, receplor agonists were able to mimic dopamine’s
ability to reduce slope-input resistance at subthreshold
potentials. The apparent reversal potential for this D, ac-
lion was near the potassium equilibrium potential. Even
if the crossing point of the [-V plots is only an approxu-
mation of the reversal potential, it surcly 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 these celis (Ogata and Tatebayashi
1990; Surmeier and Kitai 1993; Cepeda et al. 1995;
Chao and Alzheimer 1995). I-V plots run apart from
cach other in most of the subthreshold range. Additional-
ty, this action on slope input resistance was suppressed
by Cs* (Fig. 2D). Taken together, the most parsimonious
interpretation for the present data Is that the main sub-
threshold effect of Dy receptor modulation could be due
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; Nisenbaum and Wilson 1995), it can be hypothe-
sized that D, receptor agonists are acting on an inward
rectifier at ti\e subthreshold level. Alternatively, dopa-
mine may affect a leak channel.

On the other hand, D, receptor agonists decreased fir-
ing without changing input resistance appreciably (Figs.
I, 2), This suggests that channels activated by D, recep-
tor agonists (Freedman and Weight 1988; Surmc:er et al.
1993: Greif et al. 1995) on neostriatal neurons are not
subthreshold. Alternatively, they may be located in a dif-
ferent subset of neostriatal neurons (Greif et al. 1995)
Additionally, the pharmacologtcally defined D, action in
the slice preparation may actually not be D,, but D, or
D, (Snbley and Monsma 1992; Strange 1993). since acti-

vation of D, receptors induce a decrease in input resis- .

tance 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 part of
this variability may be due to different resting potentials
of the recorded cells, i.e. below, at or above the reversal
potential for dopamine’s global action. This reversal po-
tential depends on external K* concentration (anenbaum
and Wilson 1995),

Although a change in inward rectification may bc
enaugh to explain a repression in firing (Benson and Ad-

ams 1987; Wilson 1993), this mechanism would act only

when the cells are stimulated from negative polentials
{c.g. al the “down" state; Wilson 1993). Nonetheless, do-

pamine can also have suprathreshold actions on sodium,
calcium and potassium conductances (Surmeier ¢t al.
1993, 1995; Surmcicr and Kitai 1993). Therefore, it
might be that complex dopaminergic modulation of other
ion conductances (Surmeier et al. 1993, 1995; Surmeier
and Kitai 1993; Herndndez-Lépez et al. 1996) may be in
charge of fine tuning, Alternatively, a completely differ-
ent responsc may be achieved at suprathreshold poten-
tials once the subthreshold action on input resistance has
been overcome. In support of the latter argument, other
modulators known to be co-localized in the neostriatum,
including acetylcholine, may be able to change the main
response (o dopamine by just blocking inward rectifica-
tion, as Cs* did (Fig. 4; Galarraga et al. 1994; Pincda ct
al. 1995; Hsu et al. 1995). In fact, Cs* rendered the dopa-
mine response excitatory (Fig. 4). In addition, both D,
receptor agonists and cAMP analogues, at higher con-
centrations than those used in this work, may also favour
firing after prolongcd depolarization (Galarraga et al. un-
published). It is at suprathreshold potentials where D,
agonists induce inward currents (Surimeier et al, 1995)
Therefore, the actions of dopamine may be different at
subthreshold compared with suprathreshold membrans
potential levels, being mainly inhibitory at the former.

In conclusion, dopamine increases the threshold for
leaving the “down” state by decreasing slope input tesis-
tance (Wilson 1993).

Rccéptor hetemgcncity

Smcc all cells tested rcspondcd to D, receptor agomsts
and, perhaps, only half of the cells express the D (D;
Sibley and Monsma 1992) receptor (Gerfen 1992), wc
have to conclude that the cells that do not express the Dy,
receptor have another receptor that induces the same
global response. This may be the Dy (or Dyy; Sibley and
Monsma 1992) receptor, since Dy responses were mim-
icked by a cAMP analogue, both D), and D,, receptors
use the PKA signalling system, and the D, receptor ago-
nists used in this work do not discriminate between Dy,
and Dy, receptor types (Strange 1993). In conclusion,
our results suggest that the same subthreshold response
to dopamine is present in all projection neurons and that
receptor segregation does not explain different responses
to dopamine. Differences have to be found in more com-
plex responses or interactions. They also predict that
cells with no Dy, receptors will have Dy, receptors. Al-
ternatively, an as yet uncloned receptor may be present,
or a predominance of somatic expression of a particular
type of receptor (Gerfen 1992) may be related to its role
at the axon terminals (Floran et al, 1990 Surmmcr et al.
1993) not at the soma. .
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Neurona Espinosa Mediana de Proyeccion del Neoestriado, identificada:
1) Electrofisiolégicamente, a través del registro intracelular y 2) Morfolégicamente, a
través de la inyeccidn intracelular de biocitina, siguiendo la técnica de Horikawa y
Armstrong, 1988, (ejemplo que forma parte de las neuronas registradas). ~



Discusién

Las neuronas neoestriatales espinosas medianas poseen in vivo, un patron de disparo que se
caracteriza por episodios de disparo neuronal separados por grandes periodos de silencio. Registros
intracelulares en animales no-anestesiados y en animales ligeramente anestesiados, han mostrado que
el disparo neuronal durante estos episodios surge de periodos en forma de rampa de despolarizacion
membranal sostenida de 0.1 a 3 segundos; Estas despolarizaciones son de origen siniptico, muy
probablemente comandadas por la corteza cerebral, y dan origen a trenes de potenciales de accion
(Wilson, 1990, 1993). Separando estos periodos de despolarizacion, se pueden registrar grandes
periodos de hiperpolarizacion membranal y de silencio eléctrico (véase Figura 8) (Wilson, 1992). Al
estado de reposo se le ha denominado "down state" y al estado de despolarizacion 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 estimulo la inyeccion intracelular de rampas
corriente, ya que éste en registros intracelulares in vitro y en ,con’di'cioAnes de fijacion de corriente,
mimetiza las caracteristicas fisiologicas de disparo de estas neuronas de proyeccion, Las respuestas
obtenidas ante este estimulo, por las neuronas neoestriatales estudiadas fueron complejas, exhibiendo
cambios reproducibles en la trayectofia' del voltaje. Cuando se hizo el analisis de las respuestas
subumbrales, las desviaciones de la linearidad, visualizadas ¢om0 diferentes transiciohes ‘en la
trayectoria de voltaje, fueron interpretadas como la presencia de rectificacion entrante en estas
neuronas. | |

Aunque se encontraron neuronas fuertemente rectificadoras y otras con poca fectiﬂdacién, |
la mayoria de ellas mostraron propiedades membranales no linearés; "es de¢ir~, que a pesar del cambi_o

‘constante en la corriente estimulo_, el potencial de menibrana no respondio linearmente. Por lo tanto
e'stas neuronas mostfaron rectificacion entrante en la mayor parte del ra_ngo"ﬁsiolégico_ de la respuesta
subumbral (Bargas y cols., 1989;Wilson, 1990, 1992). La cantidad de rectiﬁéa._cién ; en_trante

observada en las hcurohas estudiadas, varid en cantidades con'sidefables de neurona'a neqronii bajo |

las mismas condiciones de registro. La variacion en cualquier fuente de rectificacion subu'mbr_al- s€ Vi

éxpresado como curvas [-V y Ry diferentes. Como sabemos, la forma de_'una'_ curva I-V refleja las

conductancias qUe estan activas en cada rango de voltaje (Benson y Adams; 1.987). Y la forma dela
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[-V refleja las conductancias que estan activas en cada rango de voltaje (Benson y Adams, 1987).
Y la forma de la curva I-V en estas neuronas se vid determinada por tales transiciones. De hecho
cada transicion en las curvas indica un cambio en la pendiente 6 Ry aparente lo cual sefiala la
participacion de diferentes conductancias idnicas durante las despolarizaciones subumbrales (Benson
y Adams, 1987). Dado que la Ry depende del potencial de membrana en cualquier neurona, las Ry
de las neuronas control estudiadas, fueron siempre evaluadas a -70mV, obteniéndose una
distribucion unimodal.

Utilizando bloqueadores especificos, se encontraron evidencias de la participacion de
conductancias sensibles a TTX, a Cd*', 4-AP, TEA y Cs" en el rango subumbral. Sin embargo, la
contribucion de estas conductancias y el rango de voltaje de activacion de cada una de ellas, fu¢ muy
diferente. Es posible que estas diferentes conductancias idnicas, ajusten la funcion de entrada y de
salida de estas neuronas para un estimulo dado, actuando en concierto, oponiéndose 6 modulandose
entre ellas (Bargas y cols., 1989). |

Las acciones bloqueadoras del Cs'y del TEA, sugieren que las cbnduétancias activadas por

hiperpolarizacién membranal predominan a potenciales relativamente negativos. Estas conductancias

se desactlvan de -70 a -65 mV. Consecuentemente, cuando la despolanzacxén alcanzo este mvel se

~ incrementd la proporcién de cambio de la subida. De hecho, se obtuvo una pt,ndlente més

pronunclada, es decir una Ry mayor cuando la reqpuesta a la rampa alcanzé potenciales entre 65
y -50 mV. En este rango de voltaje, ni la TTX ni el Cdz*, camblaron la pendxente de la curva 1- V

(Figs.5y 6 del primer trabajo) Por lo tanto, conclufmos que la rectxﬁcacuﬁn subumbral representa |

en gran medlda el cierre de los canales rectificadores entrantes. Esto estd 'de acuerdo con lo |

observado en los estudlob de fij Jduon de voltdje (Jiang y North 1991) y con el voltdjc en el cual

| dls.mmuye la accion del Cs', dlrededor de los -70 mV (Fig. 8 del primer tmbajo)

Sin embargo, compdrando las acciones del Cs? y del TEA, se obsel vo que, el TEA aumcnto

la Ry a potenciales de membrana entre los ~70'y -50 mV. De hecho el TEA fué el inico bloqueddm

| que acluo en este rango df.. potenual Sugiriendo que alguna c.onduct'mcm sensxbh. al ’1 l"A, aun no

des ntd juega un papel en este rango de voltaje de la respuesta subumbral de estas celulaa
hvndcnuaa obtemdaq del laboratorio, han m()‘i‘tmdo que ciertos ag,entes (.ohnerg:lcos aumentan la R

en este rango del potencial (le.da y cols. . 1995).
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Cuando la respuesta a la rampa sobrepaso potenciales mds positivos que -35mV 6 -50 mV,
se observo una caida repentina en la Ry ; marcando el inicto de la tltima 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 Ry, indica la activacion predominante de corrientes salientes.

Notablemente, el TEA aumento la R;, en la mayor parte del rango de voltaje subumbral, pero
no bloqued esta ultima trayectoria (Fig. 6 del primer trabajo). Sin embargo, durante la rampa
ascendente, la 4-AP bloqueé la ultima trayectoria del voltaje (Fig. 5 del primer trabajo). La
concentracion usada de 4-AP (ImM), afectarfa parcialmente las corrientes salientes transitorias
rapidas y bloquea completamente las corrientes salientes transitorias lentas (Surmeier y cols.,
1991;Nisenbaum y cols., 1994). Esta tiltima trayectoria de voltaje no se observa en las curvas [-V,
que se obtienen con pulsos de corriente (Fig.1 primer trabajo). La participacién 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 funcién frecuencia-corriente (F-I) (Fig. 9 del primer
trabajo). También es compatible con la cinética de inactivacién 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
integracion sindptica, atin cuando se trata de despolarizaciones lentas en forma de rampa, como en
condiciones in yivo. Sera necesario realizar estudios con episodios de despolarizacién mas grandes
que | Segundo, para evitar la fuga de las corrientes salientes transitorias.

Aunque en la wltima trayectoria de voltaje predominaron ‘las ¢0rriéntes salientes, también
se hizo evidente la participacion de las corrientes entrantes como la de Na*, como lo sugieren la
his_feresis contrareloj que se observa en la relacion [-V de la figura 3 (primer trabajo) y la reduccion
de la Ry por la TTX (Fig. 6E del primer trabajo). o |

| -Por el otro lado, la repolarizacidn r:;’lpidd sensible 'a_l Cd?, sugirié también la participaci6n
de la entrada de Ca?* (Fig. 4B-D del primer trabajo). Esto ocurié atn en la ausencia de eventos
regenerativos (fig. 4B del primer trabajo). De la misma manera, se ven'revelados 'pétencia»les de
accion y respuestas locales resistentes a la T TX, cuan_d() son bloqueadas las corrientes de potasib con
la 4-AP; estos potenciales fueron acompafiados por repolarizaciones rapidas y pdstpbténcialgs (PPH)

pronunciados (Figs. SC-D del primer trabajo). Todos estos eventos son bloqueados por dosis

12



micromolares de Cd* pero no por dosis micromolares de Ni** (Figs. 5 E-G del primer trabajo). Por
consiguiente, ellos deben ser causados por corrientes de Ca®* activadas por alto voltaje (HVA)
(Bargas y cols., 1991, 1994). El umbral para la activacion de las corrientes de Ca*" y los eventos
dependientes de Ca®*, esta muy cercano al umbral de disparo de los potenciales de accion de Na'.
Mas aiin, se requieren de estimulos mayores a los necesarios para alcanzar el umbral de disparo
(Figs. 4B y 5B del primer trabajo). Por lo que es dificil de evaluar la contribucién de estas corrientes
de Ca¥, en la respuesta subumbral. No obstante, la falta de accién de la apamina durante las
respuestas depolarizadoras a la rampa (Fig.7 del primer trabajo) sugiere que el papel de las corrientes
activadas por Ca’, 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 activacion de las
conductancias descritas cuando se usan como estimulos pulsos de cotriente 6 en condiciones de
fijacion de voltaje (Bargas y cols., 1989, 1991b; Surmeier y cols., 1988, 1991; Nisenbaum y cols.,
1994). Esto era lo esperado, ya que durante las despolarizaciones muy lentas, todas las conductancias
actiian secuencialmente y en concierto, influyéndose una a la otra. Excepto por el hecho de quela
integracion sindptica fisioldgica proviene principalmente de las dendritas, despolarizaciones ientas
en forma de rampa representarfan mas apegadamente la excitacion fisiolégica que estas neuronas
exhiben in vivo. | o

Entonces, en el primer trabajo se describen las respueStas caracteristicés de estas neuronas |
ante un estimulo que mimetiza la excitacion ﬁsiolégica'(cbmo loesla ‘inyecci()n intracelular de
rampas de corriente), antes y después de que las conductancias inicas qué contribuyen a dibhas
respuestas sean blbqueadas. Dichas co_ndnctancias, 'corno_ se mencioné @teribrmente pueden estar
trabaj an_do en éonc_ierto, opo'iliéndose 5 moduléndos’e una a otra para éjustzir la furicAilén» integrad()r_a'
de la neurona ante un estimulo dado. A cste respecto, loS transmiSore_S'que estfm présentes en este
nucleo, estarian regulando el ajuste que llevan a cabo dichas.cond_uctancias_(Akins yAc.ols., 1990;
Bargas y cols., 1989, 1991; Galarraga y cols., 1989; Surmeier y éo[s., 1992;..Pineda y cols., 1995).
De tal manera que. el mecanismo de accion de un neurotransmisor dado pueda inVeSt_i_ga_rSe;
comparando los efectos 'ind_ucidos pbr bloqueadores de conductancia‘s" i6_ni¢as, con aquéllds

producidos por dicho transmisor. ' Por lo tanto, ¢l siguiente paso era establecer una comparacion
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entre los efectos que producen los bloqueadores con los que pro.ducen los transmisores, con ¢l
proposito de interpretar mejor las acciones modulatorias de los transmisores sobre el disparo, las
despolarizaciones inducidas sindpticamente y el procesamiento neural en el neoestriado,

Hasta la fecha las acciones de la dopamina sobre las neuronas espinesas medianas de
proyeccion, han mostrado ser multiples y contradictorias, en tales estudios dichas acciones fueron

estudiadas a potenciales muy polarizados y utilizando como protocolo de estimulacién pulsos
rectangulares de corriente, Con el prop6sito de obtener resultados mas reproducibles y de determinar
los mecanismos neuromoduladores de la dopamina, en el presente estudio se investigaron por
primera vez las acciones subumbrales jn_vitro de la dopamina y sus agonistas a los receptores I), y
D, sobre las neuronas espinbsas medianas, utilizando como estimulo la inyeccion intracelular de
rampas de corriente, el cual mimetiza las activacion fisiolégica de estas neuronas. Aunque, ya en
trabajos anteriores se han anal'izado en otras clases de neuronas en condiciones de fijacion de
corriente, las respuestas subumbrales después de aplicar un estimulo de rampa (Jahnsen y Llinas,
1984, Jahnsen 1.986; Baldissera y cols., 1987; Yarom y Llinas, 1987; Uchimura y cols., 1989) y en
las neuronas neoestriatales, en condiciones de fijacion de voltaje (Barg,as y cols., 1994; Jiang y
North, 1991; Surmeier y cols., 1995).

Los resultados mostraron que tanto la dopamina como ambos tipos de agonistais a los
rer.,eptores D, y D,, indujeron una reducci6n en la frecuencia de dlspdro Las respuestas obtenidas
por estas neuronas en el amplio rango de voltaje subumbral fueron muy reproducnbles cuando se
probaron los efectos de la dopamina y sus agonistas D, y Dz bajo el ‘estimulo de la inyeccién
intracelular de la rampa de corriente (0.5nA/s; desde un potencial de membrana de alrededof de-100
hasta alrededor de -40mV). En estudios anteriores en los cuales el potencial de inembmna‘dé repdSo
de las celulds estudiadas se encontraba mas bien muy polarwado la respuesta prmupal con la |
dopamina é sus agomstas Dl 6 D,, fué también una reduccion en la frecuencna de dxsparo neuronal
sin 1mportar el tipo de estimulo empleado (Akaike y cols., 1987 Calabrest y cols., 1987 Cepedd y
cols., 1993; Uchimura y cols.,1986). Sin embargo, en el presente estudlo se obst.rvo qu(, .
~ adicionalmente la dopamina redujo la pendiente 6 Ry, como se puede observ_ar. enla re_lacmn_ I-__V de
la Figura 2A del 2do. trabajo;ﬁnicaﬁnente los agonistas tipo DD, y no los del 'tip'o D"!’: fueron capa_ces' |

" de mimetizar la habilidad de la dopamina en reducir la pendiente 6 Ry a potenciales polarizados
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(Figura 2B y 2C del 2do. trabajo). El aparente potencial de reversion para esta accion del agonista
D,, estuvo muy cerca del potencial de equilibrio del potasio. Y cuando se realizaron experimentos
de substitucion idnica, la accién de este agonista D, sobre la Ry, fué suprimida por el Cs’, con un
aparente potencial de reversion entre los -80 y los -90 mV (Fig. 2D, 2do trabajo).

Una de las propiedades electrofisiolégicas que caracterizan a las neuronas neoestriatales de
proyeccion, es la pronunciada rectificacién que presentan en mayor 6 menor grado algunas de estas
neuronas, como trespuesta evocada a la corriente hiperpolarizante con pulsos rectangulares de
corriente (Bargas y cols., 1988; Kawaguchi y cols., 1989) 6 con la inyeccién 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 6 anomalas similares (Kandel y Tauc, 1966; Hagiwara y Takahashi, 1974; Constanti y
Galvan, 1983), podemos interpretar que el efecto modulador subumbral observado con la dopfamina
y los agonistas D,, podrian ser debidos a la facilitacion 6 al cambio en la dependencia de voltaje,
de una conductancia entrante permeable principalmente al K'. Asimismo, como las respuestas
observadas con dopamina y sus agonistas D;, son bloqueadas por el Cs*, y sabemos que el cesio
bloquea la rectiﬁcac’ién entrante a este nivel (Gay y Stanfield, 1977), en este trabajo podemos
hipotetizar que la dopamina y sus agonistas D, estan actuando sobre un rectificador entrante a nivel
subumbral. Un hecho que apoya estas ideas, es que estos efectos persistie'ron en preseﬁcié dela TTX
(1mM), la que abolié el disparo neuronal sin ningin cambio en la Ry (Fig. 3B, 2do trabajo). Lo que
'sugiere que el efecto de Ja dopamina y de lo's a;,'onistas D, sobre la Ryenla maj:or parte del vol‘taje
subumbral (Fig. 3A, 2do. trabajo), no es debldo al decremento en la conductancxa de sodio (Fig. 5B
primer trabajo), siendo ademds un efecto postsmaptxco |

En este trabajo no se caracterizo el subtipo de canal de K rectificador entrante, mvolucrado
en los efectos observados con la dopamina y con el agonista D,, _Como,sabemos, desde 1993 (Kubo
y cols., 1993a; Ho y cols., 1993) las téch,icas de clonacién molecul.a: ha‘n:puesto,én évidenc‘;ia'la
 existencia de mflltiples canales de K* rectificadores entrantes (Kir), los 'cualles 'piu_ed'en considerarse
como una familia. _Los"miembrbs de la familia de los Kir son codiﬁ'cados por genes separados y
aunque presentan regiones de hipervariabilidad en la secuencia de atrxiriOécidos y en el _asa |

extracelular putativa que une a la regién (P) (poro) y al dominio iransmenhbfanal 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 Kirl.0,
Kir2.0, Kir3.0, Kir4.0 y Kir5.0 de acuerdo a la nomenclatura estandarizada de Chandy y Gutman
de 1993 (Doupnik vy cols., 1995); aunque en base a su estructura y a sus caracteristicas fisiol6gicas
los diferentes subtipos pueden ser agrupados tentativamente en tres principales subfamilias (Karshin
y cols., 1996): 1) los canales tipo-ROMK (Kir1.0), los cuales son "medianamente” rectificadores,
su probabilidad de apertura no es tiempo dependiente y son regulados por el ATP citoplasmico.
Cinco variantes son expresadas predominantemente en el rifidén, pero también son expresadas en ¢l
cerebro (Kirl.la, Kirl.lb, Kirl.lc, Kirl.1d, Kirl.le). 2) los canales tipo IRK (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 mamiferos. 3) los canales de la subfamilia tipo GIRK (Kir3.0), comprende:i cuatro
subunidades diferentes, las cuales estén sujeta$ a la activacion de las proteinas G. Los canales
GIRK1 fueron aislados inicialmente por expresién de la clonacion, del atrio de la fata y se encontrd
que la probabilidad de su apertura por las subunidades beta~gmna es membranalnicnte regulada.
Recientemente, fueron identificados dos canales estructuraleménte relacionados del cerebro del
ratén: el mbGIRK? y el mbGIRK3. Un cuarto subtipo (Kir3.4) fué aislado del corazén de laratay
del hipocampo humano (Karschin y cols., 1996). | |

La distribucién celular precisa de las subunidades de los canales IARKI-3 y de los GIRK1-4
en el sistema nervioso central de la rata, fué descrita recientemente a través de un estudio de
hibridizacion jn sity (Karschin y cols., 1996). El neoestriado, fué de las cjstructuras cc:rebrail’es mas
proniinentemente marcadas con los RNAs mensajeros de los subtipos [RK1 e IRK3, virttmlme.ﬁte
todas las células medianas estuvieron fuertemente ma_rcadés co.n. ambos sﬁbtipo‘s de RNAs
| xtlensajetos. En contraste, el RNAm de IRK? reveld un patrén de expresion muy diferente. Aunque
la mayoria de las células de este niicleo fueron negativas 6 débilmente marcadas, todas las células
grandes estuvieron marcadas con RNAs mensajeros de [RK2, pero fueron negﬁtivas para lds_I{N As
mensajeros de IRK1. Los miembros de la familia de GIRK2 estuvieron ausentes de ios gmlgli()s

basales, O se observo Ginicamente una expresion difusa y débil de los RNAs mensajeros de GIRK1.3
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(Karschin y cols., 1996). De gran interés ¢ importancia y quiza el siguiente paso a seguir en nuestro
estudio, seria la caracterizacion fisiologica de los subtipos IRK (1-3) presentes en el neoestriado, asi
como la determinacion del subtipo de canal IRK (1-3) a través del cual se llevaron a cabo los efectos
observados con la dopamina y sus agonistas D, en el presente trabajo.

Por otro lado, observamos que los agonistas al receptor D, 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 ), 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 agomstas D, se encuentran localizados en
un subconjunto diferente de neuronas neoestriatales; que la accion farmacologica del agonista D, en
la rebanada, no fué realmente sobre el receptor D,, sino que pudo haber actuado en sus isoformas D,
o D, (Sibley y Monsma, 1992), ya que la activacion de los receptores D, 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 condicibnes de fijacion de corriente, despolarizaciones, 'hiperpolarizaciones
respuestas bifasicas 6 ninguna respuesta. En este trabajo, tamblén 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 0 por arriba del potencial de reversion para la accion global
de la dopamina. Siendo el potencial de reversion dependiente de la concentracion externa de K*
(Nisenbaum y Wilson, 1995). | | “

Aunque para explicar la represion en ¢l 'disparo neuronal, no es suﬂCiente un cambio en fa
rectificacion entrante (Benson y Adams, 1987, Wilson, 1993), este mecanismo podna actuar
tnicamente cuando las células se encuentran a potenciales polarizados (por ejemplo en el estado
"down", W:lson, 1993). La dopamina puede tener acciones supraumbrales sobre las conductancias
de Na', de Ca*' y de K* (Surmeiel- y cols., 1993; S_ufmeier y Kitai, 1993, Hérﬁéﬁdez*Lép_ez ¥ cols.,
1996a). Por lo que podria ser que una modulacion dopaminérgicéi _compieja sobre otras condu;ﬁtancias
ionicas, estuviera a cargo de la aﬁnabién del disparo neuronal 6 de una respuestaAjpredo'nﬁnankté
completamente diferente, una vez que la accion subumbral sobre la resistencia de entrada haya sido

sobrepasada 6 bloqueada. En apoyo a este ultimo 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 tmicamente la rectificacion entrante, al igual que lo
hizo el Cs* (Fig. 4, primer trabajo). De hecho el Cs* convirtid la respuesta de la dopamina en
excitatoria (Fig.4, 2do. Trabajo). Se ha observado también que a potenciales supraumbrales, los
agonistas D, 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 subumbrales y principalmente facilitatorios a niveles supréumbrales
(Herndndez-L.0pez y cols., 1996b). |

En conclusidn, aumentando la rectificacidn entrante, la dopamina aumenta ¢l umbral para
algjarse del estado "down" (Wilson, 1993). Sin embargo, si la neurona ya se encuentra ¢n el estado
"up", la dopamina puede inducir corrientes entfames que favorecen el disparo neuronal (Herndndez-
Lopez y cols., 1996a, 1996b). | o

Adicionalmente, las acciones observadas con la dopamina y los agOnistas D,, fueron
mimetizadas por el andlogo soluble del AMPciclico (AMPc): dibutiril AMPc (db-cAMP). Co'}mo
sabemos, este receptbr dopaminérgico al igual que oﬁ'as isofomas se acopla a éfectores
intracelulares a través de protemas G: Gs-6 G,y (Sibley y Monsma 1992 Herve y cols., 1993) y
en el caso de los receptores D, fa unién membranal més antigua y meJor conocida es la ademlato
ciclasa y la produccion de cAMP (Stoof y Kebabian, 1984). Nuestros resultados apoyan lo anternor» |
y nos sugleren un posible mecanismo en la accion de la dopamma y del receptor D, el cual mvolucra |

elementos de sefialamiento c:toséllco (VedSL Figura 11).

Andlisis Morfolégico de las Neuronas Regwtradas
Siguiendo el método descrito por Horikawa y Armstrong (1988), el anahs:s morfologlco db

las células ucpernmc,ntdles marcadas con bmutma, mostré que siempre regnstramos neuronas
| espmoads medianas de proyeccidn (de acuerdo a los criterios ya establecidos) (Chang y cols., 1982;
Wilson, 19‘)2) Las diferencias en las respumtas observadas- entre la dopamma-dgonmtas al m,eptor
D, y el agonista al uc«,ptm D,, no tuvieron ningin wm,lato con diferentes tnpos morfolé,g,lcoza de

neuronas (por ejemplo: con diferente densidad de s;,spmas dcnddtxuas, axon resmngldo o né al c:ampo )
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dendritico, con diferente didmetro del soma).

Heterogeneidad en los Receptores

En nuestro estudio (2do. trabajo) encontramos que todas las células estudiadas respondieron
a uno u otro tipo de agonista dopaminérgico D, 6 D,, es decir no encontramos una correlacion entre
la accion de uh tipo de agonista con un tipo especifico de neurona que presentara uno u otro tipo de
receptor D, 6 D,

Dado que todas las células estudiadas respondieron a los agonistas al receptor D, vy,
probablemente tinicamente la mitad de las células expresen la isoforma D, 6 D, (Sibley y Monsma,
1992; Gerfen, 1992), concluimos que las células que no expresan el receptor D,, poseen la otra
isoforma del receptor D;: ¢l Ds  Dyy (Sibley y Monsma, 1992) (como se menciond 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 D, fueron
mimetizadas por el db-cAMP es probable que ambas isoformas DA Y Djp usen el sistema de
sefialamiento citosélico de la protelna cinasa A- dependlente del AMPc (PKA) (Surmeler y cols.,
1995), ya que el agomsta al receptor D, no d:scnmma entre los tipos de receptores Dl AYDpg
(Strange, 1993). L
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CONCLUSIONES

Las respuestas membranales subumbrales de las neuronas espinosas medianas ante
la inyeccidn intracelular de rampas de corriente (IIRC), fueron muy complejas, pero
reproducibles.

En estas neuronas, varios tipos de conductancias ionicas contribuyen a la

despolarizacion subumbral generada por la IIRC.,

Se determiné que en el rango de voltaje subumbral de estas neuronas, estin
participando conductancias sensibles a la tetrodotoxina (TTX), al cadmio (Cd*), a
la 4- aminopiridina (4-AP), al tetractilamonio (TEA) y al cesio (Cs*). Aunque la
contribucion y rango de voltaje de activacion para cada una de ellas es muy difetente.
Todas ellas parecen trabajar en concierto, moduldndose u oponiéndose una a la
otra, para ajustar la funcién sindptica de estas neuronas. .

En casi todas las neuronas espinosas medianas estudiadas, la dopamina y sus
agonistas a los receptores D, y 1D,, redujeron la frecuencia de disparo evocada por la
IIRC. | | |
Los agonlstas a los receptores Dy pero no a los D, m:metlzaron la habilidad
de la DA de reducir la resistencia de entrada neuronal a niveles subumbrales de la
trayectoria del voltaje. Esta accion sobre la res:stenc:a de entrada fué suprlmldd por -
el Cs*. | | | | -
El aparente potehcial _dé reversion para la accion de los AlagnhiStAas‘ D, estuvo
cerca del potencial de equilibrio del K*. | | | | n

La reduccion en la frecuencia de disparo y en la resistencia de entrada mduudas por. |

los agonistas D, sobre estas neuronas, mvolucra conductancms de K* senmbles a Cs

“a nivel subumbral y a nivel pustsmaptlc'o. En vista de que el Cs* »bloquea_ la

rectificacion entrante a este mvd
El decremento en la frecuencia de dxspam inducido por 103 agonistas DZ, parece
involucrar conductancias idnicas que no se actlva_n a nivel subumbral, 6 bl_u‘i enla

rebanada esta accion podrfa involucrar a las isoformas D, 6 D,y noala D,.

80



Los efectos observados con los agonistas D,, pudieron ser mediados por el
receptor D, dado que los agonistas empleados no discriminan entre uno y
otro tipo de isoforma. Ambas isoformas parecen utilizar el sistema de
seflalamiento intracelular de la proteina cinasa A, ya que el dibutiril-AMPc
(andlogo del AMPciclico) mimetizo los efectos observados con la DA y los

agonistas D,.
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