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Resumen 

Los receptores dopaminérgicos incluyen las familias D1 (subtipos D 1 y 0 5) y D 2 (subtipos 0 2, D3, y 

D4). Los receptores de la familia D1 están acoplados positivamente y Jos receptores de la familia D 2 

negativamente a la adenilato ciclasa. Los receptores de la familia D2 (subtipo 0 4) han sido 

identificados en tejidos cardíacos de rata y de humano. Sin embargo Ja presencia de Jos subtipos de 

receptores·;D2 and D3 no ha sido determinada. La probable participación de estos receptores en las 
... ;.~~>~·;:~·:.:y: 

funciones:del corazón se desconoce. A través de estudios de autoradiografia usando radioligandos 

.elocfiSJ~'~~f'el ·,;ceptoc dopamlnécg;c~ D, (['H]-7-0H-DPA1} y paca el roceptoc dopaminécgico 
. D4 ([3~;J'.~~~~j~pd~~:.;yM~09l51~2· más ~aclopride) identificamos la presencia de estos receptores 

;· ·,. · :. :.\.:~:y.'.~~t~~~:~;~f ~i_;i~'.:.~~~k?}~~ti,~A~i1~:.~%ff~~ ~-¡~:,~~¡~~~~~::f:XY}l/ (t::.·: _. ! . . .. · · "_. . . . , 

dopamiriérgicosJD3°iyiD.{en~tejidos deLéófazón de cobayo. El análisis con Western blot confirmó la 

CXpcd,¡~\¡{if ~l&-li~l;~~i~~;'~.~·.en auricula dccecha Y en vootriculo i'"uiecdo 
de lri mismá·especie;(Ehsci':de'ágonistás'.'selectivos'.de los receptores dopaminérgicos 0 3 y 0 4 ((±)-
·, --. : . <·~·:\~::,~;;,'.'.~:~f~~~:~¿~~~-~:~~~n~;~:~~~i:~::~f~lt:L~~E~i{it~t~:~Y?~1:~~g~~~:·~: ~.-.:'?;--_~·-::~'.:-~:_, ·- ·:_.'_>.: ._:.:_· - ·. __ . _ . · _ . 
7~oH.:.opAT• y,;;¡>Q'(~l6.!L{)7} ¡.i\il"_ · ;:~ilM; r(íspéé:tivainente) produjeron efectos crono trópicos e 
: _, _.'.,~ ~}~:~(~- .. -~;~>:~~f.;:·~~2~\~,~!!~~~~~p}~~J¿1J~\~~~j~;~'- _P$X;~ti1}?~;;~:_?/~_<-~ ... ;.:·~· ::<~<. :>.:·;,:~-<· ... : .. -: 
inotrópicos. ilegiitiyos i;;iguificaijyo,s c;:ri: ~l;'.c:oi:azón: ai.slado de cobayo. El efecto inotrópico negativo 

.- ;. · .:,~::c;~:->:i;//~:~~f''.~~i~?~'.~~'.~}>:~~i%?{~i'.;i~'.\~'.~~~J~1~k:~~;,'~~~~~~~~~;;\¡:~i~t/;f·::{_.: -:::;; '·.'>· ';· <_' ~- -~-;·,,: '· . 

induéido•p6f"el;~PD>,~l 681077.;.;fuefásociido ;~con. una .inhibiCión significativa en la actividad de la 
.- · :. ·: -___ ._:;~::,.~'-:?/.;~~;:g~~~-:;_~~f~~;.-~r;~f::~~~1?;~~:~}r~~f..~J~i~}fFt~~~::.~~T;S~~1/::;/?_:'.~<:~)\ -~-~~ .. ; :· · ~. , 
adenilato'éfolása;'.iiiienfrás;~üe;'.el;'efocto :c'ronotrópico negativo inducido por el (±)-7-0H-DPAT no 

. -< .-S:'.~~ ·,/_.::: \::~;x~-~:~::t~~:/~:;j_f~~~r :z:~;J:::~:.~~if.U~~jf ;(;!i1·;:~:/~ , >:··,, ·. , . . . . , . 
produjo camb1o!l el'! el1in1srno'parainetro. El estudio aporta mas mformac1on para apoyar la presencia 

de los re~e~,tor~s ~6pi~i~~~gfcosD3 y D4 en el corazón de mamífero. Aunque nuestros resultados 
·' .· ., ''o··' .· .. ' - ,. ,;;\_ ;·,_ ... _ 

sugieren q~e esto~·~ec~ptcires son funcionalmente activos en el corazón se requiere información 

adicional con el uso de agonistas y antagonistas de mayor selectividad y potencia en orden de 

entender el papel funcional de los receptores D3 y D4 en las funciones del corazón. 
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Introducción 

La dopamina es una sustancia vasoactiva que desde principios del siglo pasado ha sido 

estudiada por sus efectos similares a los de noradrenalina y epinefrina, así como por los diversos 

efectos fisiológicos que produce en el organismo humano. Actualmente es considerado que las 

diversas acciones de la dopamina son efectuadas a través de cuando menos 5 subtipos de receptores 

dopaminérgicos acoplados al sistema de proteínas G membrana! (Jackson y Westlind-Danie/sson 

1994, Missa/e y Cols., 1998). La expresión de los receptores dopaminérgicos varía en los tejidos y 

en las diferentes especies. En el sistema nervioso central los receptores dopaminérgicos están 

ampliamente expresados y están involucrados en varias funciones, como el control de la locomoción, 

funciones cognoscitivas, en las emociones y afecto así como en la secreción neuroendocrina. En los 

tejidos periféricos 1 os receptores d opaminérgicos están presentes en forma más importante en 1 os 

riñones, en 1 os .v a~os s ¡¡~guineos y glándula suprarrenal, donde participan en 1 a h omeostasis del 

sodio, tono'.vasc'uÍ~r\y,;,s¿fre¿for(de hormonas (Camsonne 1987, Goldberg y Cols., 1978,1985, 
-. · , -·: ~, · ·{·}~\~-:.-~~ .. ~'~'.;·~1~t:~~~(<:f~~~\':~:tt:hr~~~~t:~&~~:~:<;'. -:-.\~ .. 

Feldery Cols./'] 989,.}Jósey c~t~:~c¡ !)98). 
··: . ~·:: ::·-~-; :r~ ;-~~J~~~~!,1~1;t~~~+2{~X?iW;\:~~-;~-~~~r;~~;·:~, //·. ·->·· . · 

La alteráCiéJnféri)la,;expfesión y/o función de los receptores dopaminérgicos ha sido 
• .: -->~º---·~- ~-~::·'.-~;:.··~/(f~:~:>:{+'L~~ji~f~~":;.~:_n1:~~i~~~é):~~~~L':~:~t -~-~- ~::,.. . . , . 
mvolucrada en yanas alterac10nes del ·sistema nervioso central y penfenco; como la enfermedad de 

, ; ·_ ·:· -~·:: ~ :~- :·)_:~:::"-~_;)';~~:·~ ~:--~:-~:e:~:~ <i~.:~~:_-;-: 'h'~-'.<~ ;/;x~: ~-):'<: ,-<~<: ... ( ' 

Parkinson, ·esquizofr~nia, hiperprolacti~emia y recientemente en problemas cardiovasculares como la 
'}'···'~'"" ··-,. -~~_.,,:-? .. < ;··· ·.~ "•., - ',. 

hipertensióaart~ri~rsiS,téntlca (Civetlly Co/s .• 1993; Francis 1995; José y Cols .. 1996 y 1998; Asico 
• ~~ X <·.>· ;· • • •" 

--__\'' 

yCols.,.1998).·< .. •· 

La ~·:rencii{d~agonista y antagonistas selectivos para cada uno de los subtipos de receptores 
·.·; '· 

dopaminérgicos; _lla he9ho dificil el estudiar la distribución y la función en la que están participando 

estos receptores, especialmente para los subtipos 03, 0 4 y Os. El advenimiento de las técnicas de 

biología molecular, ha dado nuevas herramientas para su estudio. La aplicación de técnicas como 

hibridación in si/u, la reacción en cadena por polimerasas (PCR) y la clonación de genes han 
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permitido localizar receptores dopaminérgicos en donde se desconocía su existencia. Sin embargo la 

furiciórí de mucl;os de estos receptores es desconocida.· 'En I~s úl~imos años, el desarrollado de 

fárm,acos ~go1,1ist~s y antagonistas, cada vez con mayor selectividad para cada uno de los subtipos de 

. re~epiC:re~'idtlp~;riinérgicos, ha hecho posible la manipulación farmacológica de estos receptores y de 
' ·····:·e·· . . C", . .,-' 

hechoh!l 1i~iificado parcialmente la función del os receptores de las familias 0 1 y 0 2 en varias 

funciones del· sistema nervioso central, así como la interacción de la dopamina con otros 

neurotransmisores. 

La dopamína es, una droga ampliamente usada en el manejo de pacientes en estado crítico, 

como insuficiencia ca~dí~~a (Saito y Cols,, 1991) y choque cardiogénico (Holzer y Cols., 1973) entre 

otras. Aunque sU.~so,tTÍ~s frecuente es por su efecto vasoconstrictor e inotrópico positivo obtenido 

con dosÍs ~Ié~~d~~;{f bi~~Ki~h): ~l! efecto vasodilatador (2-4 µg/Kg/min) predonúnantemcnte en 
- ''. '::~.,~::-:{.\[":';·J.';,.,;,,,;::.:-.. -.... <.'·,,: _.··-.' 

la vasculat~rii',~e~íiF~~'dci;~~!ln ~~C!!l para eliminar sodio y agua. A pesar del amplio uso de esté 
·i:, '•"/•' -~<~: ·;·:·~./:';·· :··;, :·.;·/; '·, 

fármaco ef l11ecarii~mo de acción por el cual produce estos efectos, aun es controversia!. 
- -, ,·_... "' .. -... - ·:-._.-•,,,., -,_ 

'•' 

El ~onócimieríto delaéxistenéia de diversos subtipos de receptores dopaminérgicos 0 1, 0 2, 
. -·,·:.-,.:: ~ ·-;:._:·.<·:·,e}{;_:.'~--·:., 

0 3, 0 4 , ha permitido explic#)~s,'. á9:ciones de la dopamína en el SNC. Los recientes hallazgos de 

estos receptores en t~jid6''.c!l'.r~{¡t~~~f~llgier~ri que la dopamína puede estar actuando a través de la 
·.: ·: . -- .--.-~-:;\:.··,-_,.<~-~~}\-;:(:-.:;..~H::r;~~t1~~1tt·:T?~~~~-:/('.:: .. \~:;~:. :. 

activación de estos rec'eptOres'en'.corazón eriforma similar que en el SNC. 
(. :·~;<:.:.':·.\~.~~'.)¿;·f~~,t~:~.:;~;~~:t~~~ti1tj{~;}~fú~:~}:.'.~-~·· :·,, " ' . . . . . 

Aunque se,,conoc!'}¿ qüC:':clo ' · eptores;,dopammergtcos de la fam1ha D2 se encuentran 
. . . ·:. ' . .._::::.:'·.·~~\Y~}:;~·~?}(~{~,t~A~lt~;~~~~~ ·~'t~2H!:0'~{<.<..:.·> . 

expresados en los tejidos2carClíacós;::se2cleséonoce su localización exacta (terminales nerviosas y/o 
'. •• /:;. -,> ~ ·'>''·,~ '·~·:.,_ 

miocitos), distribución, meca~isrribád'~ i~dÓ~ y efectos fisiológicos, por lo que es necesario realizar 

estudios encaminados a obtener esta información que nos permitirá entender la participación de los 

subtipos de receptores dopamínérgicos en los procesos fisiológicos y fisiopatológicos 

cardíovasculares. 
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La dopamina como neurotransmisor central y periférico 

La d opamina e s un i ntennediario en 1 a b iosíntesis de la noracÍ~enalina (NA) 'y 

adrenalioa, aoi como un import'"te nourotramnU'o' en el ,; '.tema ~e~lo;~ ~Óf ti.J f P«iférl;o: 

Tione una participad(?"º''ª¡ en un~ g<an ~'.'7'~,.~;:~i*~~i:1~f~$i;~:~M~~~b en 

estados• fis.iopa.toJ.ó gié9s.'.; La •.dop~mill.a; )1oradrérial fo~ y.epiriefriná"son~;sin't.etizada.s:a;'¡)árii r d.el 

aminoacidó.prectifsor;•;Ja·~t¡rosiria;·•lá'clÍal por:'uhíi'.'série:de.reacci6ríés'·éatalizadás'1for·diferentes . · 
· · ~<;:.":"/~~~:~~:-:li~1~~~·::~~it~~~(J~;~!·i};'ftf,: . '.~!~~~I~~-.S~~.~~~~;.~.~~~~t~..=;~;~~~~<~!i.1it~~\:~~~.f._<.\~}~:··>·~·'.·· · :_~~r.:. :.,: , ,_ · .... ···: ·.:~.:;:.- './,~.:~~·::~:.::~~(~·-. ~:_: ... · .. ::· ~ 

enzimas, ongihiiéstas aúi.in .. iCpriniera'étápl{es lá hidroxilación dé la tirosina. porJa enzima 
• . =. _ .: .. <~::·: ·~~rt~~~~i;:·~~~1~%i~~~~~~~~:::~:~?;;~;s~~~;~1~~~ri~0i~~~t~~~~%~i~~t~:;~~{.:F?;:;··~·:· <;:~- . -·: - . · · · · ·-. :;·. ~:;::~~:-<:;~ ·\'.::;\· -

h1dro.x1l1:1sadc;;:!~,ro~11)~;'¡~eg1ud1:1 P()f.;.Ul)¡t):l~scarb()x1lac1on que da ongen a la dopamma; la cual 
. <· .. : .. ~:·.;' .. :: '.:::/;~(~;~-}:~~%~:.~,~r~;~?f.;?!j~~Xl~?J:~~.::.~1w~r;:K~JXi:{I1~~;:~\~fWf ~\:;~:~r~·(:\.· .. ·:·; ':.~'. ' .. . . / · .. · '. . . ·.: 

es hidroxiladilipor'.'.hÍ~':Cnzima~:13.~hiélroxilasa;:,.;,e1i:e1 carbono beta de la cadena lateral .. pára dar· 
·~ . : ::\/,~ ?.~~:,~·J~:~:~P~M~~:f ~~){~~~>~~;~J~G~.U~~;,~~~~;~~~~:~~-~:~~~(;7.~i.{~~v<·.}':: ·. -~: , : · .· · ·~~: >"\ :: ... '~. 

origen á lá NA'{~igUr¡¡ "1)'.!Eá}:Jopámiria;és sh1tetizada a través de la misma ruta que la· NA; las 
: .. ~-~ .. -,~i~~;:~!f~~~;{(t.~~it~~r.~·~,~S .. ~::.~::;·~'.;\:.~;,~-~~. -~:~~:;:. :·;?!~ T.:7{:: ::. ·~ ;·.:·· . -. . > , 

· neuron¡¡s.dopal11Í~~rgicas·carecen dé la erizima f3-hidroxilasa y por lo tanto no producen' NA; 

. La do~·;~~~;·;~~~[J~~ 'lib~rada al espacio sináptico puede seguir tres caminos; primero 

intera¿!Ú!li:'~~g~~c;~ptores dopaminérgicos en las células, segundo puede ser metabolizada por 

las enzinias MAO y catecol-ometiltransferas COMT en el espacio sináptico y tercero puede 

. ser recatpurada en la terminal nerviosaa través de los sistemas trasnportadores de dopamina. 

(Fil/enz 1990, pág 1-45). 
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TIROSINA 

~ 
NH2 

HO l Tirosina 1-li.droxilasa 
' DOPA + 02+ Bl-14 

HO NH2 

COOH 

1-10 J. Descnrboxilasa L-Aromatico aa 
'DOPAMINA ·· . 

HO~NH2 

V Dopnmina B-Hidroxilasa 

1-10 ~~RADRENALINA 

' OH 
HO ~ NH2 

HO 

Figura l. Vía de la sintésis de la noradrenalina a partir de tirosina, así 
como las enzimas que catalizan las varias etapas en la cadena de las 
reacciones. 

TESIS CON 
FALLA D1~ OR1GEN 

En el SNC la dopamina esta involucrada en la regulación del movimiento. La activación de la 

vía nigroestrial y consecuentemente de receptores dopaminérgicos produce movimientos 

estereotipados. Un lesión en la vía nigroestrial produce la Enfem1edad de Parkinson, un transtorno 

caracterizado por rigidez, tremor, e hipocinesia, mientras que la enfen11edad de Huntington es un 

sindrome asociado con severos movimientos voluntarios y también se considera que es por una 

degeneración de la vía estriatonigral, asociada a un exceso en la transmisión dopaminérgica. La 

dopamina también es un neurotransmisor en el sistema mesolímbico en donde esta involucrado en 
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las respuestas en1ocionales Y, cognocitivas. La dopamina también parece tener un papd fisiologico en 

inhibir la sec1:e6¡ó1>~~ pi-j1.~.cti~1a en la. glándula hipófisis anterior y en iniciar n~us~a~;~ vórnitos a 

través de una aeciiórl\:eñ ia·il1édÜla; ' ',' . '(· ••• ' • : 

. "~±~j'~~~~~~~~t~,l~t~V,P0·0~~mina · en el cerebrn ;;~¡;~i~~i;~1~~~Ja~ Vi&, 

nigroestriales';~'cuf _ x'oncsde1n1inari ·eiúeLestriado. La dopamina: también"ii's encuentra en los 

e"'~~; l~1~~i~l~{~til\~{~j)~t~el!t~~ B~'/' ,~"·º.~,'.'f~~~{~l{i~~\l~~¡¡~h.•c~. 
especialn1enté, al;nueleo:acci.ui1bens>:T.amb1~n:.esta•presente .. en·.un:grupo'.de'.neuronas·eqrtas que van 

del hipotálán1c)'á.Ia'emirien'cia rilediá\y,á'lagláil'dulapittiitaria.\húemeúréirias:dóp'aminérgicas locales 
.' .. :·· ~ '·;'~± .' ·.+ .·~~~{ -~, , ~:~:-.i' '-':··vi., -:·:,'.-:~-::?;;~';j;·~~·,{~i--~~~~J{~~'.;~i.;:/~:;~~I .. ,~~-~.t::;~~i/<·~i::~.~::-~~:/JI<;~;-~~\;,~~-~~}~9C -<~~~]:·r:·~~:~~~~~~)J':~)f,.·~ :-!::.( ~;:;A\~~t<::i,, 

también se encuentran en el bulbo' olfatorio y en'la:retina.'.Eri.la'périferfa'se ha localizado dopamina 
.. · .. ··•·.···.· .... e: .· .. ,. · .. ·.:· ·:.; •. :;.rttt;fJf~\.o'I'r.c~:.;.':·~;:1i::;:.::;~'.;frL~~:;\v~2i:::-s~;i/:.~·~·s i ·;.~· ·.·. 

en algunas neuronas simpáticas;. de 'inay6r,in1portarieia, en el' riñón5 .;:. q~;,;, i":ii·.:: ,, 
, . --··:· , : ·· .. : . '.-, -· :. , .. ; . ~ .;-.' . :-.- ,~:·~~-; ,>>/~( .'<~~}:f.:~¡:~i;./~~~-:~}.: :~~r;·~-~;-.::--.~~~;?::··: >· ~ ··.·: ·:} i(; ~-~.~~;·~'.:.;·'. /~tr:·~~:\~,:~? .. :::j';·;,:: : ... < :'.., :_· ·: ~.. _, _, 

En el sistenia cardiovascular.'ll'pesá'fde que la dcípamii'ía es üná drogá'ampliamente usada en 
-. _ -.. _ --~.:: _ ·:. __ ::· .:;,·-:: ... -:::(:_~:. J~\~~~f f:hB~~{;{~Uh~~-:.::~;::~_ X-\:~':-_:'.')-_.<·_:_:~:: -: ~'- <:'.: _: __ :> .. ->t : .. ::~~~::~-~~?\/~~;~,,<;~_~?'.L.)~{ .. ~:_--~::~(_.-:· -"::.. _ -,_ 

divcrsaspatologías,,espoco,lo:q~~s¡conoce·acerca·de·su m~canisn10~9e,Ueción.Suprincipal ~fecto 

::o;~~fii~~[~~~~11~j:~:::~.::J:::~~;i~r~~~s';i~~;~s~::,:,:::: 
A dosis bájas (1 OOnM)tierie éfécto vasodilator en vasos arteria!e's~y;eri~riñón'con poco efecto sobre 

, ::- :.::~ :/ __ ;_-. _,i~::\~f~·\~I/;·'.~!'.,~-~~-~,·i¡~~ ~-:l,:\\.':~ >'.f{.:~:-'. ~>,_:-,. . .: '· . -- . .·. '. . ,;;.\ >--~ ~~;:~-P,_'~i'.~~·;~~:~~f.:f~-~~}~;~-t!.'.':i.~.~-::~'.~::.t;~~;~-=-~~:-:).·_·\:_· :·>-. · 
corazón: A;dos,is'ií1formedh1s(500, nM) tiene efectc:> inotió¡JicÓpO:siti;Vo' :iá dosis altas (I o µM) tiene 

.. :·_;j: ---:::.;.-,. · .. i •¡,,., ... - •.. --<. 

efect~ \í'a8'c)¿ófí't~idto~.~·'Eri la 'actúalic!act se postÜIÜ :qÜe losprillcipales efectos de la dopa mina son a 
; ·':' .:~ ... -·,:-.:~~~.,)-'···:' .·,:;:':;··~-··:1··~·.'·; :> - :~ .. '.~-'-:: . ·.:-,-:·; . . . . 

trnvés ,de,~sti~ulari~:ihhtbir.J~'/¡¡be~adó~ de noradrenalina en las terminales ne~iosas, siendo 

:::'.d?t~l~t~i1;1~~~~;;t:."~;!:1:':•c::,~·::;·:,:· e::::~'. :"c:;::'.~9::·~::::. 
. bloque~f.1();'.~6t~J.~.e.nt~~(~ted~·!11i11,ªI1temente el efecto vasodilatador), al ~lo9ueár, Ja síntesis y 
· · _ :: ·. ~ :-.:": . : ··-~);·· ... '~~('.(~:~/~{~_:;::':::~~~-~:?i~i;i'.St;:;~;;_¡qf?:~-._~_.:·:.- ,~'"· / · !::.::. ~;~~~>{:·\:·::· _'-::::·.·:·::~-_::·._ 
liberación de n(}radreñ}Ílin~(cori atropina, ní con alfa o beta bloqueadores (Ho(ú/f!s yF',oí11/er., 1962, 
. . . ·-.: _ .. _. ·-:-~:-::'· · ~· ~~\i~'.-:,··,~~::~f~ ~:~i<~/\tl;JI;~Jf-~~~·:;\.~: ·: ·~-:-;_- · : ~--.. ;;e_~ --, __ . · . .-.,-.:: 
McDonald y: Goldberg;}l963,';Sclzue/ke y Cols 1970, Habuchi y Co/s,, 199?~;),"~E~t;;~s¿~¡ere que la 
,-: '· .. · .. -:,:::·:-.- ·:,:-:\~-'\:,_>:>>. ~~ .. ~-~:··_,,;Jf::>':·:<~::::'<~':;-.- ~. ;~~' . -.~·- ·~,. 

dopami1~~ ~~~Je\ci¡{'.~~;Úh 'e"f~C:(~ directo a través de receptores dopaminérgicos ~n;~sa~·~~¡;Jcturas. 
~ .. , .... , .. ,· ... -.-:•-···\;:·;:.:-'>-:: -., .. ' . ', ,·'' ',· : .. {,;:, "·· :·.-. 

.": >· , . .,_,. ··. '.-:· ,: ·/:-· ':.._·:.\ .. º ~¡;.' -·:/::. . -:::.-"'· 
·' ¡- -,,:: .. ',,'«,_: .. ;'-.·~:.·.: .•. ,,:, .. ~~.·.. ·::,, t~<-

-~i~'>~·il ~· ' -
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Clasificación· de.los receptores dopaminérgicos 
. . - .·· 

La primera evidencia para la existencia de los. rec;eptores dopaminérgicos .en el sistema 
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Los receptores· D 1 y· 0 5 (famila · D¡) están· constituidos por siete dominios tiansú1embranales 

con una secuencia d6'!li11inóá~id~s 1imy parecida y uri pe'rm fan~acológico similar:.Mientras que. los 

:~",:;i~~it~~~~t$~~~1~1!~~~~vi~1~~1J;~~~;~~~;~~~;}?~~f ;:~r;~ 
··rec.epiores· d~p'áminé.rgicos:.~.arJos'afoino,f~ci~dsºestán:c·o~servadós;'.los'cua~es.;~stá~·.¡~~~ióados en la 

"";ó" ... ~, ·1~~¡~~~itJ';·1'';lif tlitf i~~~·~I:i~~~í~~;J~Wiú;F.1[¡:"~".' "•'·" 
fransmembráriál: parece!:se1 . .. sitio ;.'de :.uriiórii j)arrio<ún :'.grtipo ''amino.• prótonadoi .; ri1ieritras que dos 

:: . .·\·;·:·.; ::·· .. ?~ ..... --:/;.·:~'.~:_¿~~·:.:!\~ ::~1};~r:7;~~I-:(~;·,~i:~~~i~~~;;'.?1;d;~r:~:~;i~~:~:.:y:;?;~-~:·\ .. _~:J·/3~'.j:;_'.~: __ :.:·~!,~< ~ ~-:~~.: .. · ·:·?·:·-. /: <·_::- .: ,:. =. ,.·~\-· :._.~:~~-.. ~: . · -_ .... : ~ • · ~--~- · .. - ·: 

residuos de'senna;·.quc estan''conservados :en -la qumta región fransmembranal, se piensa que fornian 
,. · .. ·-· , "-:_ .:·-';~:~/~ :-i.r :';f~--'f-~.:,:_(-...,~~:.;\'.·.:.,;:;. -~:x·: .. ,-{::.,- "· -- .' -· · · .- ·· .. , .... · · · · · 

- ·-·: ' ·.· '. ... "'•'-' ",· --.-· ,- .>\~·'>·.-:_-,_:·¡.' ·: ,:.; .. · .. :-!~,~- ' -
uniones de hidrógenó con grupos hidroxilo' y catecol. 

. - , ... · ... _--._, ·. -: : :-' -· ' : .' ".• -
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TABLA l. RECEPTORES DOPAMINERGICOS. CLASIFICACION 

Nombre Aceptado 

Otros Nombres 

Amino ncidos 446 aa• Corto:4 l 4 na• 

Largo:443 na• 

Amino' acidos en la 57* Corto: 134 • 

tercera ..Sn cítoplásmica Largo: 443 • 

Amino ncidos en In ·. 113 • 16. 

porción COOH terminal 

lntroncs o 6 

Localización Sq 35.1 l lq 22-23 

cromosómica 

Agonistas Selectivos R(+)-SKF-3839 U-91,356A 

A-68930 

Antagonistas Selectivos SCll-23390 L-741,626 

SCll-39166 

Segundos Mensajeros · .· :Gs'(t AM~~) · .Gi (mÓdula AMPc) 

Gq/l l(t IPi/DAG) 

['HJ-SCH-23390 ['llJ·Nemonnpride Rndiolignndo 

[ 1"1]-SCH23982 [3H]-Spipirone 

400 aa• 

120. 

16. 

s 

3q 13.3 

Pd 128,907 

R(+)-7-011-DPAT 

S(-) Nafadotridc 

Gi(m;,.iu1a·ÁMrc) 

['II]-7-0H-Dl'AT 

[
1251]·7-0H-Pll'AT 

Ds 

386-515 aa• 477 na• 

101 -261 • so. 

16. 116. 

3 o 

)lp 15.5 4p 15.1-16.1 

ro 168,077 R(+)-SKF-3839 

A-68930 

L-745,870. L-750,667 SCH-23390 

RDl-257. U-101.387 SCH-39166 
., .. •' 

·-circffi0<iií1:l f\~Pc> · . as et AMPc> 

tdcido araquidónico 

C'!1J~Nemona.pride 

['H]-Spipiróne 
. . :º"·.:·: . 

['HJ-SCH-23390 

[""1]-SCH23982 

• En humano. •• En rata. aa = aminoácidos. AMPc= Adenin monofosfato cicllco. Pl3= Fosfalidil lnositol. DAG- Diacilglicerol. Gs-Slstema de 

prolclnas G membranalcs estimulalorios. GI= Sistema de protelnas G inhibitorias. 

Modificada de The Sigma-RBI Jlandbook of Receptor Classification and signal Transduction. 4th. Edilion. 2001 y Missa/e 

y Cols., 1998. 
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Estructura genética del receptor dopaminérgico 

Desde_qu~f~e aislado por primera vez el cDNA del receptor dopaminérgico [)2 por B1111zow y 

Cols., en l9sJ,<;~~~do~oce la existencia de otros subtipos de receptor~s. ~sí ~o~o variaciones de un 
• •• • - 'o • , • -· - ;; ., t~ ':<,---i· •. ·: -~ ' - .. - • '. . . . .- • ' • " ' - • ;' __ .'~ : - ·-· ' ' • " . '. . ' . -

',' :.:· ~-' ;,:~,y:_''':'.'d?_'·~·~y.¡· "· •' ' -· .. ~ :' ,_ 
.mismo;'r'ciceptór~(Tj\BI,A:.l). La organización genómica delos récép"to~~géd6pa111inérgi_¿'os ápo.yá el 

. _ . --,- ~-~:::~.:~~~~~~~~º:~~~~~-~~';U:!t~;t~~r-~~-f~-~~~:l·t <~,:~_: ,.~... --. , . . . . . . ; ~ ~- ~:/ ,/ -~';, .. : _:~>>-~, ::~~;;;·_:~.;-~'.J~-~/;/f,:~~~~~:··;t,:{~:~Tr~:-~{§;~~l~t~~~·.;:;~~-~->::J_~·'.<~--;_:_.-::_~/:::,< >\ .. :._· -. . . 
conceptó de que'.ellos·aerivan·de la divergéncia de dos familias de;·gcnes qucdifiérer{principalmente 

~:'~~j~f tllil~~J~~li;J)f:i~i~ilf tiii~?t!itil~~Ji~E 
•intron; ·la)eciucnóia :deíútcléotidcis cnll11'. gerú¡ui: .és)ránscrifa pér9'él imiriada)nt_e~,,dé:qué:C,!Jgeú' sea 

.~~presa~o.· '·i'J·Fa~ii(i~···~·¡;;L····~~~e~t~·re~····o:·~;~i~:~~n:-s¡~~~w~~~\~~~{~~J~?c~~Ji.Wt,~'¡~~~~~Jg~~·¿·g·1:·~ue 
" ~· ·/_'< '',¡ 

pcnnite la generación de variaciones del receptor (Giros. y CÓ/s., •}9sp:· '.(;iv~/l/y 'cóts., .1993, 

Gingrich y Caro11 1993). 

Estructura del receptor dopaminérgico 

Todos los subtipos de receptores dopaminérgic;os tienen una, estructura similar. con siete 

regiones hidrofóbicas o dominios que se ~ncuentran \:Ii~trÍb.~idos .. ~n 'Ici membrana ceiular 
.-.. -.,.::· 



19 

El extremo c_arboxilo (C()OH) · lenninál protruye al igual. que las asas Citoplásmicas dentro 

del citoplaslna, y es 7 ve~6s:n1ás larg~ ~ara la familla·_dc los rece~toresDj 1 qu~ pa~a l_os dé.la familia 
,- ., .. ·, - ·-· -: -. ·'<º 

:0,:3:,~¡j~t~l~~\i~;~~~~~~~{~ii;,,tii~~~~~ltif j~~~t~~i¡~}~it: 
los receptores~que;,seac_oplan. al,s1_stemad_e pro~emas,G yqlle.se:ha _mosti;ado;quees.palmttohtada en 

•· :::;:;t~~~\'~~~~~;~~;~~f ~I~~f i¡t1~t~¡i~~1i~;~; .. '.:· 
familia· de ·Iós receptores· D¡{niieritra qué:;en,Jáfárriilia de. Iós receptores D2:se·•enéúerifra:al ~fiiíaI:de la 

. cadena·. (Missálé '.')t Col s.\ k l 998)Ai Esta::argariiz'íiCi on~'. tópografica Y~es.iconsiéleradifrí.iri'á'::.éáracforística. 

importante' cnfre ·los. receptores •qüe;i;e;·acoplán>ál sistemáide ·fas ·proteínas' G. ineni.bfanalés (Jackson 

and. ;·Ní'~~;lié.~~~~~1i~1~1~1Iti~~1~t:,'':j;f ;i~'~;~;~l!I~~~~,~~\~'~·· 
dopaminérgiéos;\ Los~ subii 1)ó( de: reé:eptéfres:Jdé'i, la '.1nisri1á ·. farnil ia presentan· gran Jioinología;~}\si: Iós 

receptores.Di 'yD{scin }déríiic~s·e~ 'üri _so D(c>;~IJ· sus dominios transmembranal_és. iL'os~~~geptófesD2 y 
. .. . . : .. >:,~ ·::-.;_~!:{, ·'.t~J;:j{:'.;~~]i~L>J~i:(;f~:.~~:;~\'.~'.} -~T:":'.:~:;;:\~r.::l~\~~;¡~--~:\::'.t:·::~:~>).:\" .. '· ,·· <.·\.~ ~"t~~~:\~~~I~7i0\i~~'.}'.ff{.~.~}'..~:_ · ... 
D3 son)déntiéos'en un~,75;%\én sus:doininios transmembranales, mientras que eFreé:eptor./.DúY 04 

. --- -- ~:- -_ -~:-~! (;/J~t/i::sl:lL:~~~~?}~:~~-;-~~~--?!·:·~:~~ ~--~~~-~ · .~: J.-r~·u_'.~i:~;~.-. .- /\~:·~-:-:-~ ~~~- ::. :; :·~ ~'.: ·.- ~ · · · ~ ·:_· ·-,_; .~~>~-:~}F~~l-~~~r;t~?:~> ?~-~-:'.·:_ _:': 

solo son idénticos eii'53 % (Cillelli j1 Cols~; 1993,. Gi11grich y Ca ron 1993, JackSoi1f West/i11a'l 994). 
:' ~->'.:(_~"-'";:; }\'~::.,-_ :'.< ~.,- -. ,-~:,:._: ' ' ':· .- ' -. ' _>... ~ ~· ··. '.< ;".·.:.~ ~-~~~:~:,:,·:7'~;~:! ·,·:<-:,: .· 

La:~6nservación de dos residuos de. serina en el asa extracelular 2 y -3; sugiere. que forman 
·--- .-'.-; ?. ·. -·--. . ·-- -. - - ; .... , 

pueiite~'dci~qisJi'ru.~o para ~stahili:Z,UfJ~ ~~trucura del receptor (Doh/man y Co,/s., 1990). Un residuo 

aspartato en ,la 'ter~era región transrr{~~b~~nal(TM3) es.considerado el sitio d~ unión para el grupo 
•'. < -~:·:. ·~~ ; " 

amino de la.cadena lateraldedas catecóiaffiinás (Strader eta! 1988). Dos residuos de serina en la 
.·; ···~, >"···-- ,\.··:~.'\,> ,.,;;, .. ·; . ·~ 

. ~uinto cOgi~n 'trr~rt:)H?t'}~i~! ~;~~i:~~':;~~.º.~;~;"' de hidcógeno P"' ¡, unióa 'ºª lo• 

grupos hidroxi!Os::de/diversas' é:atecolamirias.~Ha';sido óbsérvado que un residuo de aspartato 
· _ _:. · -~ . __ :·_._-: -·.·.::_·<:~-~.E?;¿}:~;§'.,~~~:.::::'.?~- :~:~i;:~~<,_:·~ ... :~~~'.~._._: ,~:-:<·~-~~:~-~ -~}~;:·~;:::'.::;~~~:~<.\(;:~iLi~~~t~2F~-~·~t;{ _~~-:_ :: :~ 

consen'ado en fa ~egió.n'.'J:'M2;{e~:cr~cial,.él1 I~ a~Hv;~~ic)~.de receptores 132 y a2- adrenérgicos, D1 y 
. , ·~·- · .. 

<-:·· -
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02 dopaminérgicos (Strader y Cols .. 1988, Wang y Cols., 1991, Chung y Cols .. 1988, TomiC y Cols., 

1993). 

Espacio 
ExtraceJular 

COOH 

Figura 2. Estructura del receptor dopaminérgico. Se presentan lns caracter!siticas estructurales de los receptores 

dopaminérgicos de la familia 0 1• Los receptores dopaminérgicos de la familia 0 2 se caracterizan por tener una cadena 

terminal COOH corta con una larga asa intracitoplásmica (CPL3). Los residuos que están involucrados en los sitios de 

unión a dopamina se encuentran en los dominios transmembranales. Los sitios potenciales de fosforilnción están 

representados en la tercer asa intracelular y en la cadena COOH terminal. Los sitios de glicosilación se representan en la 

cadena NH2 terminal.El~E3 Asas Extracelulares. 1-7 Dominios Transmembranales. 12-13 Asas Intracelulares. Tomada de 

Missale et al 1998. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Sistemas de Segundos Mensa.ieros 

La activación de los rec~ptores dopaminérgieos· D 1 y D5 inducen una ·ei;_timulación d~ la 

adenilato ciclasa vía el sistemade prciÍ~íl1as Gs. Sin embargo •.. varios reportes · ~ugierel1 ~ue ·son· 

también capaces.· de•'·'esti1~~~1J;,~%_:~1e~~~0Íi~1:~;d~l;~6srafi<lilin~~1~N:cr~;;,,,z.:~::~~;;·;;p;~):•;· .. La· 

activación· de . los' recepfrir:es'.' D2 ;induc.ifo· úriaY.inliibición de;: la .a'&riilatc(ciéfaSií:,y<de ':losfoanaleside 

Ca2 
, asi 'coino'~aCt.ivaciói1~.de;Jós:cana.lés ;dei:K;fa :fr~vés. del ·sisténía. de protéínásG)é11sHiva• a J.a 

toxina ,pertu'ssis:más:probableii1eilte::a )_a;Ciáse _Gi/Go ( Vallm: y :MaldosL: /98f): s~l11.a•:;~~~c:ri~() que• 
• ~ 1,.:. :-:.~~~}.?<i[~'.·~~·:t~}:~< .. ~:.:'.. · .. ·'.~::~/~: · ;·~::: :.i::~r~~~;, .·'..:::'.'.~·~ .. , :·~·:.:~. :.·.::.:. ~- .. · .·_:;·~~: -.. '·::::··;_:.~(_,;·~·.·; .. ~. "-'··· ·· _··:, ... · -.,:· .. · -, "-~ \~« ·· --·.~ ;_:~;-~(;:r;~~~~~i;,;11:;&·.;~~1~~1~~~t;:~~t:· ~-~-- : .. :. 

púeden' inducir. uilá; activación:'ei inhibición' del metíibólismo del ·~fosfatidilini:>sitói;1iasíúioino>una 

potenéiacióri ·deI[a· iiberaéióride'acido araqtiidónii::o: .Los. receptóres··o4:indúceii'.iíiia·iii.Jlibiéi<?n de la 

adenilato éiclasá~a frayés dcf proteínas G sensitivas a lá tóxiri~.peft1;1~-~i;· )nás)p_robábleri1e~rite'.íi .\f~lase 

::::,:~~J~f ;1~t2~;d*~:~~~itt~fü~~~ii~~i1~~~~tlllif ~t.~::: 
receptores· .. DÍ;. a~~ través !del f agonista f se!ectivóf<i. SKF,E•3 8.3 93{i induce. un';, 1 igeró}ip'ér(:f~.significati vo 

incremento·eri)a';actividad de la aderiilato ciclasa•en mémbranas de tejido ventricular de rata (Ozono 

y Cols., 199,~-:"~fd~::;~;Üf~ué e~ est~ estudio's-~lo,1¡1 d~sis de 100' ~LM de SKF38393, indujó un 
_-·. -, -.e· .. -

incremento del 15 % en la generación del Al\1Pc~. ef~cto que fue bloqueado en presencia del 

antagonista selectivo para Di. el SCH 23390, mientras que la forskolina a dosis de 1 µM, 

incrementó en 128.4 % la producción de AMPc. 
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Farmacología y Distribución de los receptores dopaminérgicos periféricos 

Los receptores dopaminérgicos en el sistema cardiovascular . fueron originalmente 
-,- - .. --- .··:--·,. ·· ... -. ;" . 

caracterizados a través de estudiosfisiziógicos como cambios ene! flujosanguírieo enrespuestaala 

•dm;n;•lración de.•g~ni""; •;.'t2º~j~.~;de. ]e~df!\"lP:0q:í~f~i$,~}~~~~Íí~,¡~f '.l° 
respuestas e 'inicialmeilte/se;:,c1a'sificaróÍ1 en '·base: a'::. estas'9,{et1);Cl6s:':t:fán1'ilias(;d .recéptores 

dopammerg1eo_s PAI~, y DA2;( Goldbergy C.o.ls;}' 1 !)?2); Los estudios ,real1zados.en;teJ t_dos'pen fencos 

sugirieren ,qúe :1ás,car~ctéristicas • mó 1 ecu] ar~~ :(!_~; ~~tc)s·· re§ej)t§.fes~~o~,:Sirn¡,i a'r~~5_;'á; li:>:~te!l#º~ tra.d(¡s ,en ,. 

:o;::,,~~·~:~~l:,h:::~h'.99~i~~~~t~~~-il~~~!llt~ll~1t~f ;~~::: 
postganglionares, gJandu]a. adrenaJ;• >CÓrazón;'~riñón>~<'j\.ctÍJalmente~ Jó :'qüe Se/conoce'·.acerca ·de SU 

- · · . ~:-... --~:: :.\: .. _·::5:: ~~/~;,;;~/).''.~~:~::;)i~w::~·'.i~r~v:-~/i~~t~~:::~;~~~~~t;1·~/~'.~~1l~J:{t~~:-:~r~ii;'.~Sf:,tw~~~~~.:'.t:::: +r~ .. ~;~: · , ... : :: · ... · ·· · ·. · ... __ 
función y c Jasificación es estos;,teji~óSt, .. ~~triibasa~p ;en'.estu_d,ios¡:faniíac:o.Jógiccis. "~á distribución. y 

función de los receptores dopálniné:~ico~ ~~;¡;:~id~; s~-~e~~~~~ :~ Ia, TABLA 2: 
' ; ·:. - "' ' •• •• ' • • ~ •• .. ., • • • • > 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

TABLA 2. RECEPTORES DOPAMINERGICOS PERIFERICOS: FUNCION Y 

TEJIDO 

Vasos Sanguíneos 

Adventicia 

Media 

Intima 

Glandula Adrcnal 

Glomerulosa 

Medula 

Riñón 

Glomérulo 

Aparato Yuxtaglomerular 

Túbulo Proximal 

Asa Ascendente. de Henle. 

Túbulo Colector Cortical 

Ganglios Simpáticos 

Corazón 

DISTRIHUCION 

TIPO DE RECEPTOR 

Familia 0 1 

Familia 0 2 

Familia 0 2 

Familia 0 2 

FamiliaD1 · 

FamiliaD2 

Familia 0 1 

FamiliaD1 

Familia D1 

Familia 0 1-
,. .. _. .. t.," .. · 

FamiliaD¡, 

Familia 0 2 

Fa~iili¡¡ 0 2 . : ·• 

FUNCION 

Inhibición de 

liberación de NA 

Yasodilatación 

Desconocido 

la 

Inhibición de la secreción 

de Aldosterona 

· Estimulación e Inhibición 

' de la liberación de A y 

_NA 

· t Velocidad de Filtración 

t Secreción de Renina 

Inhibición· de reabsorción 

de Na+ 

. .. ·• .. :~~!t}~iRi-~_n~~e .reabsorción 
. ''\l~Na'.f· .: , ' . 

Inhibición de reabsorción 

de Na+ 

Inhibici_ón de liberación 

deNA 

·Desconocido 

NA: Norndrcnalinu; A:Adrcnulim1. Tomada de Missa/e et al 1998. 
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Receptor D1. Tiene gran homología con el receptor Os. Ta.:nbién se le conoce C:omo01A'· En. .. . . 

general la localización del RNA1111)ara el rec6ptcfr O¡, ~s concordante c.on los< sitios de unión del 
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Receptor D3. Tiene una farmacología· sitni.lar al receptor· Di, se le. conoce también ·como Dí11. 

Esta distribuido también primordialmel1te el1.SNC ~~ el ár~a Iímbica, 'tubérculo olfatorio, tiucl~o 

•ooumben h;po1'1~m0.e !•\•,'.do':S,\@;¿¡~~ko1<Úf ~ é,,, .. ¡~;2) .• "'" pre•oote e~ bz~,,~)yeí•f' en .el 

;::~,:::·:::c::;J,c:~:::::~:':ue~;~~f ~f 1~~?~~;:~,:;::1:1::~;¡~~:1~~~;~~~~:: 
antagonistas dopaminérgicos. Se ·desconoce su. disfribi.té:ión~ p~riféricli :, 'aÜnqlfe s~ l1n'c~6CJr:1tr~do en 

l ~·-(·, ' .- "' :.; ' ,_,_.;;;·' 

riñón. 
~~:-:.··,;-. '._'._',--··,.·:·)'.-,' . ~:~·-:·:~ 

,_, ... _, '::?:'._,._:, 

:···,··· ,. 

Receptor D4. Su famrncología es similar ai 1:eceP.tor:·b2 y tah1bién 's~ le'.'conocé como receptor 
' .. --- ->· -,: ·:~/·-·. -,\~:-__ ~:--~ .. Y~--~·:~·;:-~-~.-'.~ _, ...... , ,··. 

D2c. Actualmente hay masligandos selectivos. Este re~~ptor ~xhibe·h~ri~~~r{~~ióil p~Úriiórlica en la 
. - ·· _ ... «'_:_~-~ · ___ -~~:·:~-~<c\,::~~~~;~¿::~;~{~\~i-~ .. :-~~::;_-:}~J_-~·;:2.t: ... \~'.::r:.· <:\>.'·. '.! • 

población humana. La expresión del RNAm para D4 se:ericúéritrá"eñ ó'rdeh\de dos unidades menor 
. ''.:.~,_:::>:·\ .. ·_:::_::::-.'.·, -.'/~·:· · -- . .· <-.-_· .. :::· _::/; ~:;.::;.-:~~:>~:,?:;{:?J:}~;~:i;~?i})~~t~.;~~:;t:ft:~~~:~.;;k~T~:~:~-:" ... :~·_::L.,·-:_<;:,:-._. ::· .. _ · 

que la expresion d~)receptor D2. Los ni veles más áltos :de.:e~p~ésió,Í):; ~~ ~iic_ú~~út~án eri cerebro,· en 1 a 
; :- : .. ~ >:~},;" _·;~:.t~~:~ .:~ ··,?;<·.·:. ·_,::_ - ' . . . _-:-.-._·. >. '~;~'. ·~ :?/~ ... :·:~:~/?.~,~~:~ ~\~ii~f~~~%~~)~~~:f:;1~/ft~~?~(,::~l;~ )~~~:~~::,;~l:\::-- -~ ·.;~.)'.: : ".· ·_ -'<·· . .' ' .. : 

medula, en ani.igdála; corteza frontal .Y media; .bájps'nivélés;s~'en~l.ieritfanieti~estriadC> y en tubérculo 
·· _ . _ .. :: :·-_. -- ~ -:<_:; -:'..:~/):-~·~:~fr-: : · .. :~.;{:· .-. . __ · ·,... . . _ ·· .7 .-.'.~~:i~·t.~<·~~(~·::):t:~<)~~~~~t\~1_t,~i.~~~,~~W{::~p~~~p:~H~~-'.~/:t~f;3:.;;~,·:··'.;··'.~~---- ::_,[·_.: .. _· . ·._.·.. .. . -.· 

·.olfatorio; En tejidos pedféricos el RNAm parta D4 párece'expresarsc i>'referéncialn1enté en el sistema 
.· .. ~ -~ -- ?"'·,· ·:· ,., ·. .'.: ·,_ _- : , . . .. :- . : -~ .. :~·~_:_~ ... ~ .'g·.<~,:;~~~·. ' .. . "R:!J;:<:t/trf:~::;.\~/~::~~~}f~{¡ :;;i})~I~f:_::~:: ~~;.{~~'.: :~->::~ :-.·· . --" 

cardiovascular de la rata; El receptor 0 4 tiénlingua)i . atafinidacFpára~losfo'gC>riisúis selectivos de 
~ :«. . :. . ) : , · < ... ·.. .. .. _._ .º· .. - ·" -·.:.~\·:/_::.:.~:'.~~'..i;l:f~~~l~~~~ffff~~~~~~t.:~~1~~l~b)I~~1~~~~:f~~1It~K\D~i:~~{~;~f~,~;~~--;~-.~~~::~ :-' -:·.~ 

D2. Dentro de los antagonistas el clozapin~',~¡·~n~1~'~Ü'.51;1~ctfviCi~'dt' 1
,, •. ''"s':n~ayór.p~ra 04 que para 

-· : . , ~- . -~-: ·)·:_.·s~:~.~-~;;~~:~~~~:-~~'.~~~r:~i~~::~;í1~:?:~,;;1~:;'.~ .. ~~1~·L} .. . :-:~x:~~~~~~'f:-~:~;~~{~~~:;;».-:·<t, ·: .· · · 
. D2 y 03. Dentro de los radioligandos [3Hj:cú~.zapirie::·fi~ne".~~níi''cié~WseléCti~ÍCiad,·ya que también se 

=mtroorocepw'" como ' 5 H~-:~~1111~í::j:l1~~f ;·;>; ): . .·.· , .. 
Receptor D5. Este receptcir"tiene~;üífa\fármacologfa'shnilar al receptor D1 pero se expresa en 

~:~<'.·º~::f j~r-,~~~~-~~~?t~*~'t:'.~tftfi~~~~l\~/S'.:;-/:· .. _': · · _ -: . . . . 
muchos menores niveles en·el•ce- ··· "' afübién\se le conoce como 0 113 o Dlfl. La .carencia de 

ligando• •electivo• P•<a :1%~~\~y4'.~~Jl~~~iiMo conoce< •decu•drunente '" d~O.íÚ~OiOii. El 
RNAm para 0 5 se. ha encólltrapoj~11/Il1~Y~·bajo nivel en ganglios basales en corte~a frontal, 

hipocampo e hipotalani~·~:~J';b~~~i~L·~~if ~~p~esado en tejidos periféricos. Encerebro parace que 

esta participand~ en funci~~es•de ¿ondJcta y en la percepción del dolor. Dentro de los agonistas la 
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dopamina es 1 O .veces más selectivo para Ds que para 0 1, Dentro de los antagonistas, practicamenie 
\ . . ' . . . . ~ . . 

existe la misnia afinidad por 0 1 qüe por.D5, excepto con (+)-butaclarnol qtÍeJi~nc i1na afinidad 10 

veces menor p~r~;Ds q~e p~rD ( . . . . ·.. . .. . .. ·. ..... " } , ·~~. , ··,~ ·.: : <. 

En la TABLA · 3, se . ri1t1~stran diferéÍ1tes agonistas y ·antag~nift~f ,'c!e• l~l 'r~~eptores 
dopaminérgicos;' 
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TESIS CO~I 
FALLA DE ORIGEN 

TABLA 3. Perfil Farmacológico de los receptores dopaminérgicos 

ANTA~ONISTAS Dt 

(+): B~tncl~;,,ol ·· 

c10r0Promazina 

Cloznpine 

Elielopride 

Halopcridol 

Nafadotride 

Ncmonapridc 

Rnclopride 

SCll-23390 

(·) Sulpirid~ · 

Spipironc · 

AGONISTAS 

Apomorfinn 

Bromocriptinn 

;· ~ {; ,,-

Fenoldópam 

7-011-DPAT 

Quinpirole 

PDl628 077 

PD 128,907 

SKF-38393 

·+++ 

+ 

+ 

+ 

ND 
ND 

++++ 

+ 

+/-

+ 

+/-

ND 
ND 
+++ 

. ;.'-

Os 

++ 
+ 
+ 

+ 

.No 
ND 
NO 
++++ 

+/-

+ 

+ 

:,\':,~t;:; .... : . 
+++· 
ND 
.NO 

ND 

NO 
++++· 

02 

+++' 

+++ 

+ 

++++ 

++++ 

+++ 

++++ 

+++ 

+/-

++ 
++++ 

+++ 

+++ 

++ 

+ 

NO 

++ 

++++ 

++++ 

+++ 
+/

++ 
+++ 

++ 

+++ 

·;~'~¡.~.~.,<?" ·:·· ... . ·,'1jt 
++ ND 
++ 

+/

ND 

++ 

+ 

+++ 

++ 

ND 
'+++ 

+/-

++ 

++ 

+++ 

+++ 

+/-

++++ 

+/

+/-

++ 
++++ 

+++ 

+ 

: +.+: .. 
+ 

+/-

++ 

+++ 

++ 

+/-

++++Constante de Inhibición (Ki) < 0.5 nM; +++ 0.5 nM < Ki < 5 nM; ++ 5 nM < Ki < 50 nM; + 50 nM < Ki < 500 

nM; +/- , 500 nM < Ki < 5 µM; -, Ki > 5 ~tM; ND, no detem1inado; 7-0H-DPAT, 7- hydroxi-dipropilaminotetralin. 

Modificada de Mis.mle y cols., 1998. 
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Receptores dopaminérgicos en corazón de mamífero 

Estudios E/ectrojisiológicos 

La d opamina ha sido estudiada ampliamente en d, iv~rsas e sp~cies e i:1ª ni males íntegros (in 

vivo) y en preparaciones aisladas de tejidos cardíaco's li(vili~o:;ApÍicadri ei1 pr~pri~~~i61ies dé corazón 
,,,. ·:· '' ' .·· ' ·::_;:.;_--,~:O:-'-. __ ,, .. ··, - .:i:'- '{: 1,. ·-·-·--.· __ ,-· ·_ -.·:- --.~-,- .; '"-·---" ,·.··· 

::::,:.(~;;,~s~iÍ~~~Í~i~I~f 11~~'~:1f iº~tf ir~¡[~b~\]~::::::::: 
frecuencia cardíaca dépenaiéndé{de'.la'dosis'usada•\',\ F'J':"-'· ..... ·.·· .. ·. · 

' . . . :. ' ·.· _;:·~:;~-·:·. i~:~::;~-~-ti~-~JiJ!:{~~?~:~1~~tM~_:}~~{~~;~~f Hf Y\~~~3;;::;~í-~~t~-'.~~~;:r:s;0N:t~~~:~<~;;-;:~~~':\\ '_'./:~i;::"-:_~/!~,<-· <>;~~: ~;-_·;:: ~f ;.'.: '. ' ¿:: ; '.·~ .' :: ' --~:' - ' , 
El efecto;~··motrop1co'fp-os1t1vo}es•;:med1ádo;. por,·,; un :mccamsmo.; directo a traves de la 

estirnulación dé réceptofes'í3~ádrénérgiCos~y'.j)ór/uñ:'rinecailismo·indirécfo'a.través de la liberación de· 
., . ·.· -' .:. ;·,;--:~:'{~:~. ~&:,i't'i~:i~;i'i~;~,;~;~tF::\~~¡f•f:t;~Ne;t~\:z->);;::{'~tj;:}.~,~~;·i:i:;\~'.,,H:.:t'I<. ::¡,, · ,· .. ~ .. ?-( '>- : < ;. . .. , . ·.;. · -•.. · . . . 

noradrellali na:'.( Co,li,¡és'y,~F Oívlé~':.9Q62:iM,úgellf)íiColf'; Ü p 77; X a111agúchi ·y, Col s. •.:19 77;. Fuder. y 

Musclzol l.·.·• 19 7 8,; :Broddeiy; Cóls .::H.9,80};' ffabúéh (.'yf Co!S:~'f 1997ai?'J 9,9 7 bi<'Zháa:;y·cals ,;;,199 7): De 

hecho se cons1deri(por,algurios·: autqfos'[qú'e'la:'dc:ip'an"iina_:;ú1dministrada':cl1}fónnaj:xógena •.por. via 

-parentera1,''¡)iledé·¡-~·ci1{áricéí1ñ6': 1úr'súbsirato;¡)al-a;1a•síl1fo~¡5·;'de :.éatécolai:t1ií1as::•;'Helli11alm 'et. al 1971, 

mostraron, por;e~t~g•(),s\c91} .~opaw.111a)nar,c!:1tj!I.! CtH::'d() ,,, ~1!1aM'111~Já:ciC>PªÍl1.111.ª:~s tr,imsfonnada en 
_ _ _ .-:~i~-·.' :~;-\;,~:~r;;~~~~;~~~~~{~~~~~~.~\{7~:~-~~-~~~~~~;4t~i'.1~~~Y:~~~;br~~~:~r~~~~~:rttf~: ~;t~_f \{f~~f }~5i~t}~~;J~f i)·,~;i:~~~~~--}~;~/~1~-~~~~~~~~1;~;:~~~;>:·'.·~~?- :;:<·· 

NA en corazón de;ratri?Xá' dop'ainfüa''provéica fa~ . aCióri':ae:noradrenaliiüi'{l'lA)'.dé las terminales 

nerviosas simpáticas qúe!,ill~ryanja!L(iorazóij'.{Tsai;y;;_ca/s:~{l Q.67/-~Bl;o1vi()>_.Co/s.; 1985,· Habuchi y 
· - . -·'--:.: :~?-~- t~é-: ~ :~~,/~·r_·- ---~~r{:~:~'~::~~}~:c!~i #~~};~~:~~l/~~:5~~1:~f~~i~~t:~ttf~~~;:i·~~Z\~~t~~J.~~~~j~;:J{?f:~.·~ ., _ ::~:~ ·_ · ·:\· _ :· · -:. :·:·:'. -~-~ -~--~ > .. -~;·_:·~-;:_ :-- -- ~-··: · . 

Col s., 1995: Habúchi.y Cols:;-) !?-?7/J)J)?n C_()fªZ()i;¡~s~de;ip_i.i"ro ,y de cobayo el efecto motrop1co de la 
. . . . -- . . . · ... · .· .... ;. ~ :'.· ~ -~:.-· ~--:rtt~:~}"f~'.Ji~~;H~~\~~::~i~:~: .. ~:~~~l~-~~f J)~f ~f:i~If ;.:.~~t~[-.f :i/-~·',\{Y' ·. · ~ , . . . . . . -·::.. - : 

dopanuna puede ser 111h1b1do con¡bloqueadores,p,;adrenerg1cos. (Me Donald y Goldberg 1963, 
· _ ·. -~_ ... ;:- ~ :::\·:::::::.{~:~~~t~'.;~:trt/~~:~~\'.~:::~r~~1~~~~7t~~t=l'.~i;-;.:.:::~~~-:. <- _ - , ·. _:: ·_. _._. · 

Vatner y Cols .. 1973; M11ge//iy'.!Cols}~1Q77f~()(Íos~estudios realizados en conejo, sugieren también 
. -\;1:_~·>:(1;{~:~-~~~~~~~~i~:~~;\:_t~;,~r~-~~0:f ~t1§~.~~;~,:~_f!~.'.' :_ -. _ > :-;;. · · 

la participación delos receptorés/alfáfiiélrené:rgicos•en el efecto inotropico positivo de la dopamina. 
· -~~>~~~\;,:;r~~··f'~{~~r:,ttf tJ:~~~~tif ¡t:r~:Jfi~~t~~~ :~:·.; :-::·: · 

(Brodde y Co/s., 1980)'.:-si:'.embargo Idsiest~dios>de Mugelli y Cols .. 1977, excluyeron el efecto 

mediado a traves d~r~dci;:t~~~~~\i}f~,~~;G~t~~~~J!':c~ba~o. 
'~(.:' 

'o ' ' ' .:. ", -~.'' ' ' 
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Estudios más recientes.en el el corazón de cobayo en el preparado de Langendorff, apoyan el 

hooho de ~ue el · ef '~"'.·.' tlo~'."pleo po•lü•o de.\Ü dop,,>llno, '"'hdo,,;l nontemerito ,"º'. •~eeonJ,mo 

'"d'"º'º ··:~~~'~ºA~.~:~.W~'i~~~~~;~b~~,¡~~~!,i~1~~~~'.;~.~~~~\{~lii1!~1%b"'. 
cardíacas. : Los•éstUdiOs 'de 1Hábú'ch'; ,,y,:Co/s;f7 l.997p_, .• J 9,!)7 b;.~;ritüestniii·0claramen te"'.(iuc '(existe·una .· ·· 

correlació11.entre •los. riivele's ··de ~rforádrcúiilina· .• rriedidcis'/en'el .!iqúidoé:!e •¡Josl;peifosióri•c'árdíac( por 

~:~;,,~::!::~~~~~~~~;~~f ~;r~:º1~l~;t,~~~~~if l~f ~llli~:: 
nerviosas .simpáticas en.! os .animale~'<le:e xperimentación; 'dismiriúy;>1;eí:ereéioJ~~"ti~1G1ato'riO:'(le·.1a 

·~ ~ -·: -~·:"·: -~_;;';:¡:-~_)-.)~~-~;~:·:.' :'.)~~:i. __ -~~:~.:~::_:,:-~~ :·:::t: '?-<;~~\: -· .. ·:- · -·:: _:. ~- __ ... · --· .. > ;:,:.:; .. ~:_ ~-:\~:'.{.;~31~-~,,:::·J~;~~)~J~~~{·~·~;~E¡\~:Jrt~~~~·~.:.~t);~f~:·t~~/X,~~;i{~':·:~~:/~·:'·.-.. _: ~·· . 
dopamina. Sin e1nbargo:é1, ;efoéto. nó. f úe· b loqúeado. corri¡:i í etaín~ñtei' 1.o' C,i.ía(:'ü4Hado'a,I (~lciqli,ei)'. parcial 

que se obseíV;"~/1~·'~0J,J11i;~a ¡·,3 µM.·cbn.•e 1· anfag6~i~(~:~¿:¡;;~~lg0!~/(1;'¿~~!~ff~~~4f~~Ml;;(~·iF .. 
, . " . .-: .. _-_ .:_.: f::·;' ~- :. : ;:_~·;. .. ·::: · · . . -· < · . . _· .. ·;_ . .-: .. -:~' :··~·:;--:~;_'-:->::.~Xj<~~.~~:(~.\~~:¡~,~;;~if¿~-~.-:~}t~:~':\~;;:i~¡~::.~::~~~~~~:~~:;¡~~;~;:_:~:;~;~~{;·;~~~.t~~\: '.:;-~~:·'.~ .. ::;//~ :-< ~- .. 

83742),sugiére lapartiCipación de receptores dcipámii1érgiéoá'.;,Ciioé'séñalar tjúe:en estós''estudios; la·· 
· -.:-.: · · -·, · , ·. · · : · _ . ·:.: : ~ .. : -~·:<:: .. -...... , / ~:· · ::~- :, ~--.... ~;~\.f ~'ii.~-~:~~:~\;~~~:.~~\?f-.~!Z~~ ~s~~'.g~~~-t~~~~ ::~:~:~?~t:~i.1(~·,r~f ~Y~;-·.-~(;~~:~~,~~ .. :;~~:;;~-:. ~~!i~~~~};.~;i~~:~.:~.Y~:~~~-:> ::: ·::_·" 

aplicación de bloqueadores.· betii adreri~rgiéos'.{(biso "r.oJqiOJi;'~ 13J'i'.ianfág~nistaj; /tan1¡)~c~ · bfoqtieó 
- . o .~~-, ; •• ·. <; :<·:.-.-. ·: ·_ )~~~:f;;\i:¿~~~ ··:- ~~~.@(,:~,~~\;;¿:i~);;~::)~ { ~·~'.)·;~~ :; ·.·. ,;.,;,;~·:;· .. : .. ·)~,·~< ::~/>,_: :·:.-:.~~~;. ,.:- . ··; :· . . .' 

completamente los efectos provoéádoiF¡)oi; doparrumfr,, sto's' datos sugieren que lá dópáini'1a puede 
. : · -·:· :-... '..'.'..~~-~·~/::~iB~~~·~:~~\i:~~;~~:f :.~?{~i~r~~}~i~~!~.:~Jf !;~~~r~~i~'.i~~~~~:F~,:~~~··:~::i:_: ~~:'.~~-)g{:,:~:-: ~~t·~:\~ ~?:5:~. e::::·::.::.;:·-~-:·~: .. ~· . 

estar actuando directamente. sobre'.· receptores,,dopanunerg1cos.; en. teJ 1do:cardiaco; .. En: estos estudios 
- -:_ ::·:.--~.:.:)V/~it~~;!: íil~~.~ffi~~~~~t~tA-~~J~'.~~w'.r~f ~~;{~~~~~:::~~t?'.'.·f~{t~:~t:~1;rf ;;.~r~t~:~~}~~~~~.-;r.::\·,· :~ .~ _:-~: : 

también se encontro que dosis de'.3¡.iM>:cJe,9óparriiiúi;,tiCnei;un'!efecto<ésfüni.tlatório débil sobre las 
... :;·--.:-:·J /~,~~:;/~f~~~~-~~~~~-~f :t~~1¡iqt,~~~~@f t:~$tlik~~0t~:~~,~;i~.:~:;t~{~t~-'.K~J;'t~~~i~~~:f~t-:~~~;if~\~-. : .. ·· ;: . -

corrientes de Ca, dependientes de c,a~~!~~1!i!J§~p;~p)2,~9,9i,t?tae.'ai.~,i,!~.~Ja.,~.e,re.9Dª: ,9in·. embargo otros 
~ . _, -- ). :.::=,: ·.~fi:;fu~;:1~;~!~~.~J~~~c:~~·'.Ff~$;;~~~;fiiti~~~~t::~;~Ki~(~~~-~?7~- ~:g;(~~/;~~~1~'..~~~'.~~:,; }~t·;:-.~ :~ ~~> .; ·:·\-· 

estudios de estas corrientes encinicicitos !iisladósde'é:Oraióíl d a á;y. co'riejó; mosfraron que dosis de 
.. · , · ;;:'.:;; x:~¡;~fcf.~t~;·~~~t\~~~t~·;~¿.~:Y;\~;fü:;':~Efü:C ;;f :i· ;}er,;¡~i~:é'l~t:?~t.~tshf: <. · · . · · 

1 y !OµM no afectó las ;corrienfos';de.ca!CiO:'dependiente'.de éanáles'ae Cá~tipo L {lea) , ní en la 
-. ~.-- ;~.·;;.:· :·;~/~:~::;~~~?;WP·:i~~:~~}:.~~~~,·:~~:~lt~~~:·{%t·~~~~~t;~fü~;~:~~f!~t~:·~¡}/S: ::<:::::> ~~-:·:.::(~, ·~·:=··_ --~._:1>1.::-·':·- ~~~f~:,1.~ '.A~~~:.i:·::·:~¿{:~~ ;~ ·, :·_ .. · 

corriente transitoriá d e'salida'c'{Ito);e'ií,ffitodt'Oii'.a tidcÚlares y ventric'úiares'cle rata, n í en m iocitos 
. .. ·._· ... \:~~-~·~.:-:-4~,;~~t~~t~1i~~¡~r~r~~s~j~]J~i~~~~~~~~1~,r~t?~}~:~,:).'<'-~-~· .. ~_'.·< .· ~-·~ - .·. ~·:'';~ .... :.-·~:;/:. /~.:~~~,'~}. 

ventriculares; ásí cqfue>.:J~#JP,~~q'.~#'.s~!!:ll#(dél n()dosinoauricular de conejo; /• · 
·· ... ·. . :· :{.';;{r~::~~;11~~f:;t't!!Pit;:'{;~j;~;;~;f.:"I::;\;r · • · ·. . · · · · · ·• . , -'j.> 

Las d1screpancias:'entre'·ios resultados. parece ser debida a diferencias de especies. Sin 
.. -.· · ::· .: ... · -~ ,~;:~",~::·: {2L:.'-·~;:~~:!~I~~~~1~~~rr1~~s~~;~i:{~~,~~:~l~~·~;:·:~:~r·::,-: '.~:-- ~- -. .. : · .-·-··:~-': · .··: ~:-:.~ >: .. , 

embargó, 1 á po_sibili911.<i'di,~~e éFefectó;i Ilotropico positivo de 1 ad opaminaen preparaciones de 
' ~ l . 

i_', 
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corazón aislado sea cuando menos· mediado· parcialmente .·'.1 través de. receptores dopaminérgicos no 

.. ~·~~~~··· 
efecto .inotrnpicó x:crnriótrópiCo iíégativo,leve éua:rido se. usa·a dosislnánorrióláres:(cave/•o/.;>J982i. 

R11111p .Y:Cots;;:.;l!f95)/_Esfüs'éfebtos:de Ja:;Clópáinina han sido atribuidos·a .Ja iiétivadón'de' re'éeptorcs 

dop~S'":'%i¡~~~Wf ~ltf~ll~~J~[!~'~~~ di•minodóe en l• lib"ao·¡;~Ji\f~~~~~~li~~·d~ ¡., 
tennmales n:~rv1osas s1111pat1cas . .:)< ' •. . . . . i: • :,>< 

••. s• i.~f '·%~l~~\~~~t i~\~{~ii."' ''"•m• va•eolac po.ifórico '~sb·~~ ~tif:t.~.~"55;·~; .... ,, 
similar a· su1~[~~tci;#n~;é,of,~~?fü{.Caf,d()pamina a dosis elevada, provoc1:1 vas.ocp~stricci_óii •de• Ja aorta, 
_ .. · .. · . .~ .- ; ; : .. >· ;/:- ... i ~·~~_:f~:s~~~J~_~:~ .. ~;ü:~~t>t~if~'.(=;Ir::{t~BK0fH~t¡~/t ~ -. :: · _ , ).-~ ~,~:; '.(':;r.:~-.-,\'..~$/_,~:}~·tlt.}J(: /\ .!/:'.~ -:-~:(ii·.-__ \:~:~;;,. --~·. '.: 
arterias r~nales y,cor.onar1a,s,:que;ccll1lleva a un aumento en Ja pres1on;~a!lgu1.nea:(.f>F,'1j)ll~ra y,Co/s.~ 

·. · · -_ .. ;.-.. : :_1 ;:~·:>:-; -~:~~f1.~:~~~;·.¡).~~f:~f ~1~~im!.;~~!;eJ.~B:~t1~~~{~*Jtf ;::.;{i~fi'.f;':.~':~.> .' .. <~ . . .. . . ·. · .<·" ;:··:·, ~~~:;~.:::.:·~: :~~·~.0:~f ";¡.;::~~~:.r~7~~;.:·r;i~tl~~{~;; .. :.·:;:t~¡,~~~~\{\:s::··;{:·t .. ~ .·.< ; ·: 
1969, Séite1•)'1 Colifo~J9.75)'f,Se propórie que este efecto es mediado p'or.Ja 'áctivacióií dé~rcc'eptóréii a-
·.·.· . . : , / /·:.:•f\;t; ';·;:~¡-: ~\:'f:;~:trf%~~~;51,:1\f;:,'0¡~M ;,;: . : .•.. _.· .· . . ,,. . /}1 ::·.~ :'~!_:x :/;':i~i;(/H~n;ts~:r~·M~Ni~~¡;.;;tf:'r .'r1;.· ;·.·. · 
adrenerg1cos;' ( Góldberg;yJ-.lfhi tseft, J9. 71; B erkowitzi"1983;; Gól dberg:,j1~Kóhlr, .¡~1983; ••·Goldberg y·· 

Rajfei~ · • 1985)'.', El ·:'üsé{de\dosis/bajás \dc;dopamirú1;·; p'i:óvoi:a : uriá'.vásodi Jafacióii''éle, ariefiás . renales, 
. . . : .~ .. : ,'.:'.·K~~:/.·,~-~'.:j~/t~~J~~¡;0~~It~,~~1:~;~~~~~{~;~~~-~}~~1:~1~:~I~{~~!X1Z{~;rr~i~~~::-:ri.~i~'.~~·?~{ ·:·i-~?/-::. ~:: .<·,: . :- . . .. < •• '-.· >.· , ·:~ . . ~ ~:-;r·.>~'.~?i,i¿t{-2j;~.5·~~i)::}. L;.· ;I . ;:~· . 

coronarias, vasos!n:i'eseritériéosty:c~Iíacos"(Osporiiejl.~Co/s., 197 / :· Lokhandwalá y Jalidhya/d;'.;l 979; · 
. : , --:~· ~~·;~:··.: .:·_: :;,~~:;. ~~·~t~:~~\}~§1:.~~t~~;~~ª~~~t·~~;?~~~i'.'.~~º~i·~.~t~-~;~~~~lift;~I~i;~UG~~/::>~-?.- .~.-.·:;: _. -_,:.. . . . -. . ·~,~,, ~-.: ·::z~--:}:~~·~ '· ; ~· ..... 

. Hildi,tc,h.}S;~[{~~:}.~0f::~f'·~~~/~ú~'.]j{j~fr~1~?'..V989; Yatsu y Cols., 1997), Jo que ~~~H~~~:1ff{~~a • 
disminuciónf.dé.{la ';presión sánguí~ea:l;Este efecto es mediado por la estimulación · direct~ de'' íos· 

receptor:~ :J~~aliiiJé~~fa~éJ{'1~;p¡~;i~~::J1: yD2 presentes en estos vasos sanguíneos (Sc/111elke y 

Cols., 197p;'\·~,.;~e;,~~i./'j~~j~'~J~~§U,~{9ots., 1988; Amen/a y Cols .. 1992; Ricci y Cols .. 1994). 
: . ·. ·- . , . :. _: .:·.s·> ;~:;.::~;/.~;:~i~~:sn~/?~+~A:.:~,~~:?~i3r lt':Y:.'::c~1~:f:<~~!~t:~y~·~:~;:i~·:.:-, -~><:.·· /. 

Los receptor~s de. l~.farri.~l1~.\1?1;sest~r1'!9~!!1izados en el músculo vascular liso (postsinápticos), los 
· ~ ·. <-,~--.. ~-~<~~: ;_~· ::: ::; ~~·~::·:·;>~~~d;:~~~:j{~}tt~~J(;{;titP~.~~t~y¿~~~~f~~·~~~:;:t~/~?fJ§/.~ ·'1,tf;'.: .. :~· -::.: ..... _ . 
cuales parecen ípediai)ri)elajáción;del;múscülo;mientras que los receptores de la familia 0 2 están 

,' .. ::-':- ~--~-'~ <·~.: :::.·i1.~'.~:·{· :·~~J~6f 1g~~:j?~~1r~~~ti.~s~~:~~?i~/'.f 1~~;w:~~1$i.::~;:;t:t;/~~~l-.:.tr~, :.~ ... -.,~ ·~ .·, . ; 
·localizados en nervios )impátiéos:(prcsiriáptic;o~),!que inhiben Ja liberación de NA (Yeh y Co/s., 

.·· 1969;·Lok;1a~lct1.~~1d)}dJj~S~}t~§¡;~ik~§·]i~J:?~)~·c~~.··.·J~8.9;'·Francis, 1995) . 

....... 
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Estudios dcAutoradiografía 
. . 

El corazón Cs un órgano que expresa una gran variedad de receptores. A través de diversos 

procedi111iento~~'.ex~erin1e~1tales .. se conóce, que los, receptores adrenérgicos se expresan en mayor 
' . ~·t,;.', ~;·.. ' 

::~:~·~f .~\~~~1Jl!i~~lif~~t?&!~jr~~i;~t;~;:~:;n;~,:~,;::¡:,~~,;f t~r:; !: 
(Summei·s ,j{Cots:;'.?ÍJ 98?.'}Bi:oddéT°alÍ· tMiche!i,}999)!·-Aúnéjúe 1 a··· niayor .;expresión· .. aé',Üni receptor 

:::::~~~~1'-lf j~t!l~i~ijf f i~iit~~[ií~l~lll~!{~: 
csiud ios ··el écfrofisio lógiCós'iya . rrieiú:iéiriados ;; ( . a·uí6'i:iidiograli á i _dim :~evi dehciá~,ac; lá ·. presenéia de 

receptores ·déípaffiiriérgié'Os'én los·fojidcis cardíácós;lóscúáles· se'deúillafr a:contirii:íacióil; :. •·· > · ... 

. •• ··· ~·ir~ltf ~!i;~~í~~~i~l~~~J&~!)~~€~;;fe~~~f;~~f f ~l~lYii~f~e~tculo 
derecho,-~ izql!ie~d_9: (Sapcb;{n iJÍ;f}?_{~://9~4) demostraron ·,la 'preseric_il,l 'c:l~J~·ce:pt_9r~~; d9píimimirgi cos 

·.:-~ .. :·-.~~~;:-:·:::.'.:.--i~~V-)~~g~;:~~i~~,:?~~f~~:.~.,~{~Z~~~~:~:;~~.~:~+~i",:'.:.).:<-- ·: . . --. . · . , · ~.~-"--·-: · .. :r:·-.:,.':_.~~:~f?~~~~;H~:tft~>:¡:~H~i-~!?}..;:~j(~~{~'.-:::·\ '~:~>~: -. /">)·:'-·,~; . 
de la faniiH~'P2;ya'qüej1~:apom~rphiría·(agonista de la faníili_aD2ffuéj'rúas.'.potent~Ail.eJa·~fopainina 

c•~;n•:~;~~~~i~Ni!ttB~Af ¡~~~ '" d"pl•m. Ja ~~;ón. d~.1~::g~f:-~l!~lt'JG.;~1~'.~de 
(antagomsta'de la farmha:D2) fue el que tuvo mayor actividad como antagomsta.Cle esta,umon>.!Estos 

·- .· .. _ . }:~;}~t;_·_: ~t~;,y~;~t~~tD~~\~:~f i>::i;~~,t· ... ;~~:t ·. :-~ -. } . ~ ~: < "_>·::/::.;:fa:\ iLt i;~f {~~~;;t:f.~~t;f :t~·:f ~~t~~f~~'.~·~:~~;;;~>:.-~·: .:·. ->. 
resultados·m ostraron q ue·I ad opammas e u ne a receptores e spec1ficos e n:el :téJ1do.'v.entr1cular del 

.. º .---·;o>-\··:·'~,·- ·<,::Y::.:~:'.;:: .. , --~; .}::~~-.:.-.:>:~::;·' :~·- :' -- -~·- '.~>\i~%~;'.~;[J~~Vi~{~~~~i~~~~f~~{~;~~~.J·~:.:.:< ~ . 
corazón d~ ~ob~yo; í();'qUe' pa~ecen ser d~ la familia D2• Esta 111forriiac1on':auriada>alos efectos 

inducid" P°' la d~pami~;\ ~Go~n que •u• efect" pueden °'~~1~~~1f'''~;~~·" de "'°' 
receptores con probable localización presináptica, los cuales puederrihhioii:o·aumentar la liberación 

'.; . . ' ... :-. \~).'(;T.(~~;¡,:<:,'~~-t ~'.- ~- -~: '. . 

de noradrenalina de las ten11inales nerviosas simpáticas, dependf6°1'lcÍi''.d~tía dosis de dopamina usada 
' _·_. »'.'\_.~;;;.·~-·,'-~,:.~·<!;-(•,"·'·'·"" - . 

y de las condiciones experimentales dentro de las cuales, el :aníiilái ·ele experimentación usado 

parece ser muy importanti; 
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Otros estudios con autoradiógrafia y ligandos radioactivos para los-receptores de la famÍliaD2 . •' .·· ', . - ' '., .... ·, .· ' 
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concordante con el p~so molecular calculad~. para el receptor Di. Simultaneamenté re~liiarori 

medición de .AMPc•·e~1· miÓcÍtos y,enÍ~iculares· encÓí~tránclose. que, la,aplicaciÓrFdel .• ag:cfoista. selectivo 

han fallado.para é~id~nCiar.ta presen'ci{det recept6r D1 en los fojidos·cardi!lcos'(Ahíe/íiá)iCo/s., 

1997, Martínez Mir y Cols., 1987), estudios en los que hay que considerar la especie<er!·ta que fueron 

estudiados los receptores dopaminérgicos. 

Participación de Dopamina y receptores dopaminérgicos en patologías cardiovasculares 

Existe evidencia experimental de que la dopamina y/o los receptores dopaminérgicos pueden 

estar participando en diversas patologías cardiovasculares. Los estudios de Habuchiy Cols., en 

1995, mostraron 'que la concentración de .dopamina tisular, medida por· HPfc:i':~n có~azoncs ,·' 

.(ventrículo: derecho ·c~. izq~Íerdo)'d~·:~~ti·f~on hipertensión arterial espontáne~. <~~'~J.f~·,~¡is" cepa .· 
· · ~·<:~ ~~-{~:~:.:.~~ ;;¿:;~.i.:~~;~~¡;~;~~~~ü~}51{~,-::~B~H!l4~~J;~1f~;~fi1(~~:~::;L·:: ~-;~:: ?· .. -~ <~.. . -, . ,.:~·:'..~~--~--~!?·~V:IJfti~~:~~1~~~it;~~'.~~}~h;~-~-:·i;: -~ : ;-

con tro 1.(\y1<)') ;.¡r1;1 el'.~~i si grii g~ati :Ya,ti1~n te nú1yor en las ratas con hipertensión espontá~"'.aié¡üe:en:las 
-· :·:-1~~~t~~fi~;};;;_,:-~~~:~jf ~~;¡.J)~~~\i~t'.~~:_M:-j[{~~~};;~~:Itt1ilf~i~\-é-~>> :_. -:~:·· ·, . ~ ~ , .. +~:~<::jf ;}:· ;~ii~.}? /~{· ... :-~·, · -. , 

del gn)po controt:,Emlas.ratas ;;con:J11pertens1on espontanea las concentraciones de dopamma .fueron 
~·-~ ;·~·- '.·-: .-~~:~·t; ~~i~1~~;I;~~9~{~;ti~~~~~~J~~~~i~}~~f!i~~~t~W~~f {~~~?~~~~¡:~}~f.~~:.;:~-::~ <;'_,: ~ ~- · .~ :>: ~~~}\~'.-.~:·~·~;;~·.: ·::.~-:_<" ;~--

22 ±4;5 rig/gr5Y,i;I4_f~;i!;f.3,:t;ng/g1Aª'y~ntri,Cul~ derecho e izquierdo respectixamente, mientras que en 
... ::. ·:, .t:'\~\ .:-~.-.f-~1>~9~>. ~Ui{::;i~:;_:;'.·~i·:~¿::;¡~~~\~\-;;~i:~:i~;:1'.{~f~'.d~K~~!t~i{11:{\: ;~_<·::. _:; ·-> · .· . -. . .. :\: ::_> ~:(t:_~ ... ·. -

las ratas contról:;(~Y)'i()s vªlores·.fuerém deJ 3.2 ± 3.9 ng/gry 9.6 ±;2.~Lng/gr respectivamente en 
__ -__ ._. ~~~ · ·~ ~~ I -~y- ~j}~j~~3~~f ~~\~fi~li~·!:5;K~\J~~:~,~~;~.~~~;~r~1:fn:~t~z:~~~-J{2~-~~}~:'.:~;: :. \,-.. ; ~- · ·-~--,_.;:- i,::;.~:;:;~ · -~ ··· · , · 

. ventrículo' dereche>,1e; izquierdó:,,Ga'ngílly/jl Cols., 19})2, en'úri'.esfudi(í'."con'. ratas con desarrollo de 
". _ ,~-< ; · :.:·:_·:;~"" }~~tI~~~~?\~'.~1~ )~kiJ~:i~f :(¡~~r;;~~{L~::--;~i~~tSti/~f.lW;:;~~r5r~f\~ ~J.-~~:{/:~:~~~~·: -: ,. 5 · ;<'é : · .. ~-~ · :· ~:,•- ~ ~, ~: :,,~ J ;: Z; :." " 

hipertrofia v'cinfriéüla(}:'por~ligadura:~de;aéirta;abdominal,'. encontró'.: un'', incremento en la unión del 
·. . •.. ~:•F /i';)~;~;;:Jt[~:~~;~Li{~,¡·;,;~;7f~~¡;¡\\~'t,~2~f~~ttit,~jR~,\(1~i~~hl\:~g1:; .!~'~;t,~Yf:it:.9;~;{nf;:.g::·. : .. 

1 igando . radióacti yo} [.,H] ~:Spip~ero_he ;.;'efr'.{meinbranas ~':t éle :'yerifrícúlo ); izqüi erdo, de corazones con 

~P~~$;l~1JI~~Í~fl~J~&811~~~t~li;.~2\l~i~J;l~J&~ dop•miné~ico• de 1, 
fari1ilia}>'2 .. ~ . ' ' mismo·;_11µ11fr(yal1gílly ji, Cols., 1995). en eJ: rríi~mO,.:.·m(Ídeló~ experimental, encontró 

., •. •·1-·"··J --.. ~;- i~L;:Jj~~::~};ff~::.-~1~i~~:-... ~fr.;~:- ·.·:~'.·::\·'.·:··---·:. -.. -.. _, _ '.~~·/: -~ <\:~:·«'::~~;~:~:?t.f.~~·~~·!~~:.~·~1;:;~tlt!IJ<ti,~,~:;~~J>:'. '.~ . 
.. . á'.thipertófiac:ventricular izquierda;':.: aL;{aairiifiisfrar/a .·· los animales de 

::::!i~t;~~·:~~f l~f !~~~·:::•:•~:,:::1:' d~:~~;;i~~i~~~:~:,D~~c::::::,: :: 
.'- '-'·. 

,;·. ,,.·. 
,';.;·.,' 
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reportó que la. supresión genética del receptor 0 3 dopan~inérgico .en ratones; incrementa la 

producción renal de renina J próduee}ctención renai de S~dio,,eon la C?nsepÜent6.J~ipettensión 
- - ·;_. -~, ,_,--'.,';e--· - ' . - --, . - .:,_; - :-.,~- ,-_ -· - . " "\ -- ' ',-·.;,': - - ,, . 

arteria:I~is\~fi1~~f'1~i~~l~1t~~I~:~f2,¡:1,}ª,ifü~itfJhffg·;,,(!~f(;\:.~ .• ~,.:i•',·, ... ;.·'>/)U:-•'0.tiJ,,'•¿;.'.{:./";;·~···· ...•..•... · 
Otros;estüdios.etl'modelosexperimellt.áles'de:isqueniia:niiocárdiCa.p(:i"r'1igaaií'i'a"dc".lji~éoro·na:ria· 

::,:~~~1~11~~11J~~i11~i~~¡rl~1r~1~~~~~1~~~~.;~:i 
como los cá1nbfos•e1ectrcic'ardiográfic,os.•iriducidcís, pcfr lá'isqllerriia;micié:árdicá ( V:éghi)' Co/s., 1998). 

__ . _ ::· : .. -:~ _:.<.:.--.:'.·;· ... :/~~-?·:· -~:- .-.:·: .. ¡. :· ·:, ., .. ~·_; .. : ' .. ,-~:· .. _: -,' :¡~;;~·::J1::~r.~?:;;:;i~0:.-:/~:/~:--~~~;~~:-~--~,:~.'._;~:~:.·:-~-_.~·ti~:-.:'~ ~-~~/-.:-~y)\::_: __ ,_;.:>.:.~-_·_-·:_·:~:-. • : _.:;~-~ .. ,: ... :~~::~~:: .. '.·'~: .>:.' --~~--~~·'.. _ • 
Este mismo, farmrico ·ha sido estudiado; también por, su efecto cronotrop1co. negativo y vasodilatador 

. ' . .. .. •""'' .. ·\{:: ,¡' ,: __ > _ _.-:.».~._::.,~::. ··--~-· - ' . •' . ' • . ·' . 

arterial (Se~neraí·o y Col s., 199 7, D~1lkeí~')í'Cóú.>1997) . . • .... _,_ • . .-·. - ,· . 

JUSTIFICACION 

La dopamina es una droga'ainpliaménte usada en el manejo depa~ientes en estado crítico, 

como insuficiencia cardíaca (SdttÓy Coli:. 1991) y choque eardiogénico (HoÜ~ry,CoÍs .. 1973) entre 

otras. Aunque su uso íllás·frecue~~e,Js~pcir s~ efecto vasoconstrictor e inoi~¿~:i'ci(~p~~fü¡~() ~btenido 
con dosis elevadas°{fo'ig(k~~~~}~~~:efecto vasodilatador (2-4 µg/Kglmi~)~i~~;6~~,~ntemente en 

. -; \-.~?;;, ~~/ _:_·:;~·./,-~/::~:~t-i·~'.~fi~~~ :'.~~tt:>{1},~:;, '{~'.~?_;> :-~'."' . -' , ·:-"_: ·~¡':.f 
la vasculatúrri ré.riaUes,~cle<gra1f~yiida para eliminar sodio y agua. A pesar del amplio uso de esté 

.-:,~',:. ·-"~.;.~-: {~p~:~· ;?·:·, ,: :-: <·· ,_-. :;,:~' '.'. ' 

fármaco el Íhec'i!~is~(Úi~ ~C:tióri por el cual produce estos efectos, aun es controversia!. 
;- .··;~.·/ ·.:_¡!;:\?/.'.~>- -:: -''.<.·.-.. ·-· ;· 

El cC>nobimi~nt~ de'. Ja ex. istencia de diversos subtipos de receptores dopaminérgicos Di. D2, . .. - .. . . ,. . 

0 3, 04, ha permitido explicar las. acciones de la dopamina en el SNC. Los recientes hallazgos de 
'.: ' - -~· . ' 

estos. receptores en tejido cardíaco sugieren que la dopamina puede estar actuando a través de la 
. - . ··.·-

activación de estos receptores en corazón ~n f~rma similar que en el SNC. 

. Es evidente que 1 a dopamina ~;k;f~~~tt~fesc:lopaminérgicos estan presentes en 1 os tejidos 
',~.~_: 

periféricos, en donde parecen estar,participa~do en importantes funciones fisiológicas. A pesar de la 
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amplia evidencia clínica y experim~ntal. de los efectos dela dópainina en elcorázón; p~co ~e cono~e 

acerca.de ia pres~nciade los subtipos dé r6ceptorcis dopaminergicos yÍ11enos ~ún se con~óe acerca 
- . ' .. . . ']· ;·'. ",c •.. ,-,'-_-' ·• . ,.,,,_ ; ¡· : ' . .~ ~ 

desu~n~~ ~~~~~~~. 
de los. receptóies-dópainihérgicos,énféléorázóritasí'como·Ja'ftirición'.eri:.l1Fqli(le-stán'pártiéi¡)áñdo: ·El 

conocér j ~;y¿gl i aCióri\'dé.: cstós; recepto'reit( térfoi rlálés~nérvi o'siis' si nipaticas';ij/o ;friióci tos ):'así .·como 

'º' n,~ooniiJ~; ;~~~e1u1ai~;~y~,;~1j?~~¡~~i!f [¡~~#l;Z1~},\}'. ~~~(~iPi,~'.6n ~·f ,o, •~htipo• de 

receptores dopaminérgicos en los proé:esós fisiOpatólógicóscárdíovásculárés. 
' <-;··,>~-":,· ~<,~< ·,·::·:·· .. ;<":' .' : __ :_~---(. ,., . ··- . 

HIPOTESIS 

1.- El efecto depresor que se ob~erva cori eÍ usq de' d~parriii~á e~ ~l corazóri, ~ugiere la existencia de 
- ,- ; 

los subtipos de receptores dopami11éf~i<?d~d¿ !~:familia D2 (D~, D3y $~)~11 el~l~ll~C>. ·: 

2.- La existencia de rcceptoresdopa~inérgicos de la familia D2 en eicora~Ó~ d:~~e·e~tar asociada a 
- . ' -. - . -· .- . - ' .. -... · '-· ' ':;..~~"> ~ .,-;· '.-"" ; ' 

un papel funcional, que' de acuerci~ a los efectos de estos receptores e~ elSNC, ~n ~l corazón deben 
' . -:·:.',.":'::.· ... : 

tener un efecto depresor sobre automaticidad, excitabilidad, contracción y co~duc~ión. 

OBJETIVOS 

1 .- El propósito de este proyecto es en primer lugar identificar, a través de técnicas de 

autorradiografia y de western blot la expré~iÓn<Y dlstÍibución . de los subtipos de receptores 

dopanúnérgicos de la familia D2 (D2, D3; D~);en,cor~zó4·d~:~~ba)'C>. 
:: .. -,; ,; ',: ;}r_~~-::j_~'.}f'.~~;{,~;}-,,::~,:~\?,~~~;ii:~i~-\::\~;}~: .. · ?. ~:- .. 

2.- En segundo lugar se evaluará el; efecto :~fisiólógic()])de :Ja activación de estos receptores 
: ~~:~:'.-\:;~~~(l\~f:~%~~;-~~;;'~ft~~1%~\',:::~,~~-·:;': -~::, :· -~, .-' 

dopanúnérgicos en corazón de cobayo',;én~:eU'inoddo!~de,:Cangerdorff y a través de estudios 
. : <>r.~ ~~~~~~::·\r~:r:~-'.~~~1; ü~~:~~'.:I:'.J;f~?~~-~ ; ':: -

electrofisiológicos en la actividad esporitáilea'.de)aa'urícula derecha y en músculo papilar de corazón 
, .. :·.. .-; ·. >:·.~:~-~tJF:~.~·~x~;~yó1Ke:~·?v;:;~T: -~ (-./ ·_' ·:. ~--· 

de cobayo con registro del potencial diacéióri_ intracdular: 
' . . ' ':.. ·..->· . .',.";':'" 1:: .·;,·'·:' . ~,~·'·(~ : :. 
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3.- Finalmente se realizará la medición de adénosin monofosfato cíclico (cAMP); a través de 

cromatograha se~uenciál en aurícula derecha y ventrí6úfo izquierdo del; c,orazón 'de cobayo, en 

presencia de los agonistas selectivos para los subtipos de receptores 0 3 y 0 4 . 

MATERIALES Y METOOOS 

1 Expresión de los receptores dopaminérgicos de la familia D 2 en corazón de cobayo. 

1.1 Autorradiografia de receptores dopami11érgicos de /afi1111ilia Di en corazón de cobayo. 

Se usaron 6 cobayo adultos machos (peso promedio 300 g) a los cuales previa dislocación 

cervical, se les practicó toracotomía para exponer al corazón, el cuai ~e extrajo rápidamente. Una 
. ' ~·.:' _. - - " .. ·,,, .. -, 

vez removido el corazón de los animales seleccionados se éó~gel~ron_en una mezcla de 2-methyl-
- '.' . -, -. ,. ,. -: ';:_ . . ': ,· . ~-· ... · ... :<:;_{;·:,' . ..'i:~: .. ~~.::;'-~~f~~~\~~~j'.~)-~/:~:~·, :: .. ··_ ·._ 

butanefl1ielo seco (-40°C): y se almacenaron· a.~so~c; hasta su uso~:Los:_conizones almacenados de 
· . ·. ·. _ .. :.,:.---.-~~ ::·.~ ~~:;.~ _:_:;:~:(·: ,~ ~~:;,·:_{·_~:.:<:r;.·._·:·:·;:fr --~~: ~>- -< __ ::. · ::: ~<~:_: ·. :_:: :·· .. ::.·--::~:_~:_:;- _-,·;:~~~:-- ·~- ·~;,~-;:;-":~:)~}J;·}f~~~2:\}~/._:. ~,~_:>~- ,. _ 

cobayo.fueron- cortados.en s eécionesd·e 1 5 j.t in:én plano sagitalrusanélo'u~·c'riostáto Leitz. Los 

cort" de t~jido f ue~i ~~~¡~;~diil~~~:J•Jo\táb~~t~~Jli,:~~ti'~f ~l~~~~~o; (3. C-Ort" Pº' 

:::~:~:;~¡~tí t~l1,Ji{lt~f lll!.~if~pitr:Y'é~J•n~e: 'j~.;~·· pa<a poiteriorm~te 
~ara¡Já:,áutón1_dio'grafia\de~los·:_receptores'de lá'familia D2 y del receptor 04, las muestras 

• . > ... ~'::~~·: .~;/~:~~~:/)~~'..:·i~tf}::~t~Itt~~~2\:1~.~~;2:'.·:';~::,B··:~.::~},~r;;:-.-::~.::~'~:\-.--~;·>- .. -·- - . º - -

fueron preincubadasfeni50)mM:deTris'..HCL ,120 mM NaCI, 1 mM EDTA,'5mMKCL, l.5 mM 
:·_ _ .-._- .... _ -:·J\·-/-~~~:~-)~i~t)JJj:~{:~i~~~;~~f!):s:~_:}'.i;;~::x:~;;:;~:;~--: __ .~ ·<; ... _ _ 
CaCl2 :iy 4;mM_'.d~:,M8G.I2'a'ph dé 7.4, a temperatura ambiente por 10 minutos .. Los cortes fueron 

.. ·.: ~ ~-:·' ··:_ '\ >~:-.~- _··_):~'~Ff:;f t:~f /~~~~{<~:~~~::~}(::?~-:~:---: _; ·: -: . :- . ·: 
i~cubaclos'.iii':iémperáfi:ira;affibierite en el mismo buffer conteniendo t nM [3HJ-YM-0915t-2 (86 

Ci/n;n1gty'~~w:~~j~'i*tii~ nM de raclopride (antagonista de los receptores 0 2/03) para la unión de 

ligrindo:;t~J~~;~;~···a'i6s receptores D4 y a los receptores de la familia 0 2 respectivamente. Se agregó 
. ,._ ;'." . >.:.y~'~·'.~-~ . ·>,:. /' ·: " .. ' ' 
S~OH-DP;\T(50nM) para bloquear posible afinidad del ligando por receptores serotoninérgicos 5-

' ' .. -·.~ 

HT1 ~: La unión ligando receptor no específica fue detem1inada agregando I ~1Mde (+)-Butaclamol 

(antagonista de receptores dopaminérgicos de la familia 0 1 y D2) al buffer. Las incubaciones fueron 
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tenninadas lavando las muestras con buffer frío.(4° C),:seguidos de dos lavados cónsecutivos en el 
', ., 

mismo buffer frío., Fin~lmcntc \u'eron , lavadas/con aguda destilada fría, secadas por aire frío 
::>;_:i:.-<:·: .·.:_·_ 

(secadora dci(ca8ell~) ~~,.;;;~i,tri'daf cnún.c asset para a utoradiografía con e 1 film [ 3H]-Hypertilm 
-;, . '..'~\.' -~-')¡- ~··~·>;;·:,-; ; !~\-·-:·,: :'~·,:;;..···-. ~-- -~--, . ' .. '.~:_~:-

d"""!f ~·~Jilf i~~1~'Jjjcif ;o¡ nf •e ~~J;,q con ['HJ-7-0H-DPAT, '" "cc;~ne• de toj;do 

fueron preincub'aC!ai:i'"éri'50 1nM'.de Tris~HCL a üri pH ·de 7.4; conteniendo 100 mM NaCl, y 300. mM .. 
,.-::· ~:~:>~.-~}<t{~~~{;{;i::~:?::f~~/f~-~;ff-~}rn~(-~>-~r.~·;·~~--:J\~-~ .. :-3<-~-_:_~_:·<~ :~·_,-.; .. _;. ::-~;~-<------~<; -_·_. · · -: . . . ,_ ___ :· . : _ -~ . .-' . .- : ~ " __ " . >_.'. .. '..--· ·«: . . -. ': . ,_ _~ .". --. . 

de GTP, dtirante.•30 'minufo.(a temperatura •ambiénte; Posterionnerife fueron iricubádas en'. el, mismo 

buffer por dos,horas·en,presencia de·,,2, n~'[3Hh7;:()H:D~/\J;•300,mM;de'O:rP;y,5,mM D.TQ(para ·. 
. .•. .·._·;,: .. ·:,·••:·~J'.[':":~'(YNY1:~';;t~';,g~;¡-::::M)" ,.,,~:'. .::;:~0-~Y~'.;W,,\S'~'lff:,);~t;t;~·:d.t~~:;;1rn;1:~~¡,J::~:;~i::~'.;:f~}},:1;;~r·:m~?~~~f' f''~<·,··:•i····· 

bloquear 1 a u mon l 1gando receptor,a s 1t1os. s:1gma);·i'Se_.il t1hzoi:I opamm·a ''• l\~Ll'yl' .ara;detern11har 1 a 

umon .no específica: .Las: iúcüb'ációries'fü"eró'n ifermihaCla51;por.:fí:los fava'élós • consecí.ilivos 'de 1 o 

m;"··~· ·:"~?I~i~f ~tilGi(~*~tl~llilf l~li~!f rt~l~l,~~!~tr~·~º" ···· 
destilada .fria ( 49 C);·Fuer01üécadas'p0r· aii·efrío(seéadora~dé'cahello), "y;írióíitadas eti un casset para 

•ul orad;o&.í1,~~~~~É~~~1t~J~~f~i~¡~f W'.f~1il~~l~~itjt:.•·•······ .••.. 
Las. autoriadiografias se'anali:iiirori écfrfun,sistema•dé'áríálizádór. de· imágenes computarizado 

(MCID-4,:, hri~gi;h~. ies-~;~r~if ,·· ~i~-ea~h;;ill~. ··;b~ta~~;:· ~~ :1~ : U~~v~~sid~d. de McGill en Montreal 

Canada. 
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+ 

Figura 3. Diagrama de trabajo de los estudios de autorradiografia 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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1.2 Estudios de Wester11 b/ot de Receptores Dopami11érgicos D2-/ike e11 co1;azó11 tle cÓbayo. -

Preparación de M,embi:anas 

Western Bió[<-

Cantidadeg'iguales de rnembtana's proteicas solubilÍzadas (50 µl/pozo) fueron fraccionadas en . . . ' . '_ - .... ~::. - , ' . -- " . · .. , . ' - ' - ' ' - . . . ,_ 

geles d~ J~¡~~ir;l~n~id~'al té>% (Sb~)~:'L~(~~oteína~ separadas fueron transferidas a membranas de 

nitroceluloside'6.2 ;µ~ y:t~ int~h~i~~di~~;-las\iané!as se verificó con colorante rojo de ponceau. Las 
; .·-\::; ::'.>~:>:.<~:'.-¿:>.:.~-~~~~~{~ _ú;'.~;!~~<i~~~;&~~<~f:,.~;~~~~i~(~~;t:~:y~3::>f¡~~~f;:: :{~5::· -·. ~~/:: ' __ :·:.-_::~' -. . . ·_ -

membranás se::¡,1otji.ie~r()tj_4saride>''1~cl1e, _ _eri polvo_sin grasa al 5 % en TBST (Tris-HCI 1 M, NaCI 2 
.:::. ~ -':::.:::~:·-~.:,~it;~~;;~~\~~;-\f~~t~:!!f ~}!¡:?:~J;Ji'.~~~;:_~;iti f.-: ~~~~;x~~f 1~~~~~j,~~}:·J:;f ;~;~~;,;:·'.~\~ ~-<<\> :._ .. _. __ :-_ _ · · .: -~: ... _ ,~ · · . , _ - . 

l'vl; pW7:4~:;J\ve!m720 250iµM),'durarite{i.ma;hora a-temperatura ambiente. Las-membranas fueron 
__ .. ·-: .. ···:-: > ·'.-~~-~'.~·I:{~·t{;~T~::~{~{t;~S{f(~~~~J~;~}?~t~t:~/::'..~;~;j_~~:~:~'.~~~;~-:~·;~~~·:~·;h.~:>~ -~:·--· .'~.. . " .. ; . · . . : . · · " :·· . . . 

posteiioríné,!lt~ i~~u~ií~~~;~(,l}'ritj~iclJ_er¡Jos póliclonales para los receptores D3 y D4 a una dilución de 

i :sóoÚ~~r;x;ii;GF~W;bii~}l~~~1~~;atuia ~~1biente o durante to_da la noche a 4 ºC. Después se 
. . .. ·. ... ·. . . 

realizaron tres' 1 a vados de 1 O ITI in u tos cada u no con T BST, 1 as membranas fueron incubadas con 
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anticuerpos secundarios conjugados c<'.m peroxidasa (anti~goat IgG y rinti-rabbit lgG, diluidos a 
' • : • ,' • • • < 

1 :2500, Santa Cruz Biotechnol~gy, dur~rite:4S n~nutos y !~vados 5veccs clurante, 1 O minutós con 
' - - ·.·,-'· ' , ' .. ,. '· --- " --;' -'-', :...,. _-_ 

TBST. La detección de ant.icl.lerpo{~c.reálizÓ,é~~ clsiste1ri~ de:dete~Ción'Cle qucmiluIT1iniscencia 
'-, -~-:.:::- .. '. ;, -. .. ·_ .. •;.. . . ·. -'·,"-:',/'"'.·< _.- ·\~>-:-··/ ... __ .' : ''•' . . ' . 

(Renaissancc reagcnt, Mande!).:, Las ~1en:ibranasfueron ~x¡:>l!é;~ascn unfill11 Kodak yrc~elados 

posteriom1entc. 
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Figura 4 - Diagrama de trabajo de los estudios de Western Blot. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

2- Papel funcional de los receptores de la familia D2 en el corazón de cobayo 

A).- Estudios fisiológicos en corazón aislado. Modelo de Langerdorff. 

Se utilizaron cobayos machos de 300-350g. Los cobayos fueron sacrificados por dislocación 

cervical, rápidamente se les practicó una toracotomfa anterior para poner al descubierto el corazón. 

Se retiró el pericardio dejando visible la aorta ascendente. Se puso un hilo de seda alrededor de la 

aorta. Inmediatamente. se extrajo el corazón; y se éanulÓ la áorta, en el sistema de perfusión 
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retrógrada de Langendorff(Doring yDehnert, 1988) (Figura 5). El principio de.este sistema ccmsiste 

en pcrfundir,algún•·.fluido •.• oxigenado.adecuado para .n1antcner •• la .. acti.vidad cardiac~·.·ª.·.través.'cle···una·.··· 

cánula insertacJ;{~~J;i'a\d~J~·~~~~~~~~nte. En este·caso uti;iz~iTios··.Ia·sol{c(¿~ ¡J~~~~H::~s~lii·;d:3;'. 0c•·· 
. ·; .. :.''..·::.:~;' .• :.~·.' .·.·.'.:..'·: ... ····' ...•• ~ •. •. ' ••.· .. ·' .. · •. ' .' ·, '. • .... •. ' - •\' •,.<,: '~ -~1~·· ,;· : ~.-;,, : '.;· -, ;, .}:·:, -.~-~ ~:.;; - "i--".~:' :./f ~ ~. ;;>,-,. ' . 

'> ' ' " > "• > ' ' • , ,• ,, - • • /,-.: 1'~,.:·~;;:.~;:.:,,,:;;.:">;~;';::~·:>:,':•:,;r',,\~:::·\..';':.~,::);:)-:~1~f,::;\·\;.::<<;·.~-.'>_' ·,_ 
cuya, .co":Ji~~j~lÓri',;(~0~~;;1¿~01~1) ·ci~ '.}ll• ~iguie"-te: •.l. 18 ;}\[~•7,1i4'?.~C::l;l.?~!~gS94;,24:.~ª jl'JaHC:93i. 

';
5
' ~~¿Zl~~; .. ~:¡':.d:.~~1º·, '.:'." •~'[?;:;;2;i1; .. t .• ~3~t!'~~~~~~·ti·~!tl~l~~¡;ú,e 

ajustad~'.;,~ ?;4 C..c:>)i;~a,~b,oge.~o,(95% d.é• 0,2y5,')(~ d,~. ~02)(J.;aperfus!.?n. retr()~~qa, 21e17a, .l.¡¡sy~l;y~1las . 
-~\-_ ~: :'.·-: ~:~-i~;·:.:.~t~~ff'f j,\\?~~~~~f{.o.:::~·.:.-· .. <; _:~\'·:.~: j·: \'.· ·.' -·:. --> ~ ;", ~~·.':·~·'.: ':~~\;::· :::;;:~~~;\> ;::'.://'.·: -.~ ~ (·- ,~/'.'?: ·. ?:·/'.:'. :·:·. {;: ... ': -·":::,y•:: ', ;:.:~ . ' .. \.::~-~, .:·:::·~·~}'~. :;~\·:~;. ·:}'.'.'.·~y:>f-'.~l_c~~I;\\¿;, :":_;:::~..-:: 

aó11icas'; ;ál ¡igual !'cofüo.:sué:ede'el1 el ~corazón: in' sitti 'dui:árite la;diásfole, y el )luido es;perfundido a' 

fravés,;de~'las"'aríeriífa'é'i)ronarias'i Despllés éle p'asar a través del·sistemá vascular 'coronario él fluido.de 

perf Üsión,'.des~lñtié>,C~'~'~éí}: 1 a:~urí?uJfi,:dérecl~a,': cie tal . manera, que. la~ ciiyida,des cardíaéils' pefu1aneceri 
· ·: -- . ~\.~:~:.{.:::i:t-~·:;!fJ~ht:S!i;~~;::~;~~i~~<l'i;~:~;~n~~~{~'.~~~~;¡~t;:I-~:~.:~fL·:~it~t{:{::¡\tY~·q(/_:- ··<.· : __ ··<. __ . ·:·:·~. _ .·: __ o~ ·.~.\ _:_-,; '. -·.)··::-_:>¡.... . .. '..:~ :-_·:·,· ·-: ::?:;~·._ .~;_·: .. : .. ="·/_:·:( =··-. . . 

vaéías durariteeEex·perimeritcfr:La:perfusiórr se realizó a. un. fluJo Continuo de. 8 .ml/mm'generando 

una pres1on de perfus1on dec40 mmHg.:Se colocaron dos electrodos.umpolares de registro: uno.sobre 

la'cariula cn'la cüaLqueda iriserta la aorta y otro en ventiiculo derecho pára"el registro deJa:actividad 
~: ~'.~~·:,~'.·=~·;~~1~<·,:.h;;~/~:·~~1;,f~{!,J~:;t;::/~:~:,.< :-< . - • • ~·:·:.; ·'tr~~~;.-;,:~;,:~:;:.··:\~i~~>·~:~~-'.:.' ~- ··;'., ~.- : . ./::, . :·.~." -. ·: '.~.-::·. ---._:.> ... :· · .,: .. ·· . 

electnca del corazon.:(denvada bipolar estandar). Se coloco a:traves de la auncula·1zqu1erda un balan 

de. láti~~?~frJi~i;I~nenó de agua destilada (0.01-0.3 ml) ª tr~¿és ~e un~ c~,"~r~ para generar una 
.:-e· _:_.:·} _ _.;_ ·~~I~~~;f;~~~e~:.-·~-~~-\:·:. .._:. . . . ._ ~.: _.. .. -
presió~ de;JQ. mm Hg. La canula se conecto a un transductor de presión P23, para el registro de la 

- ·i¡i .. ·,! _,_ ,. -~· 

. presiÓri · iht~~"i~nt~iciÍI ar izquierda 

il1t~av~nt;j¡;i11~rsi~quierda, fueron registradas a través de un polígrafo GRASS modelo 790 de 8 

ca~ale~~:;ci'r:~e~~ó·'de un diferenciador poligráfico GRASS modelo 7P20C se obtuvo la derivada de 

la pr~~ió~f'i~f¡~í~~flcular ·en función del tiempo, máxima y mínima (dP/dtmax1m1n), cuyo trazo es 

desplegaclopo~'Wh~.pajilla del polígrafo en el mismo papel de registro, simultáneamente con la 

presió~ inira~enfrib"úlar y el electrocardiograma. La medición de la dP/dt 111;x se realizó directamente 
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en el papel, tomando la dP/dtni:ix como el valor máximo positivoae la cur\la de la dP/dt. Se promedió 
- . - •' _. •. -.·· 1, -,. . . - - ·-. ' ' . 

la dP/dt1110, obtenida de los últimos cinco 1i1inutos; clc:'exposición a cada una' de. l~s dosis aplicadas. 

Esquema del Sistema de Langendorff 

BOMBA 

TRANSDUCTOR 

POLIGRAFO 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 6. Esquema del sistema de perfusión retrógrada del corazón de acuerdo al modelo de Langcndorff. 
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+ 

Figura 5. Diagrama de trabajo de los estudios electrofisiológicos. 

+ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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f.- Protocolo con 7~0H-OPAT más PO 160 077 (agonistas 0 3 y 0 4 respectivamente) 

(n=G). 

g.- Protocolo de en pfcsencia .de Raclopride (agonista D2 y antagonista 0 2/03, 

y antagonista 0 2/03, 

,,~:.. en pr~se11ciia. d~~, tÚb;1:94f.• (rigoAi~t~:63 y antago~ista 0 3 

respectivamente; n7:'8) ;'.:"'-' > · .· ... · ...... - << .· \, ·.,¿i ;S<->:· l;~~;;::~:~;.~'.'.~:;~~fs;~¡·~~-~;- _¡~{ -: ., · , · 
-· : >Y .:\::}:}:{~};;~::_::;~fr~'(if ;".:~:~~~~;~~\ :·:~:'.,:\:~::\:;\ :~,'.,;j:, ~. ::~;,'.~{:~~· ~<\h:~ :;_:~~·:;·~/ .. ~f'.(fi~~l~ti~·;,~~,{\~i::;\~T~t;~i~}~;;~i~',: Ji·,:~~·::.:-,(S~(~·:{\(. ~- ':\:::: :·:~: .. :·: 

· j .-· Protocólo'qong_q.:i~ 9~~-07_7; ert presénci!!A~ Ra~lopfi.ci~X~nt~goni.~t-~~[)2(0j) Jtj'."' 12): 

::":rJ~¡~J!~i~~jii'.\~7;:}:~';~;J~d1i'!~tf:~~~,~~~~~~,~~;::?·/~.w.ón;... º'· 

1.- Proto6~10' co'tiJPo: 168 07_7; en. pre~encia cie; C1o~~kin~ ·c'rik~ni~ta b~ y antagonista 04, 
. ·,·:-_ ', ;:~;.~.' ' .· ·. 

respectiv~n1e~te: í'i~s):. 

m.- Protocoló' ~on 'PO 160 077 más .U-99194A (agonista 0 4 y antagonista 0 3 respectivamente, n=6) 
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B).- Estudios e/ectrofisio/ógicos e11 la activitlad espo11ttÍ11ea tle ltt tmríc11/a tlereclw y e11 mlÍsc11/o 

pttpilttr de corazó11 tle cobttyo. Registro i11trt1cel11/t11· tle pote11ciales de ttcciá11. 

Los experimentos se realizarpn en aurícula derecha con automatismo espontáneo y en el 

Los tejidos;~fl!éron•'séccionados del 
1 ~ ~~:·-·_ J:;_ ~·:-.· ---· 

corazón de cobayo, el ciUa1:'f~6 extraido previa dislocación cervical. d~I ;'~ni'ñ;a(',p'bFl~edio de uria 
- . _ .. Ú;--:·;·:"- ·· ;,:-::_.;,,-.;<-;:·/_::·_:~;~y~-<;:'.-~·:_ /: ;_ · :: . _ -: _.' · .. :;-'-~i:L-~:\\~X~:~.;~~~i~~tHt~\;,f0~~;g~::::~;¡:· .. ,:::-'.;:~-:·~~f- . , 

toracoionúa se.'exti'zjo' cI:;c,orazón rápidamente y se C()IOcÓ en -ll~ re,éjpi,~ntifo:g)1~iefo)~si.ól1;_9e~.Krebs: 

.·º'1"cn•~fü~{~f l~ti~~¡cfR';J~i~·~·~t~~~r~{~1~f #~iiti,li~Jlf~~¡i¡~~ih' · 
estudiar.··Las~j:fré¡Jiií'aé:foñés 'sé_,colo'ifaron énuíi'a•éiífriará~P.ara;,tejido.:7aislado;:;1a:cua : úif.perfundida 

oonti n~,~~~fu¡iltl~¡\~!it~0lJ;.l!l~1l~~~IWl1i1~llf~~~~¡,~~~;2,;~~Y' 
composición.( én fomol/1Yfüe1 Ja':'sigüiénté: J 18,\ N:ilCl;''i{7 !KC1;:;1:66'.:MgSO.I;·24.88 NaHC03, 5.55 

· · • · · · · ·· ··.· · ·· · '-> .<y·\·:·~<· ~~~ ·;';f''./:;·,:0:r:;'.;2.]i,:?0 ·'.>> · · 
Dextrosa, 2 Piruvato de Sodio, 1 ;18 KH2P04;· 2.52 1CaCl:i.>EFpH:firíal de la solución fue ajustado a 

músculo papilar del ventrículo> izquierdo con estimulación. 

7.4. La solución se mantuvo continuamente oxi~enada con carbóg~no 
Sistema de registro 

Los parámetros que fueron determinados, se registraron por medio de microelectrodos de vidrio 

llenos con solución de KCI 3M y con una resistencia en la punta entre 15 a 30 Mohms. La señal 

registrada por el microelectrodo fue pasada a través de un amplificador (Electrometer DUO 773 de 

WPI) y fueron observadas en Ja pantalla de un osciloscopio (Tektronix 2201 ), paralelamente la señal 

fue grabada en una video VHS-Sony. El sistema de captura de los datos fue por medio de un 

conversor ND, para después realizar las mediciones de cada parámetro (Fig. 7) . 

. Los parámetros que se determinaron fueron son los siguientes: 

1. Potencial en reposo (PR) 

2. Amplitud del PA 

3. Duración al 50% (D 50%) del PA 
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4. Duración al 90% (D 90%) del PA 

5. Frecuencia cardiaca en aurícula derecha 

6. Período refractario absoluto 

Protocolo Expc1·imcntal. 
' ., 

Se realizaron protocolos experimentales para evaluar eLefecto,:de Ia (±)- 7~0H~DPAT(agonista 
~- ,, ' • ,_,_:.-, :<':. 

del receptor D3) y del PD 16S 077 (ago,nista,del rc~~pto~ b4) :sobré Iris pri~á1;;~t~os:dél potencial de 
.. - . . .. ~ ·:_ : ___ .~;·~-~·~:'..: .:. ·~:~:.'. ;;.:· ;::· ;,: . -< ~~,: :~· --: __ --;~:;._-_:~<-¡ :S::_-.. :"i }L.'-~~-~\~·-~\ ,~:;:::'.;~~J<_;:i~;~::~~:J~;:t~~-:-:~'.~-~~~t-'.}?~~~·~~:.1~t~4~;:,:~i:J~\;~=~-:~~j~\~~- ~':-\ .. _;.-::~ .. ~-~ 

acción en aurícula derecha cori acitividad éspontánéá:.y:en 'el~'músculo papilar;ael;yerifríCUlo'izqUierdo 
-- .. -~- · . --~}_-;_ -:-~~\ ·;· · .}.-- :.'. .. , .. : );:-~~\ .... _~--V_;~;:~::~?~/~.;[~~\ '.(4~~;(~ J~JE~_;::;.~~t1:~;;~.\~~2?~:t{~~7;k.J1.~7{[i~lú~-~:;~lt\f ~~s~::~~~::::.;;·:3\¿:~ '.?~-< , . 

con. estimulación fjja .• La ·estimulación de.losmú~éu,Io~>P,áP,i}~.r~~;~~.~r.,~~},!?:?.;P9tJl1;í,~~ip,~d~;<;:IC.?tf.8dos 
. ~ .,-:~ ·;: :- ·. ·. · -'· ':.:~<::<· .t\:\~;{1'.~~~w~~~;.;~:\~.~\:t~~tr~1~~:~:'.~~~~~fit}~:i~'.:~:{~H2!':~;";~~~1:;.~t;~/.-.~!·~7~;r~·~·~~.~r;.::·:~.::~·~·.=~:--·.. · 

bipolares de plata colocados sobre la superficie deLrí1úsculolehCüfü:i~'.de~:·sü's'.iexfrémos yfftiéron 
_ ·· · . :.::~: · ~:-:.:;: .. :~·,:::}:~~:'.{:'.·)1~~~'.~~~~}rt~r;:}:Wf ;_:J~~1'.~~i.~:-~~.;;rtf:~-·~~~~ft:)}~~1~;~Kf;~;'.?:t~t.;~~; ~T~-;;. (::::·~<- .. ·_· · .. 

aplicados pulsos de corriente rectangulares con una ~atiraé:ión 'ae"Vn1se!f,y/écin~unanntehsidad J .5 

vooo. el umbml a un delo h••foo de soo m,;; 1?;~~\lf ,¡~w~~i~ll~I~~J~1' 'ª' 
preparaciones. con ()1 registro del potencial de acción ·continua\'durarite::2o'mimifos;'.'.se\realizó un 

- .. .f :.>·; \;~--i·::·:}r?:·>:tw~~.:~·.:'.~t~j;~~~~f$.t~~:I~(~'\~:1:; .. :.,: -:.,, 
registro córitrol durante 1 minuto en ambos tejidos. Después sérealizo'j1á;i,nrusión:d()l;f~rrnaco a una 

conc~ntraciól1 d~J O µM durant() fO minutos, tiempo durante ~l c~aN~~';;;;i1~~~i~ registros de un 
"-·; ... : ... -·,,. :,_-;-.' 

minuto de duración' ados,s •• ;'lo~¡)s:y 20 minutos de la infusió~ d~i rán11~co bajo las mismas 

ooOdicionc.t1'~\~~iff}:i~k~f~[l~~r•~oión oon oolución do ~ch• libco do! fámmoo durante 20 

minutos, obteniéndose fiiñ1biéri' regisfros control. 
>--;~f .. ;~:-~-~~~~¡{{g~~t~.~f ~i.~i~~i~}f /Y~f ~:::~~ ~i~~~i ~(~:i.~.:~-~~~-~~~ ~<-'. .. ~ ·~. 

earana,obterición;ctél(pédqdorefractario absoluto en las preparaciones de músculo papilar bajo 
• __ •• r'.· _- .~ ?~· ':_·:3:~):: ¡~~il~~\:~-t~~i¡~-Y~~~~!i(/;Y~~tEr}~~;~~~!~:~~;l;5~:~~-< .·_- ~"-'.-_ 

condicimies.ae m~ré'aj:faso;'seiá:plico]un.tren de 8 estímulos a una frecuencia fija de 2 Hz tem1inando 
. · - :.- :}~;·:-{;~~/~}~j,~~it\§~Bt:t~;~t.tf~;~~~~~~~:~\~tli1~f liit${~~-\'.;;. :i;~" -~ ~-~-

con un estímt1lci~~,e.;g~~p~:;~}:\W,t~V?:t~;~,~m.r7:el estímulo de prueba y el último estímulo del tren se 
. _ : '=-'-~::::-".~\:.: .: ¡-:~::;~:-~:_~:$f\ :~~:~~~\--~(\.:»".~ i::}/'./:~~~'.,f::;jA<r~-;i<~~~t~/:·: ~~~~: . -~ 

fue acortando erictiempó;' hasta'él.momentO eh donde no se obtuvo una generación del potencial de 
. -''! :·;·_· >>\_;_-.~.-·.··'J~:./,'.:,~;.-· ';.'..;.·';:~"···~;_,-;,--:,·.·y,·¡·:': .. ~,,< 

acción crin ~liestÍm~Í.o de p~eb~. E.1 v~I~r.del PRA fue en aquel intervalo de tiempo en donde una 
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vez aplicado el pulso de prueba con una intensidad de 3 veces el umbral no fue posible generar una 

respuesta. 

Osclloscopfo 

C A/D 

Computadora 

Figura 7. Esquema del dispositivo experimental para el registro de los potenciales de acción por la técnica convencional 

con microelectrodos. 
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J.- Determinación de Segundos Mensajeros 

En otro~ grupos de experimentos se evaluó el efecto de la cstimulación los receptores 

dopaminérgié:os 0 3 y 0 4 , a través de sus. agonistás selectivos. 7~01-loOPAT más PO 160 077, 
' - ' -,' .. :.:. . -"·· .... :; '., . ·~ '. :· . '': . . . ·. . 

al método de Bradford (Bio-rad). : - ~; , , .... 

Actividad de Adenilato ciclasa ··.' .,;:_. 

La actividad de la adenilato ciclasa fue medida de acuerdo al método.d</Sa/on1b~y Cols/974, 

en dónde se usa un substrato marcado para generar AMPc, el ([ª-:32f']_:.{TP). Se colocan las 
- "•"J· . ¡,,_;. -

membranas en presencia del substrato y de los agonistas estudiados.~~ ~si~'c~~·b j-OH-DPA T y PO 

168 077 (agonistas de los receptores 0 3 y 0 4 respectivamente)_ OespjJ;;.~~·;ui'1\empo, la reacción se 

interrumpe con AMPc no marcado y posteriormente se cuantifi~~-~1 '([~32r]~ 'A.MPc producido en 

las memb~anas, en un contador de radioactividad. · 

.'. :\ -h:~~~·. 

Brevemente, 0.25 µg de proteínas de membranas fue agreg~do~ ~~v61umcn total de 50 ~ti. La 
. ":: .... , '-·· :-. ".>·'·,· · .. ' - -

mezcla fue incubada conteniendo: 120 µM ATP, 1 µÓ [á~3ir]:~T~,'i()oi1MriAMP, 53 µM GTP, 
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2.8 mM phosphoenolpyruvato,, 0.2 U de piruvato éinasa, 1 U de mfocinasa; 30 mM Tris-H,CI (pH 

7.4), 2 mMMgCl2; 0.8 1i1'1\l[EDTA y 100 ·µM de;fo~skolina; La acÜ~idad de Ja_;·e~zi1;m fue 
. ·'.,'-:,~- ·-- - .~'.'.-,'.\./. :. ·.-:~··" .:"·;:-.;·,•e,-- -::·'/:"- ·(>·'. 

determinada ···.·~r. dupliéádo '. 'ell '~usení::ia ··•.'(a.ctfvidad ):bas-~IY:y .···en. :pr~s~1?.':i.~ !/~~·.:_).a~· rig~~istas 

dopami~érgicbl :,~~,]~:~4;. ~ <~)-7-Hy~roxy~b~P.f ~C . · p:P6 · · !¿s~oj~"::-r&~·r~~ii\.Ümenie,. en 

Con~eritracioncs d~·l ffij ~ ] 0"5 • · ., , . 
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Figura 8. Esquema de trabajo de los estudios bioquímicos 
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Fármacos Usados. 

Dopamina HCL (3-hidroxytyramine hydrochloride), (-)-Quinpirolc HCL (trans-(-)-4aR-

4,4",5,6,7,8,8",9-0ctahydro-5-propyl-1 H-pyrazolo[3,4-g] quinolinc hydrochloridc, S(-)- Raclopridc 

L-tartrato (S)-3,5-Dichloro-N-[(1-ethyl~2-pyrrolidinyl)methyl]-2~hydroxy-6-methoxy-benzamidc 

L-tartrate, Hidrobromuro de (±)~7-Hydroxy-DPAT (±)-2-Dipropylámfn~-7-hydroxy-1,2,3,4-
. . ·"'. . ·. . '·:;~:<»~ ··1: "'-': : . 

tetrahydronaphthalene hydr6~i()ri1Íd~, . malcato de PD 168 . o77.:(N~[(4.:(2.~c.Yriríophenyl)-1-
-. \ . - ;, - . :• ,:,.--..;¡ ~~: ·, . -· .- '".. ·- . :. j ·"·' , ' •:; ••• !..~_;'. .. ,-.:·¡ ;~-- ' . , - - .. - - : . -. . 

' .: : ;-~-'·,~->\:.·:h:~:h;~~:1.~Y'.-~'~-~;. . . --_:· .: ·.. '~::~/' .;.:::·--.~t~ ->-~:;;¿'.~:::~_;)~:·;~-~~~\:;:<,. ;'.~~; ~--:'. --~\-:;~ .. -~ :'' ·- :' --·;. : ... '. . . 
piperazinyl]methyIF3-methyl~oenzamide, L-750, 667 3HCL (3:H4~4C4~!odóphenyl)~I-piperazyl]-

. -~ : ·: -: .. ~- -. /.r:'/'-;>~i:~b;:_*'.:J;f~X~: ~~;:{:~· -:~: .: : -~:· -. · ... '. -.. : .. . _ ~:/~:'· ;: ;;:_:-:}_;~x~~t_;·_'..;. ~J~?:-> -::·'._:~r>:~;~~~~'.tt;~~:~.;s~;f{ :.~:~i~~~'._:~-~:;~~- ~.: · · . :_ 
1 H-pyrrolo[2;3;:'..f3Jpyridirie'.•;·sutriclamol, Guanosine 5'-tr.iphosphate :(G;f P);i:.\diliiar&Clc)fi.fra~··de · 

OBR~ 12?09 tuero~Ki:~;~" de Reso.roh Bloch~\1·*'.i# [º ''t~ti<>ri~1{~1~~~V,1f if!;~;* l / . 

1,3-Di(2~5-tolyl)guanidine se obtuvo de Sigrria (St:JI~oui~,MO).i i [3H]~YM~Ó91'51~2. '(86 Ci/mmol), · 

Y [3H]-7-0H-DPAT (139 Ci/mmo) del'Je'y·~~~/~~~~~:~~\ear"'.<B.~st~.?-~ry0J! /:,·;\ rr ' ...... . 

Fármacos dopaminérgicos: fórmula quírrucayp~s~i'molecúiár : < ;.· 
Agonista Receptor ·•·.~ó·~~·¡~ :x.······· \ J~so.k101ecular 

. . . _-,· '¡~' ~:-·._ ·~·. 

Dopaminc 

Quinpirolc C13H~1~3··~dL 255.79 

7-0H-DPAT Cí6H:ZsNO•HBr 328.3 

PD 168,077 Maleato 450.5 

Antagonistas 
. ·.:· •J. ··• -

Raclopride C1sH2ciCl2N203·(;4H606. 497.33 

L-750,667 527.67 

U-99194A malcato 393.48 

Clozapine 326.83 
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ANALISIS EST ADISTICO 

Los resultados se expresan como el promedio ± el error estándar (SEM), en valores absolutos 
,. . . 

y/o normalizados. Las curvas dosis-efecto fueron analiiadas'por regresión, no lineal (GraphPad, 

Prism). Cada regresión lineal se realizó de acuerdo a la ecuacÍÓ~'~ig~~ideá:R/Rmax= A0/(Aº+(EC50) 

donde Rniax es efmáXimo efecto causado por agonista ,A 6s lk'6b~d6~irriciÓn del agonista, EC50 es la 

concentrac~ón rpqúerida para obtener la mitad de[ ináxiillo · 'efecto y c es una constante. 

Post6rioffilente los resultados entre los diferentes grupo~ de estudio fueron analizados por el método 

de ANOVA de una vía, y posteriormente se aplicó la prueba de Ounnet (que compara los grupos 

experimentales con el control). Un valor de p < 0.05 fue considerado significativo. 

RESULTADOS 

Los resultados que se describen a continuación constituyen la base del artículo científico 

"F1mctio11al a11d Autoradiographic cliarcterizatio11 of Dopamine Drlike receptor i11 the guinea pig 

Heart ". Canadia11 J Physiol and Pharmacol 2002 (en proceso de impresión). 

1.- Expresión de los receptores de la familia D2 en corazón de cobayo. 

a)- Autoradiografía de Receptores 

Como se muestra en la TABLA 4, los resultados de autoradiografia con ligandos radioactivos 

muestran la presencia de los subtipos de receptores 0 2, 0 3 y 0 4 distribuidos en todos los tejidos 

cardíacos. Sin embargo debe considerarse que el ligando usado [3H]-YM-0915 l-2, tiene afinidad 

para todos los receptores de la familia 0 2 y que el raclopride que fue usado para bloquear los 

receptores D2 y 03 puede no efectuar un bloqueo total. Sí se compara la imagen de la figura 5 (unión 

del receptor 04), con la 4 (unión total a los receptores de la familia 0 2), se observa una gran 

similitud, sugiriendo que e 1receptor04 se expresa en mayor proporción, en concordancia con la 
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cantidad en fmol/mg' de tejido encontrada para este ~eceptor. Estos resultados muestran que el 

receptor 0 4; es ~l 9ue ii(lnerna)'or!irado éI~ expresi·ó~éri los}ejidos cardíacos. Es de notar que la 

vasos art~rlales(aorta y arteria pulmonar) de los corazones est~diados (Figura 6). 

TABLA4 

Análisis cuantitativo de los subtipos de receptores dopaminérgicos en tejidos del 

corazón de cobayo 

ecepfor' dopaminéfgic:~' •. 
. . . . .· . . . '::·, - . . . ·~. ~ .. 

AilifouJa.::'..~>:Aürícula :' ·:. · · .. · ".'eriti'íCillo 
:·.· .. • .. · ···-"'.' •.' 

· Ventrículó .... 

Derecha:::::•'.• lzquierdá Derecho·· Izquierdo· 

;.·_· 
; : ': ~. 

:3.3iW.~"~:~~.; 
:< .... -:' 

.. • 
¡",' ~ 

1;1$~~f.1Xf,~~,~;¿¡;tff;fi,.,l'~~q~f~$~~~*'"'~''"W!it*;'t,; 
Receptor D4··.< . · .4.4•±p,;$.· > .{o::t 1.2 ~:s.? ±~;8 2.s.<± ú.:;,: :. 
[jH]YM-091.51-2 ;+-:i~~IÓpride 

' . :, .. ,. :-.· ··.· ' . 

Los niveles de union del ligando son expresados en fmol/mg de tejido húmedo. Los valores son el promedio± 

SEM de 6 animales (cuatro secciones por animal). 

,·_:· .. _ --:~-
,. . ~!; 
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. ~ ,.,. 

..(; ~> .. .:/: 
-::.:~ ~<[:. 

'., .... ~ 

Figura 9. Imagen de la región posterolateral izquierda del corazón de cobayo en un corte sobre su eje mayor. En A se 

muestra la imagen de la unión del ligando radioactivo (3H]-YM-09151-2 ~los tejidos cardiacos. En 8 se muestra la unión 

no específica del ligando. Como puede observarse la unión del ligando se localiza predominantemente en tejido auricular 

derecho e izquierdo, en los grandes vasos y en forma difusa en el tejido ventricular izquierdo. AD: aurícula derecha. Al: 

aurícula izquierda. VD: ventrículo derecho. VI: ventriculo izquierdo. Ao: aorta. La mayor densidad de la figura (oscuro) 

indica las regiones de unión del ligando. 
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Figura to. Imagen de Ja región posterolateral izquierda del corazón de cobayo en un corte coronal. En A se muestra la 

imagen de la unión del ligando radioactivo [3 H]-YM-09l51-2 en presencia de Racloptide (antagonista Di/D3), por lo que la 

unión correspondetia a la presencia de los receptores dopaminérgicos 0 4 , en los tejidos cardíacos. En B se muestra la unión 

no específica del ligando. Como puede observarse la unión del ligando se localiza predominantemente en tejido auricular 

derecho e izquierdo, en los grandes vasos y en forma difusa en el tejido ventricular izquierdo. AD: auticula derecha. Al: 

aurícula izquierda. VD: ventriculo derecho. VI: ventriculo izquierdo. Ao: aorta. La mayor densidad de la figura (oscuro) 

indica las regiones de unión del ligando. 
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Figura 11. Imagen de la región posterolateral izquierda del corazón de cobayo en un corte coronal. En A se muestra la 

imagen de la unión del ligando radioactivo (3 H]-7-0H-DPAT a los tejidos cardíacos. En B se muestra la unión no 

específica del ligando. Como puede observarse la unión del ligando se localiza predominantemente en tejido auricular 

derecho y en la aorta. AD: aurícula derecha. Al: aurícula izquierda. VD: ventrículo derecho. VI: ventrículo izquierdo. 

Ao: aorta. La mayor densidad de la figura (oscuro) indica las regiones de unión del ligando. 
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Western Blot 
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La figura 12 muestra los resultados del western blot de los receptores D3 y D4 en membranas de 

corazón de cobayo (aurícula derecha y ventrículo izq~ierdo). Las bandas para los receptores 

(aproximadamente 75 kD) D3 y D4 fueron detectados en ambos tejidos. 

105--

75 

1os--
75 

RA 

-~ 
·~~' -"·~~ 

;¡. 

RA 

~-· 
•;-,19<>.~é~ 

• . 
.,..., ... ''·· 

LV 

T JJI 

LV 

Figura 12. Análisis de western blot para los receptores D3 y D4 en la aurícula derecha y en ventrículo izquierdo del 

corazón de cobayo. Se identificaron bandas de 75 KDa para ambos receptores en ambos tejidos. 
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2.- Papel funcional de los receptores de la familia D 2 en el corazón de cobayos 

A).- Estudios en corazón perfundido. Modelo de Langerdorff. 

a.- En el grupo control, n=l4, se observó que durante tres horas y media de perfundir a las 

preparaciones, únicamente con solución Krebs, la frecuencia cardiaca (Figura 14) y la dP/dtmax 

(Figura 15), tuvieron variaciones, no mayores a un 10 %. 

b.- Protocolo con Dopamina (n=l 8). Seco~~boróel efecto dual de la dopamina. A concentraciones 

b,;.• do 50 y IOOnM" ob"~ó u~t~t~~ii~!~~&.~011}f'::u;~'..'~.~:~fao8 'oon ~poolo al 

control: 218±24/min a 190±26 y 182±18-Iat1dosfpor:nun:utcí;:--_respect1vamente. Contranamente a 
. . , · , · ·,:s:; ~'.~>~~l~;~\.~~~:il\::Tt~~1?·:~.~l~'.j~~~;;:~·~:~:~J~'.·~tf~:'.>:;~~~;)t.'."·~;¡~f{~~\;~,J:;;-.;.~:~¡0,:·{:~ ~;: . . 

partir de la concentrac1on de 500 nM; se mduJoi,un;mcremento;:en:1a_frecuenc1a-cardiaca, siendo el 
- --· •Y;'.~t~;¡g_;_~~ti:Mti~;~\~;-;¡~~~X~};v~ti~~;J'.t:~~-:;:u 

efecto máximo con la concentración de 10 J1M;-(2_1?:!:24(1Uil?-iii\2(58:!:36/rriin,pp<::0.01, con respecto al 
·.:;·.· ·_· .~.::·":~;~i~f·!~f;5~10l:\~f~~~~;4j~~9·;~~t~?{~:sJ?; .. :~~t ;~:}~'.·:·::;\/ "~ :'· ..... _ 

control) (Figura 14 ). En cuanto a la derivaáa'fo{á~imEfí:Ci~'.-l~;¡pfe~Íór{ sobre tiempo (dP/dtm:1x), se 
.. :-}~~~~:~;f&fi.~+~~~~Jf ;:i~t~1J~~~~~t{:¡~~~~;~::;;~.:.·:\' ~:;;;·::":.: 

observó con las concentraciones de 50 y.100,nMfoha'discret!l;téndericia a ·disminuir, lo cual no fue 

significativo. Con concentración de 1 y 10 ~~i}i~;~'.~~~~~I~·fn-¿rnmento significativo con respecto 

al control (de 1800±600 a 2400±350, p<0.05)(Figura 15). 

c.- Protocolo con Quinpirole (agonista D2) (n=12). Se realizó al igual que en el resto de los 

protocolos una curva dosis efecto a partir de 50, 100, 250 y 500 nM y 1 y 10 µM. Con 

concentraciones bajas se observó una discreta disminución en la frecuencia cardiaca 

aproximadamente del 12 % y con altas concentraciones (10 µM), los valores regresaron a los valores 

control. (Figura 16). El efecto sobre la contracción ventricular fue significativamente depresor con 

las dos is de 1 00 y 2 50 nM ( Figura 1 7). Sin embargo a 1 i gual que con 1 a frecuencia cardiaca 1 os 

valores regresaron a los valores control con la dosis máxima de 1 O µM. Estos resultados sugieren 

que el quinpirole esta activando dos diferentes tipos de receptores. Por la similitud del efecto a dosis 
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bajas del quinpirole, con el efecto observado con el agonistaDJ ((±)~7~QH~OPAT) y el·O~ (PD 168 

077) existe la prob~bilicl~d·~~ qlle el efecto observado con el quinpirol~ ~)~ c6~c~~tra~i~ricle 100 y 
--.. -. ·- ,.,<?-.--'-~''.';.._::.>.·:- ---···-'\" - - - - ,- _<::'·_:~;·-,- {~",;.·.'..:~-<:·:~.'._'e ,__ ""· 

250 nM seá mediÍido por'ullode estos receptores. :.." . · ... ·'' "~\ / 

:~~i:;;~ºf ll.,(:~-~~:~:E:.::::··::.º:~(;::~:~~:~:~~l~f f f.~*~::~::~:: 
· efecto dependiente de la concentración, la cual fue.: estadístiCainerite'i'significativa a partir de la 

, ·_, = .. ~, .:- .;-· · .;·. - - :~-< ·-: .. . -·. _ ._ :: ··:: ~.-~~~1?f~;~~~_.{-::<;:~_{1?:~1tr?.<·'; 
concentración de 500nM (p<0.05). El efecto máximo fue observado:coriila c~né'enti:ación de 10 µM 

_· .. ':_<d: .-._>.-.··:-.! «'> .:..-..·;.-_,_:~ ··:··, :\ .'.-;.> ;::_-..::-:>'.:,:'~- ~<:"'.·;-:,.~,.;:"";-' 

donde se observó una reducción cerCatla)ii'4o'.% in·J~ f~ec~e~é¡~:carcliri~~·(p<o.OOl) (Figura 16). 
' ' .. ,;_~,;:"':'<> .. :·J, .. 'L.\"',- : ..• ~.;-.-· - :, :.~,. -~ ••:--·~ 

Este efecto fue revertido con el lav~do 'deJ~ p~~~~ración con solución de Krebs~ Sobre la derivada . : --. ,, '; ~· " : · ... , ~--:.' : ' :. " : . . ; . ' 

máxima de la presión ventricular (dPfdt::(eI (±)-7-0H-DPAT no indujo cambios significativos a 

concentraciones nanomolar. Una reducción en la dP/dtmáx aproximada del 20 % fue observada con la 

dosis de 1 O µM, lo que sugiere que a esta concentración probablemente se esta activando otro 

receptor (Figura 17). Es de notar que en este protocolo experimental se observó un incremento 

significativo en el tiempo de repolarización ventricular (intervalo Q-T del electrocardiograma) 

durante la infusión de la droga (160±12 mseg a 230±18 mseg a la concentración de IOµM, 

p<O.Ol)(Figura 21). 

c.- Protocolo con P0168 077 (agonista 0 4) (n=l2). A 12 corazones se les perfundió en forma 

continua el agonista específico 0 4 (PD 168 077) a concentración de 100, 250, 500 nM y l y 10 µ 

M. El efecto sobre la frecuencia cardiaca fue depresor, efecto dosis-dependiente (Figura 16). El 

efecto cronotrópico negativo fue menor en comparación con el (±)-7-0H-DPAT, pues a la 

concentración máxima usada de l O µM, solo se redujo un 24 % la frecuencia cardiaca, en 

comparación con una reducción del 40 % inducida por el (±)-7-0H-OPA T. Sin embargo se observó 

un efecto inotrópico negativo significativo desde la concentración de 500 nM (efecto sobre la 
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. . -

dP/dtm:1. de 1800±600 a 1300±350, p<0.01 )(Figura 17). No se obserV'arón cambios el"l.Iosintei-Valos 

de conducción· auric"uio:yelltricuhir cP:-R), ni de repolarizadón • veritricuiar:cQ ::.. T). , ; _ ;; ' .. · .. 
, . _, "--: ·, '.~::·.~:-~\<~:-'..~-~c:~-~~-'_\~;/···;;~~-'-~~~-~.):)·,':~:-(·~·~\~~--~·~.~:\~.>:··-~:7.~·--~'":.':\·>.,:." .: : . _;·.::- ·\~~-~. ~·::_·,:·} ·.· -- , _.:; ·:_:-, . : ; .::< > ~ ;_-~~-.... :·<.::~·:··'.·-.: ~><::-'.:{~'f;'.;_:-~~;:i;·:· <:'<.'\., . __ ¿ •. 

f.- Protocolo con (±):)-OH~OPA%ínásPD160 077 (agonistas b 3 yDnéspectivámeitte).~(n=:o6). En 

::,::.:;:n~,'.';:j)iJi~f !~~~::~:::• d:0 ::::::~:.:·:~::d¿~:'f ::::.~.:,::.'. 
., . --·· ,-· '.<:·· 

como se muestra en ¡'~}~~r~w.;r· _-
·,··;_,,•,;y __ ,. 

g.- Protocolo de quiripirbl~ . en presencia de raclopride (agonista 02 y antagonista D2/03, 
', .":.-.·-ó.J: .. ;~l·.:·:' 

.· ··, )":'_-,'. __ :!::·" <:. 
respectivamente) {n=S).':EJ"efecto depresor sobre Ja frecuencia cardiaca y la dP/dtm:I• observado con 

. · ·~-·:':-.:;:2)k:-.~~L1.~··'..:·· '· .. . · 

el quinpirole fueabolició'.~'A~presenciadé IOµ~deraciopride (no mostrado). 

;:~::00z:~~~tjtf f Jjl\\T~l~4!~ij~ig!~"~!')~r: :::~:'.:p:::<~~::.::';.~~:;: 
1 y 10 µM). Se observó que el raclopride a:tpµ.ryt:¡'>pérfundido en forma aislada no produce cambios 

·. -· ··~. :/:~::: :t::-~·::.:~;i-;:}i~~~:'.i;'-.~.~·:'·: .... ~-. : . 
ni en la frecuencia cardiaca ni en la dP/dt~~.i'.Cuando se perfundió el raclopride en presencia del 

,, . . ~- , .. ·:>!::': ··.~-::: ~ 

agonista, en concentraciones iguales (iO µM:)'l~;"frecuencia disminuye ligeramente, cambio que no 

alcanzó a ser estadísticamente significativo. Por otro lado con la perfusión de 7-0H-DPA T, después 

del lavado de la mezcla, a la misma concentración (IOµM), se observa nuevamente la disminución 

de la frecuencia cardiaca (30 %) con respecto al control, (Figura 15). Los resultados muestran un 

bloqueo parcial del efecto del (:1:)-7-0H-DPAT en presencia del raclopride. 

i.- Protocolo con (:1:)-7-0H-DPAT en presencia de U-99194A (agonista 0 3 y antagonista 0 3 

respectivamente, n=8). En la curva dosis-respuesta del (:1:)-7-0H-DPAT (10"7 a 10·5 M) la 

administración simultánea de U-99194A a 1 y 10 µM, se observa que el efecto inhibitorio sobre la 

frecuencia cardiaca del (:1:)-7-0H-OPA T es revertido solo a concentraciones n anomolar en forma 

estadísticamente significativa (Figura 18). El efecto inhibitorio sobre la frecuencia cardiaca inducido 
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por el (±)-7-0H-OPATa concentración micromolar, no.fue modificado·en presencia del U-99194 A 

~ . : ... ·· . '· . f .. ·•···••·• .•.... <. < '. J.. > \·./ ' 

j.- Protoj~IºLt}~~;~K~~0f f ~·i;f C~':~\~~'."~,~~5:·~g~:~tJst/r~t1~y¿i~~~rS::~ºQist·a···;~.·.:·y'· antagonista 0 2103
, 

respectivaménte).(n~ 12);• En: este •profocoJo··seC sttidió_: eL;efecto ~del.· PO· 168 077 ·en presencia de 
· " · _:_._ > .· : _:,t-- ·-:.'. _~~1:±::/~H?t;\~·\~·-0:f ;·-":~:~~x~ ~e:::~-~:_~·-::_::::\::· !.>:e?- ~-:t:~~~-::-'.?~-:X:r[~~;J1~\\;~~t~~~~r~~z~~l~~~~~;ú~11r.·-:~tr--:'."'~;:7:~:~.) -~é.::- - ·" _--. - · -

racloprldc?(ámbos·a c oncentraéiones ~irirl1afesS1 'ó.~~.M)/'.L~s' resultados fueron similares a 1 os del 
' ( .:··. -_·· . >:<>~ _:_~_:-:·' '. ---- ' . ' -' .... ' . :: <:.'~·-::e,}:,:!<~:~' _i:1:}[~~:~Jl~t::J~t:~\}i':,~·~J~t:;,:.~;z~fü:f§:~~'.:.'~: .. >: _-. ·_:: 

protocolo' con el agonista 03, el (±)~7~oH:DPATimás raclopride. El raclopride redujo parcialmente 
- .. ·_:~----_- . '. · - - :<~-.-_:· ._;;~,,:' .. ;~s:~{;i.;~f¿;~{j:·~.~;~~t~iJ·~~~.:\1fC··?~·:;>\<:_·.:-·: 
el efecto cronotrópico negativo del PO:l68',,077!"(redüccióri del 7.48 %) sin embargo el efecto no fue 

·. - ·.;·:.-_:-./ ·~~-~~p;·-;~~.~:·:::_~,:~r~·~(.;'._··: .. · .. < ... --
estadísticamente significativo en coin~ár~c¡¿:~;'~~i~~·¡~;é:~~o cronotrópico negativo inducido solo con 

.·_· .. ~ --r:><~:;¿>:±~~q~~0t~i~ii~.:;;:~::·.<-~-/ · · -
el PD 168 077 (reducción del 17.48 %) (Figura;29);i: ; 

.. · -' :~·:::··.<.'}~~{?·~-~~~.:.~~~)/; .:¡" :-, , ...... ·.. . -: 
K, 1, m.- Protocolos con PO 168 077, en presenCia'.Cie'L~750, Clozapine y U-99194A (agonista 04 y 

.- •• i._ .. , __ :_i~:·~;::::~~~~~~;\~f;'.~ ~{~1~,t-~.'.-~~:~~:::~~'. .. :~:/:.,·;/_/-.; ·:. ' .. ' 
antagonistas 04, respectivamente, n=6 para carla';ahtagonista):"Los antágonistas de los receptores 04 

(L-750 y clozapine) en concentraciones de\•i':{¿":¿~ n~',re~irtilron el efecto inotrópico negativo 

inducido por el PO 168 077 (10-5 M). Tampo~~ ~I ~nt~gonista 03, el U-99194A fue capaz de revertir 

este efecto (datos no mostrados). 
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Figura 14. Curva dosis-respuesta de dopamina sobre la frecuencia cardiaca. Como puede observarse la dopamina induce 

dos tipos de efectos, a dosis nanomolares induce un efecto cronotrópico negativo leve de aproximadamente el 1 O % a 

dosis entre 50 y 100 nM. A dosis de 500 nm se observa un efecto estimulatorio, el cual persiste y es sostenido con las 

dosis subscuentes, siendo el efecto máximo a la dosis de 1 O µM. La gráfica muestra el grupo control, en círculos 

obscuros (•)n=14. El grupo experimental con dopamina se muestra en círculos claros (o), n= 18. Los valores fueron 

normalizados y son expresados en promedio:!: SEM. (•p<0.05, .. p<O.O 1 ). 
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Figura 15. Curva dosis-respuesta de dopamina sobre la dP/dtmax. Como puede observarse la dopamina induce a dosis 

de 500 nm un efecto estimulatotio, el cual persiste y es sostenido con las dosis subscuentes, siendo el efecto máximo a 

la dosis de 10 µM. Nos e observa un efecto depresor significativo. La gráfica muestra el grupo control en círculos 

obscuros(•) n=l4. El grupo experimental con dopamina se muestra en círculos claros (o), n= 18. Los valores fueron 

normalizados y son expresados en promedio± SEM. (•p<0.05, ••p<O.O 1, •••p>0.001 ). 
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Figura 16. Curva dosis-respuesta de diferentes agonistas dopaminérgicos sobre la frecuencia cardiaca. Como puede 

observarse la activación de los receptores dopaminérgicos 0 2-likc, induce un efecto cronotrópico negativo, siendo mayor el 

efecto con el agonista DJ (7-0H-DPAT). En la gráfica se muestra el grupo experimental con el agonista 0 2 (quinpirole, 

n=l2) en triángulos claros ().El grupo con agonista DJ (7-0H-DPAT, n=JS) en triángulos obscuros ()y el grupo con 

agonista 0 4 (PDl68077, n=l2) en cuadros obscuros ().Los valores fueron normalizados y son expresados en promedio± 

SEM. (•p<0.01, ••p<0.001). 

--.. --------~ 
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Figura 17. Curva dosis-respuesta de diferentes agonistas dopaminérgicos sobre dP/dtn•b· Como puede observarse solo la 

activación de 1 os receptores dopaminérgicos del tipo 0 4 (PD 168 O 77), induce' un claro efecto inotrópico negativo. La 

activación de los receptores 0 3 , solo tiene un efecto depresor significativo ii'1a;dosis. de 1 O µM. El grupo experimental con 

el agonista 0 2 (quinpirole, n=l2) en triángulos claros ( ). El grupo con ·agonista 0 3 (7-0H-DPAT, n=l8) en triángulos 

obscuros ()y el grupo con agonista 0 4 (PD168077, n=12) en cuadros ob~c~;os {).Los valores fueron normalizados y son 

expresados en promedio :1: SEM. (•p<0.05). 
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-f:s- 7·0H-DPAT 

-0- 7-0H-DPAT + lJ.99194A 1µM 

--- 7·0H·DPAT + U·99194A 10µM 
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Log 7-0H-DPAT [M] 

Figura 18. Curva dosis-respuesta que muestra el efecto inhibitorio sobre la frecuencia cardiaca del agonista selectivo del 

receptor D3, el {:1:)-7-0H-DPAT en ausencia y presencia de U-99194A un antagonista selectivo de los receptores 0 3• Como 

se observa en la gráfica el U -99 l 94A revierte el efecto inhibitorio del (:!:}· 7-0H-DPA T sobre la frecuencia cardiaca a 

concentración nanomolar. El efecto inhibitorio del agonista a concentración micromolar no es diferente en presencia del U-

99194A. Los datos fueron normalizados y expresado en :1: SEM. •p < O.O 1 comparado con su propio control. 
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Figura 19. Curva dosis-respuesta que muestra el efecto inhibitorio sobre la frecuencia cardiaca del agonista selectivo del 

receptor 0 3, el (:!:)-7-0H-DPAT en ausencia y presencia de Raclopride un antagonista de los receptores Dz/03 • Como se 

observa en la gráfica el Raclopride fue capaz de bloquear el efecto inhibitorio del (:!:}-7-0H-DPAT sobre la frecuencia 

cardiaca. Sin embargo el efecto fue estadisticamente significativo solo a concentración nanomolar. Los datos fueron 

normalizados y expresado en :!: SEM. •p <O.O 1 comparado con su propio control. 

TESIS CON 
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Figura 20. En la gráfica se muestra que el efecto cronotrópico negativo del agonista selectivo del receptor 0 3 y 0 4 , el 7-

0H-DPA T y del PO 168 077 respectivamente, no fue revertido en presencia del antagonista de los receptores 

dopaminérgicos D2/D3 , el Raclopride (N.S.). Como puede observarse en ausencia del Raclopride el efecto cronotrópico 

negativo del 7 01-1-DPAT se aprecia claramente. P> 0.05 con relación al control. 

------- ~---------
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TABLA 5. Efectos de los agonistas de receptores dopaminérgicos de la familia 0 2 sobre los parámetros 

hemodinámicos de función del corazón del cobayo 

Parámetros Valores Quinpirole (±)-7-0H- PD-168 077 (±)-7-0H-DPAT 

Control (10º5 M) DPAT (10º5 M) + 
(n=l2) (10º5 M) (n=12) PD 168 077 

(n=l 8) (10º5M) 

(n=6) 

Frecuencia 240 ± 16. 232 ± 24 **176 ± 26 * 198 ± 18 **170± 18 

Cardiaca 100% 82%(.J..18%) 70% (.J..30 %) 

(latidos/min) 

Presión Sistólica 116 ± 12:.·: **80 ± 16 **82± 14 

Ventricular 100 % 68 % (.J..32 %) 70 % (.J..30 %) 

Izquierda(mmHg) 

dP/dt max *1260±500 

(nunHg/seg) 100% 

Los valores son el promedio± S.E.M y son expresad~s e~:valores ah.sol u tos y normalizados (%). •p<O.O 1, **p<0.001 

Con relación a los valores control. 

-- - --- -- --~--~-- -~ _ ___!. _____ :_ _________ _ 
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Figura 21. En la gráfica se muestra el efecto de los agonistas dopaminérgicos PD168 077 (04) y el 7-H-DPAT (0
3
), en 

el intervalo Q-T del electrocardiograma. Como puede observarse solo el agonista 0 3 induce una prolongación 

significativa del intervalo Q-T con relación al control, (u p<0.01). 
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B).- Estudios elcctrofisiológicos en la actividad espontánea de la aurícula derecha de corazón 

de cobayo. Registro intracelular del potencial de acción. 

Los resultados de estos protocolos experimentales se muestran en la tabla 5 y 6. Como puede 

observarse, es claro el efecto del agonista del receptor D3, el (±)-7-0H-DPAT en la duración del 

potencial de acción en la actividad espontánea de. la auríc1.da de.recha'. La pr?longación de la duración 
- . - ... . ,,• ... . ' 

al 90 .. %fü~ .• aproximadamente deI 20···%,·encompar;ción.con·elregistro control, lo que se 

co~Iaol~~('f f~~j¡,,(~'.7~~!o, '"•·'·' Q~~¡~~~•,'Z;~~~l~~f \~if f \~~tro~arolograma, quc el 

fármaco induce •en la preparación del Langendorff,:'.cTriiúbién>!.se,·Yaprecia la disminución en la 
. :. .- -·' . . . ·. -. ·. ' _,·;'<·~.-:·:>/:~~---:·i~·;::,,:~'_\::;:~:1_;·~_'_~:~~_;;"~:-~-: ::)·:~·:;·~-~-- '.--

frecuencia de disparo por efecto del fármacó; E~ ¡¡\Tabi~·~;i~~'~i~~sff~n los resultados obtenidos en 
--·' : \: ;_:_-:··,~:\;~·.'{}t:~"'.))}~/~.i~;'.:::;f\{:~:->·: .· .. : :"'--< -

las preparaciones de músculo papilar del.efecto del.rigonistá· sefoctivo del receptor D3 , el (±)-7-0H-
:. · .. · :,.. . ·-··, ·.I; ·(. \-·~ ~: '.: .· 

DPAT sobre la duración del potencialde acción en presencia de·estimulación fija. Los resultados 

sugieren que independientemente de la frecuencia de disparo laprobable activación de los receptores 

03 inducen una prolongación en la duración del potencial de acción. 
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TABLA 6. EFECTO DEL (±)-7-0H-DPAT EN LA DURACION DEL POTENCIAL DE ACCION 

DE AURÍCULA DERECHA CON ACTIVIDAD ESPONTANEA Y DEL MÚSCULO PAPILAR 

DEL VENTRICULO IZQUIERDO CON ESTIMULACION. 

PARAMETROS CONTROL CONTROL 7-011-DPAT 7-011-DPAT LAVADO LAVADO 

AD MPVI (to µM) AD (10 µm) MPVI 

Amplitud del PA 108.20 ± 4.53 116 ±2.80 108.50 ± 2.04 115.2±3.48 108.1±3.35 

(mV) 

Duración al 50% del 

PA (mseg) 

Duración al 90% del 

PA (mseg) 

Frecuencia cardiaca 

(latidos por minuto) 

Potencial en reposo 

(mV) 

PRA (mseg) 38.19 ± 

6.07 

Estos resultados muestran el promedio± el error estándar, n=6. PA: potencial de,,acci,ó,n. PRA: período refractario absoluto 

t= aumento . ..!=disminución. • p<0.05 con respecto a su control. 

TESIS CON 
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TABLA 7. EFECTO DEL PD 168 077 EN LA DURACION DEL POTENCIAL DE ACCION DE 

AURÍCULA DERECHA CON ACTIVIDAD ESPONTANEA Y MÚSCULO PAPILAR DEL 

VENTRICULO IZQUIERDO CON ESTIMULACION. 

PA METROS CONTROL CONTROL VI PD 168 077 ro 168 077 LAVADO LAVADO 

AD (10 µM) AD (IOµM)MPVI AD l\IPVI 

Amplitud del 98.20 ± 118.20 ± 4.53 98.50 ± 2.04 116.50 ± 2.04 118.1 ± 3.3 

PA (mY) 4.53 

Duración al 

50% del 

(mseg) 

Duración al 

90% del PA 

(mseg) 

Potencial en 

reposo (mY) 

Estos resultados muestran''.ehpromedio ± el error estándar, n=4. Al: Aurícula izquierda. MPYI: Músculo papilar del 
-·:.~.'.'.:: ~ -.;;~- ··~---?; .. --

ventriculo izqui~rd~:'J>A:'pÓte~é::ial de acción. PRA: periodo refractario absoluto t= aumento;.!,= disminución .• p<0.05 con 

respecto a su có~trol:; 
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3.- Actividad de Adenilato Ciclasa 

Los resultados mostraron que el agonista del receptor D3, el (±)-7-0H-DPAT, no tiene efecto 

sobre la actividad de la AC, ni en aurícula .dere<;:ha. ni en ventrículo izquierdo; mientras que la 

producción del AMPc fue inhibida por el·ag~nis·t~ ~4,(f'DJ68 077), solo en el ventrículo izquierdo, 

un efecto dependiente de la concentrabiÓ.rl'O~~~:i'16:~k1§.~ie~do la inhibición máxima cercana al 40 
··:,: •," - ,-:.' . ·.·- ,, 

% con la concentración máxima usada, ICr5 rvf· (Fig{¡,ra l;). 

110 

60 
control -8 -7 -6 -5 -4 

Log PO 168 077 [M] 

Figura 22. Efecto del agonista dopaminérgico D4 (PD 168 077) sobre la actividad de la adenilato ciclasa. Se observa que 

solo en tejido del ventriculo izquierdo induce una disminución significativa en la actividad de Ja adenilato ciclasa. Los 

valores se expresan en porcentaje:!: el error estándar. •p<0.01. AD: aurícula derecha. VI: ventrículo izquierdo. 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 
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DISCUSION 

Los resultados de los estudios de; autorÍ'adiografia, western blot, electrofisiológicos y 
-· · .. ·: -.-.-_. _-_ 

bioquímicos realizados en este. pro;y~ctc> d~: investigación, aportan evidencias de la presencia de 
.· . ,· ~- . _·:, . i~- - ·-,-~ ' 

'? ,·;-. ·_ .:_,~,:·i . ;'."-; ;, '. ' 

el uso del agonista selectivo de fo~' re6e~tores 04, el PO 168 077 produce una disminución 

significativa de la producción de AMPc en el ventrículo izquierdo del corazón de cobayo. 

Los resultados de autorradiografia y de western blot, obtenidos en este trabajo experimental son 

concordantes con los estudios previamente publicados en los cuales se demuestra la presencia de los 

receptores dopaminérgicos de la familia 0 2 en corazón de humano y de rata, a través de estudios de 

unión con [3H] Spipirone (Amen/a y Co/s., 1993; Ricci y Cols., 1998). Los mismos autores 

encontraron evidencias de que el subtipo D4 era el que mayormente se encontraba expresado en 

aurícula derecha de humano y de rata (Amen/a 1997; Rici y cols., 1998). Sin embargo la presencia de 

los receptores D3, así como los efectos de la activación de los receptores 0 3 y 0 4 en el corazón de 

mamífero, no han sido descritos previamente. 
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Los resultados de autorradiografia para los recepti:iresdopaminergié:ris d~ la familia'D2 y del 

subtipo 0 4 son similares· a los·rcportados por otros·autore~(IJ:men/~,e! ~l19~1.)p9], Ric~il998), 
aunque los. ligandos marcados que se u~aron fu~ron dife~~·~t~f Eit~~l'~s{~;etiJ~:i~~~Íi~closcon la 

. : .... . . ·.'.~ ·:.,.~·-:; ... _:/: :_:<: ·_; :::~?· ~~:\-.:· ._~;:_~;;{.~-.:-.?{~\~<-:;::;:::~;~:;:~'.}~i:~~,:¡;.:}.~:/:~Y~·{t~:\~.·y~·-· 
misma técnica .de autorradiografia han\ uSádo'' c~1110.\ligándo.,;í:!l!1j§a1:::tivi:f;ipifra-' lós receptores 

, . --- _ .. \ .. :~::_ ·- ~::r_.'.{_:-.:~/,:;·:.:' .. ;~;-~}_:.\~~t~-:~_J;:~~-~~;f~~ft~-I{ij~s--~t~~i~t~~~tN~~i{,~~~~\::· ~>-.-.. .-
dopaminérgicos al clozapine (Amenta'et aF1991;'1997,'RicCi';l998):::EHcloiapirie'es un fármaco que 

::;:: :p::~~~:~:: .. 'º:i .. j"Si~ilt~~f ~l~~;~r!ª~,,:::,::'::~º:::: 
interacción con receptores alfa, bet1:1 ~gf~fgi¡:os,' spio,t~ni¡}érgié:os· (~e~!gstón y Cols., 1998, Gioa1111i y 

~:;:~::::;º:º;, º,~,::.·~;f 1~l~~ili\~~;'~~ii~~lJ[;:,~0~0:.::~:,: 
utilizado para caracterizar a estos receptores· (Láht{fy,;~p "' ~· ,,}!.5 ''. razóri;.~or · lá que en nuestros 

· .~.>.~). '.· ?:}·~;?~r~r0r;~;~r;t:~X:; ·¡i;úit.:·- -· · 
protocolos de autoradiografia usamos este · Jigando:: 1 Para:~;pod nar ·al receptor 04, el 

''-' -·-." -;>'~~~~;.'"1;:~":=t;:t 'i;;\i.,;:~.".'.:·#?}~:ú~.~:'~H::·_.;·· , 
:'' . _,_.;,._-··2\.I·>'. "_~r~-~: ,. ,- .- . - :~'--:· :: · 

protocolo experimental de autoradiografía se realizó en. presencia 'de iaclopride el cual es un 

antagonista de Jos receptores D2 y D3 (Protais y Cols., 1994). El agonista selectivo (±)-7-0H-DPA T, 

(7-hidroxy-N,N-7(di-n-propyl)-2-aminotetralin), pertenece al grupo de las aminotetralinas 

(Freedman y Cols., 1994, Levesque, 1996) y ha sido ampliamente usado para caracterizar al subtipo 

de receptor dopaminérgico D3 en diferentes tejidos del organismo (SNC, linfocitos, riñón) y solo ha 

sido reportado que puede unirse a los receptores sigma (Schoemaker 1993), razón por lo cual en 

nuestro protocolo experimental usamos un antagonista de estos receptores. El (±)-7-0H-DPAT es 7 

veces más selectivo para los receptores D3 que para los 0 2 (Sautel y Co/s., 1995). En estudios de 

unión en células de ovario de hamster chino transfectado (CHO), el [3H] 7-0H-DPA T se unió al 

receptor 0 3 con una afinidad subnanomolar (Kd 0.8 nM), mientras que la afinidad por los receptores 

D2, 04 y 01 fue 100, 1000 y 10 000 menor, respectivamente (Lévesque y Cols., 1992). No esta 
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reportado que se una a otros receptores adrenérgicos. Por lo tímtO los resúltados obtenidos con este 
' ' . . . 

ligando sugieren un grado de confiabilid~d ~on relació~ a' la presencia de los receptores 

dopaminérgicos D 3 en los tejidos del corazón de cobayo. El hecho de que previamente no haya sido 

reportado en la literatura este resultado, probablemente esta en relación aque los ligandos usados en 

los otros estudios pueden unirse con todos los receptores dopaminérgicosde la familia D 2 (D2,D3 y 

D4), sin poder discriminarlos. 

Aunque los receptors D 3 y D4 parecen estar localizado primordialmente en aurícula derecha 

nuestros datos sugieren que también se encuentran expresados en las otras cámaras cardíacas, así como 

en los grandes vasos arteriales (aorta y arteria pulmonar). Es de notar que la cantidad de fmol/mg de 

tejido es considerablemente bajo para estos receptores dopaminérgicos cuando se comparan con las 

cifras de otros receptores, reportados en el mismo órgano, como los receptores adrenérgicos (Brodde 

y Michel 1999). Sin embargo debe considerarse que los estudios de autoradiografia son más 

cualitativos que cuantitativos, que si bien nos p em1iten detectar 1 a 1 ocalización de los receptores, 

solo nos da una información muy general de la cantidad de los mismos. Para tener un concepto 

cuantitativo será necesario, realizar estudios de unión con ligandos radioactivos en membranas de 

tejidos cardíacos y con diferentes concentraciones del ligando, para poder detem1inar la Bmax y kD 

de estos receptores. Los datos para el receptor 0 3 en aurícula derecha (4.5 fmol/mg de tejido húmedo) 

no fueron realmente bajos, comparados con los valores que se han reportado en núcleos accumbens (12 

fmol/mg de tejido húmedo) y es alta en comparación con reportes previos en el núcleo caudo-putamen 

(Flores y Cols., 1996, 1998). Además existen varios reportes que sugieren un probable papel fisiológico 

del receptor 0 3 en esas dos estructuras cerebrales (Flores y Cols., 1999). Finalmente aunque la 

densidad de expresión de los receptores dopaminérgicos parece ser baja en el corazón, esta puede ser 

suficiente para que el receptor dopaminérgico D3 esté participando en la regulación de la frecuencia de 

disparo de las células cardíacas. 
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El análisis del Western blot también aportó evidencias para la presencia de los receptores 0 3 y 

0 4 en aurícula derechá y ea' v~ritriculo izquierdo del corazón-de ~~bayo~ Los anticuerpos fueron 
,->>-·:,·:;:~': .'-: :_, ·[- _,: ·-:.~---:..~~-f~ ": . :_\ ·,. 

, ". " . . --: .- :'' -. .-; ; .7 ,_ : :;,,: ';: i . ~ :\t . . '. " ' ~ ,: ' ~ > •;: .-. • • '-• . . ' . . : 
dirigidos_ contra la región extn1celular amino terminal del receptor Oj' y contra la región intracelular 

oa•boxilo tomririoI .d:I ~~~~~~1'.Iº! oual" noti~~~'c~~~ti~® onttc olloo, ru oon lo< 
receptores 0 1, D2 y Ds (Santa:Crüz Biotec/mology, 1nc).: )5:·;'.'.:,:,4:;}f',:\;\t.··.-.-

.. : ·. '·->'.·-~,~Fé;:}f \~,~~:~j~i~'.~i~t~. _-¿<; _'~-- ~~~~:. :· ·;~::; <'., ~~-;L _;_, .: ·_: ~·::~\:'.:~ ~.r{-: -:/i\i:>i~:t}\~~::~{~:;~~~ .. :;:_::_·\:-'.,: ··: ... 
Los resultadosHis10Jogicos;_muestramque. la~act1yaé1orilde;Ios; receptores 0 3 con el agonista 

.. -~ ·_ · :_-. :-~ .<:i~~~;~tffiif}~~~J}\?/~.t~i;~;:~~-;I}:::~~-·:f',::~-i~:-.~~~hi.::._·~~:_'.~<;~;.::~\~{!{:~~~~~\{::~~ti~~:·_;+,}~: .. :·i;{~. ·.· : -., .- :_ 
selectivo (±)-7-0H~DPAT,';~iridiiceiün.'.élaro: .. efecfo\ .. onotiópico·· negativo dependiente de la dosis 

:~: \/.~::.:·~\~J:·~ ::J~::~tü12~~i\·~7~~fa~(~t?~~~;\~;,~:~·::~;}n~:~;i~s~~·1~~-l~t~~: ~~;.'.~~:h:· .. ~:,'.t~.:·: ; :·· · · 
administrada. Ntiestros.~résültadoss óbiel'á1freé:uencta.fcardiaca;füeron estadísticamente significativos 

· •·. ..:ti'~;N,*;~~:;1:~;~;~~¡~;~;~~;:;-~~1};~~7i.if;~~:-t"~;i;;~~jh~~tt:~~¡;:::tN;,?;.; • · .. -· 
desde concentracmnes_',nanomo _ ' Q,.;::~N1);1'apoyando;];_el '·:concepto de que los efectos fueron 

.·: ,:-.:;'·. '.·'.;:~~.~:¡;:.:·;;.~~~t~~.{~~t~~/!:~:1~~?·.t~~H~11E~(;>~fkt~~~.; . X\i~N¿:~:J:~·/~·rt~j~ ~v~~;f i:;~;;};}ft(~i-~~~;-:·,: .. ~:~/.:: · 
mediádós á; tra:vés'oeVreceptor·¡03 '(Devoto~ <:;óls~H199,5; ckjij/ C/os.. 1997, García-Sanz y Cols .. 

·:. • :· ''. ··:· ·J •• ··.;: •• ; ;~ ·)::.~:.~~1; :~· ,'.~·%: :.~);;:~~~·~#~~J~,::~/,~t~;::~;~J::<:~~~'.~~~.~~~{~?t;~;.l~~~~ :~ \ Y~·\f--. ;·:·i~;::::>.~;-~~:·_:~~- ... '.1 ;t:~l~)*~f ~::~ f :~ · ~. ~ .:.-:: ',,. 
2001, S otnikovlzy CbÍs;!'.!2o{.JJ):w~t~s resultados s'on e onsiste~ies c§n reportes previos a cercad el 

papel funcion~l de I:~,;~J~~~~~fr~~;i~ la· actividad de las neJ;bn~s"¿~1·eis~ y_ Co/s., 1995, Lejeune y 
. , '. .~'~:,':: : -. 

Mi/lan, 1995). Usando (±)~7-0H-DPAT, la activación de los receptoresD3 en el núcleos accumbens, 

área ventral tegmental y substancia nigra p ars compacta produjo una inhibición del disparo de las 

células (Kreiss y Cols., 1995). De acuerdo a estos resultados, un efecto inhibitorio sobre la frecuencia 

de disparo de las células cardíacas por activación del receptor D3, podría explicar el efecto cronotrópico 

negativo que induce el (±)-7-0H-OPA T en el corazón de cobayo. El efecto cronotrópico negativo del 

(±)-7-0H-DPAT disminuyó en presencia de raclopride (antagonista 0 2/03) y el U-99194A 

(antagonista selectivo del receptor D3) en concentraciones de 1 y 10 µM. El U-99194A revirtió el 

efecto inhibitorio del (±)-7-0H-OPA T, sobre la frecuencia cardiaca únicamente a concentraciones 

nanomolares, mientras que Raclopride fue capaz de bloquear el efecto inhibitorio del (±)-7-0H-

DPAT a concentraciones nanomolar y núcromolar. Sin embargo el efecto fue significativo 

estadísticamente solo a concentraciones nanomolar. Estos resultados sugieren que el (±)-7-0H-
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DPAT induce el efecto inhibitorio sobre la frecúeneia cardiaca probablemente a través de dos 

mecanismos. Un mecanismo directo a}ra'yés· de acti~acit)ri de;_rec~ptores D3, ya que el efecto se 

produjo a concentraciones nanó~o~i~ y;'tu6'·f~vx~hid~~:¿r~f:iJ::99y94J\.; bfro'prÓbable mecanismo no 
-.-,' ·· : ·; ;\ .'.~::~/.::.,~··_-~¿:;'./\:>;~;·'.-:~:}r~'.:.~::·f~.J!i~;-~~tt:>.:tX~-:~.~~;lE·;,i~;.k<:., 1·;:·~\ ·~ • _ 

mediado por receptores dopaminérgicos y a'"é¡he'.el ~'efeCto;eiiihibitoiiif;'deC (±F~ -bH-DP A T sobre la 

-uen:;: ::::::,:.·::::::·::~;¡i~if !ll~~~t::~tf ~i1!:~:;~1::ujo una 

disminución en la frecuencia cardiacá.·sin\c;ífÍ1l:i:arg()'., ,;,e eéJ.o:;_ciC>_]'i~frópicó negativo inducido por el 
~~~~·.:.:: r:: :: :··.: ;'.(~~-.. t.::\~·:/\:.~::~:\~;\~t~~f:If.':m?\~)~5~~~;~,~~~¡:i'.1~~V: . ·~ ,,.~: ·. · 

quinpirole no fue dependiente de la dosis yso19:5¿;~!)8ervÓú1c'onéénfraeiones nanomolar. Ya que el 

efooto eronotnlp;eo negativo del qu;npirole i~,;~~~~;~~~~~~;f ~e rnolopride, proboblemente 

este efecto esta siendo mediado también por recept~;esD3 : '·· • 

La probable activación de los receptores D4, con el uso del agonista PD 168 077 también 

produjo un efecto cronotrópico negativo, sin embargo este efecto fue menor comparado con el efecto 

inducido con (±)-7-0H-DPAT, ya que los cambios solo fueron significativos a concentraciones 

micromolares. Estos datos sugieren que ambos agonistas inducen activación del mismo receptor pero 

con diferente afinidad. De acuerdo con esto el efecto cronotrópico negativo inducido con el PD 168 

077 también fue bloqueado en presencia de R aclopride, a poyando 1 a idead e que el P D 1 68 O 77 

interactúa con receptores D3 • Varios estudios han demostrado que el (±)-7-0H-DPAT, activa 

selectivamente a los receptores D3 con dosis similares a las usadas en el presente estudio (Levesque y 

Cols., 1992, 1996, Shoemaker y Cols., 1993, Schwartz y Cols., 1993, Sautel y Cols., 1995). Sin 

embargo hay pocos estudios que apoyen que el PD 168 077 es agonista selectivo para los receptores 

04 ( G/ase S., 1 997, C lifford J. y Waddi11gto11 J.L. 2 000). Hasta esté momento y en ausencia de 

agonistas más selectivos para los receptores 04, nuestros resultados sugieren que el PD 168 077 

induce activación de los receptores D3 y 04. 
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Con el uso del agonista del receptor D4; el PD 168 077 se observó un efecto inotrópico 

negativo p~edotniriant~, Én,_c:~:mtraste~soló alta,s CO!JCen_tl"aciones· del (±F 7~0H-DPATfueron capaces 
> , ·~;,_;:~. ,,;;:.: ·.- .. __ '-;_·-·,,·. · · •. (i,\:_,.Y:.--- .. --.-·-.:··:··· ·,· ..... - ---- · - -,-· ····"<' · ,- ' · 

de reducir~ la !dPidt;;¡;;;;~; KE1)ir~8t~:ih~t~Ó)Ji~~ ~egriti~~· inducido por el PD •.. 168. 077 no fue posible 
:- . · ':_--· ·--~~/- _-~;~~'.-:;.,:::f;/r -~y--?-:'. ~-~i~/\:'-~·º:_:-~<~',:·:~:·.:>·~~:( ._;·:~~~---. ·_·-~·:t:.,::\:_·_y:;~-~~: ·'.·,,·-~~~-:~·<!·t?? :<·::'.} .:r-~_ ·:·- ··_-·; _- .. _--_:~- · · · 

revertido c~ri el ti's6 d~ ~ntagonistas de los.tdcciptof~s·o4, como el. L~ 750y 'ef~i~zapine, ni tampoco 
·"-.. :~_-_;;~·,_·;:: .;',;:-~~< f~i-~·:_; __ :;-~_.- _ >:-.--.~-"·.-L _;~;··:~~-::::.:.~·:1_1~~--~'.;~~n~>-~f!~~~-::-:~~~=-< --.- _-- ·- ;~~--' r · ':~·: 

conRaéloprid6; n ic on el U -99 l 94A.J P ~Ú:~;:'q u~,'.~ st~s resultádos necesitan ser e onfirmados con 

antagonista~ más selectivos de los rece~~br~~-'~t~~~~~~~:esténdi~pbnkles.'. ·;~'. •. 

En acuerdo con nuestros resultadÓs;6;,'~~ti~i6f~'~ d~l~sr~~ep~ores:D~',,I1oproducen cambios 
"_:,::,~·;·;f(?~~'.\~Y~~. '.~'.;~~,·~ · f - -~-~ .... ..:·~":· ~-- - -,:· ._ '. ·: < ::< ·:;___ . , /~,::>: .:.:, . . _ 

en los niveles de AMPc (Freedman y Cols,/ipf?.4,::sTangy.Co/s:,' 1994,':Ma~f<CeÍtzie y Cols., 1994, 
>_-:·._. :·· .~._.~-->.j~,~y_:~~~-_:-:~<-:, ~.-_, _·>: .' ·'. -:- - , .. - --_ --, ·--~:-.. _·. :--~;:. <'_;}~-~-~~~r:_~_~\·\· 

Aretha y Galloway, 1996). Varios reportes; ci~Afifi~~srealizados en.ciir6r~rí'í~~Sineas celulares que 
.·. J!~;}~;:;(J.•> . ·.. .··.· ··•· .· ' ; '%,\ci1t7:il/'. ·. . . 

expresan receptores D3 sugieren que estos: receptó res,; pueden no est.ar,.: acoplados al sistema de 

::::,~Y m:::·;;~~~~;:eyyL~~;.'{~~iií;~f ia~o~t'.Z:~~::wd: :::: .. :•::: 
variedad de señales de transducción activados pof los receptores 03 que incluyen la estimulación y/o 

' .:· ·.·-·· - ' 

inhibición en la actividad de la AC (Chio y Co!s., l 994a, Potenza y Cols., l 994, McAl/ister y Cols .. 

1995). Otros estudios que indican que los agonistas de los receptores D4 pueden inhibir la 

producción de AMPc, la incubación de tejido de ventrículo izquierdo con PD 168 077 se asoció a 

una disminución significativa del e ontenido de AMPc (Chio y C ols., l 994b, Tang y C ols., 1 994, 

Missa/e y Cols., 1988). El efecto inotrópico negativo que induce el PD 168 077 en el corazón 

aislado del cobayo, podría ser explicado a través de un efecto directo en los miocitos cardíacos. Es 

probable que el receptor 04 esté acoplado en forma negativa a la adenilato ciclasa, explicando la 

inhibición en la producción del AMPc observada en nuestros estudios. 

Además de estudiar la frecuencia cardiaca, la presión ventricular izquierda y la dP/dtmax. otro 

parámetro que evaluamos en este estudio fue la actividad eléctrica del corazón a través del 

electrocardiograma, bajo 1 a influencia de 1 os agonistas de 1 os receptores D 3 y D 4. La e onducción 
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eléctrica se midió a nivel auriculcí~ventricular (inten'aló P~R) y ventncúl.ar (intervalo Q-T). La 

activación .delos 'receptores ;.'Df" con. el ago~ista 'i(±)-7~0H~DPAT 'causó ·una significativa 

P•olongac;ó~·~~~{~~lt~i!~~~.~{~~\/~!~~~.3.G.1;•.=e&;~~~jpiJrncrunb;o, en el ;nre.valo 
. P-R. En apo)'o;a estos' resUitaCios~Iitprcílcirigación' delintervalo Q~ rse relaciOnó con la prolongación 

,;gnrnc8Hva ~~ ~\;jir~t~Í~~f ~ltf~~~tl~~ acc;ón ob•e.v•d°'.;;. 'ª• . aurlcul• derecha con 
automatismo y.en'Ia aüfiéuJ~ .. Úi~i&a''t'tin ínarcapaso del corazón de' cobayo con el uso del mismo 

- ... ~·: -<;,.,~~.:< :~ S?t~~~;:::i~f~j:;;]t7~t\:~,~~~~:\~~0.~f:::,:~~/; ~'.::'. :.' · ... ~< · ~ · , :·.~.::.··.·, ,f~,;/~: i'. ·::/: 
agonista (7-0H-DPAT, 'to·5 ,M):TYEn}contraste el uso del agonista dé'Jcis receptores 04 no produjo 

· .. ·~'.·;"_:···:·.;:.~<i,/:;:~~~}~~/{:~~}~~y~~:t·i:··>.<:·: ... -- ~~- . _ ._;.-~.:..-- -~)~6;'.i;;fJ.~/S\~/:' 
cambios significativos en los fotervalé>'s;P~R'ni Q-T del electrciéardiógriúna, sugiriendo que no tiene 

.. -'\:;: ff~~;{~}j~~~)~~~~J.~>{{~/:. ~ .:.~·:< :" .'; .• _ _: __ :_:.·:<. >~>~-~-~· .. : -~<~Lj~::~:}~H:~f~~~~~!1.;~.:<:_. : ... 
efectos en la conducción auriculó~veritncúlárn[en la repoládzaCión:ventncular. 

::·: _,;~-~~:~{(:~;:2~~2~\(::'.~~·.;::::1, ~:~ ~ • '.-·~:._;.:?;: .-~ ,::.~;-::. :·:;_~'.ft~~~t~~;~l:i;sr{~~t(~~~'.wt·'~:; · 
Los mecanismos a través.de. l<:ís1~éuíilefla-:activacfón(é:lé,Ios receptores D3 induce un efecto 

: :._:: {_:J·'.:~.~~'.~~~rtltt~¡{~~~~1:f¡q~~~~f.~~1~.~~:~~: :s~~;~~~"l/~~I. '!N~~~~-.. -:~~i~_:\~ -· · · : , 
cronotrópico negativo e increrrientri':lá 0:repolanz·ac,ióii'~>veritriculai:. no es posible explicarlo en el 

,:· .-, ·r ·.,: ·:YJ~~~~:.'.'~;~;·:~:~'.·gf:if:t§~;~-~1,iW}~~:~:'.~>".·::,:..:.~:·:-. · --
momento actual. Los receptore{cíci.h~Fri¡~'fiiü·;j);i1 ~e ~ncuentran localizados en las terminales 

. . ,-; '.:~. : ,- '. :'.\;~~:~~s~~{~tt1:f l~:~f~~; )~~~!:~~> ·_::·~, :,- ' r 

nerviosas simpáticas en I.os tejidos' pedfériccís 'en donde ellos pueden modular la liberación de 
-·.' · .... _ <'.·.:.;}·.:~: :' 

noradrenalina (Ricci y Cols., 19!)4, Missale·y Cóls:• 1988, Foucart y Cols., 1988, Felder y Co/s., 

1989, Dlewati y Cols., 1989, Amenta F., 1997). De hecho ha sido demostrado que el uso de 

agonistas de los receptores de la familia 0 2 en tejido auricular derecho de humanos (quinpirole y 

propilnorapomorphine) producen u na inhibición en 1 a 1 iberación de n oradrenalina (Rump y C ols., 

1995, Abadie y Cols .• 1996). La participación de este mecanismo en el efecto cronotrópico negativo 

inducido por el (±)-7-0H-DPAT requiere ser explorado y confirmado por otros estudios 

experimentales. 
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Receptores Dopaminérgicos en corazón de mamífero. Implicaciones futuras 

La demostración de la presencia de los receptores dopaminérgicos D3 y D4 en el corazón 

de mamífero abre un amplio campo de investigación para conocer la participación que puedan tener 

estos receptores en las funciones de automatismo, conducción y contracción del mismo en 

condiciones fisiológicas y fisiopat~lógic1;1s; La participació!l • de. un sistema de transmisión 

participando los receptores dopaminérgicos. 

dopa~nérgic~ dentro de los 01~c.~.~.iJ~~¡f }~f~ti;r;{~~~:~~0wf:I~t~~~J.~~;e.~Z~~}~~;y~Z,ón de mamife~o ha ~ido 
sugenda previamente, los resultados·obtemdos•en:este,,trabaJo;·expenmental apoyan su existencia y 

... : .. -· :·::: __ :~:~~}:-~t~~~~~;~~{{:~~;~H1~:'.;\~th:i·~;~U:i~t:~~i.~i1U::~~~\~:·: '.~,::~~·.:.::·:·; 
expande el campo de investigación en esta áreai)o'.qu_e;ofre<?~'.ii1:1~Y<l~'ált.emativas para explicar los 

-· ~~.> ._: ·: ~ .. · .. ~:~ :·%¡i~~>;~.1~~:~\:~11t~~~¡~~if:~tr;./.:~-~-; l; .-. · 
mecanismo de regulación de la frecuencia: cardiacay'p_or~foj~_mplo;~;'así como probables nuevas 

-·;-::. ·. '.;: _~-·~:~:/~i:>f~~~J~Y~{'.;?;~:~~-r~;(~~:1~:!r~}Y-~,g:~:-t~·:r:: --_ : 
alternativas terapéuticas en diversos procesos fisiopatológic.ás;cardíaéós en los cuales podrían estar 

·· .. ,::::'.~_::- }~·?-{/!;_::::r~·:}:~~~¡~?~~:\~: ,.. 
·:· .. " ... ,._~-,. ·:¿,~;~\~::{l~.,s:.:)~!t?-·r .. 

-- -~;-: »<<:.' -~.-~:>·: .... 
' ,·,•,," - ·<('.'' 

Dentro del proceso de continuidad de este proye~to ·~e' fríyestigación quedan aun varias 
.'.:·; 

preguntas por contestar: 
.:·· ,. 

;,".• 

!-¿Cuáles son las características farmacológicas de los agonist~~selectivos (7-0H-DPAT y PD 168 
. . - ''" - -· ~: - . -

'' _:':-~ ~·-:·~:- , ... --

077) de los receptores dopaminérgicos D3 y D4 eri}os tejidos cardíacos? 

2- ¿Los receptores dopaminérgicos D3 y D4 están localizados en las terminales nerviosas simpáticas 

cardíacas y/o en los miocitos? 

3- ¿La activación de los receptores dopaminérgicos D3 y D4 influye en la liberación de noradrenalina 

de las tenninales nerviosas simpáticas, como ha sido demostrado en otros tejidos? 

4- ¿Cuál es la señal intracelular o el mecanismo de acción que se activa por el receptor 

dopaminérgico D3 en los tejidos cardíacos y que explicarían sus efectos 

electrofisiológicos? 
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5- ¿Se alteran y/o modÍfican los receptores dopaminérgicos 03 y 04, en s~'expresiÓn y/o su función 
' ' . " ' ' . ~ ' ' .. :' .·' 

en los .. · procesos.· fisiopafológÍcos' cardiacos cÓÍno la 'irisufici~ncia. cardiaca, cardiopatía 

. .··. h;~,~TI~i¡f~~~~J~¡~~;¡~.;t~i}}';,~~,:~l~·'!.i{g~i~'. 
6- ¿La manipufa'ción:fiirmaéológiCa"de los;re~cepforéii'élopanuñérgic§s'·pJ'.y::p4; modifica el desarrollo 

-, - ·. --~?~::{'.~'~)~~~·=·~ti¡-~(if~:J.~~~~~~~~%~,~~i,t¡j~ffi~~~it~~tW~~;;.~;y~i~;~~·:/I;fütP.~ -~~f~í;: :_~t~li~~fJ~r?i~{) :_ · . 
. de'; procesos'~;' füi0j)afol6gfoos~1caidiilco om suficiencia·.:, cardiaca, cardiopatía 

- ._. : , '·;~- -~"-~:<·~":·:\'~;:'~~~. ~::~·~:~~,~~~,-~-~t:;;~·;;·~·~·-, ¡!_~' ,~'1'~, ."-:/;~~:'~ ' 

hipertensiva; y cardiopatía isquéniica?, :,' ·> : " · : .;:::,, ¡;,; .. ~, ; . 
« . ":::.'_~~1-~';j~),' ~<~ l ;)¿-~~~·~]~~~_:;" ,:1 -~;--:!· -.k;~. ~~:::;~ -', 

La contestación de estas preguntas nos permitirá tener,un'•mayor c.o.nocimiento y entendimiento 
· ·_ :, .. < --\:. ~,:~_~dü~-i;~~~:~ S1;t~;~~f ·i~f { ;{~r,~1 ;~~ ~:~1~I~:~:A:füf :;:,~-~(i?:~:n¡:~~:·.~<.i:¡~~~~;~;~~i~ i:~~tf }:~f~:~~f;t~J~~~~z 1 ~f (¡ ~-· _:. ~:~:.-~-"~ :_ 

acerca de cómo los recept6res'déipa1i"iiñérgicoscD3\y,D4'participari)ri!aCrégúlációri de las funciones 
. - -·. . :· .". ·. ··:>~.~~:·--~~-~~~~'.~:~./.~~;:-~: t<t~~;~~~n~Jf;~}:~~t}~F-:t?~~~'.t,f;:::;. .. '· 

del corazón de mamífero, eri 6ondici~nes fisiol~gicas~y;fisiopatológicás"como en la insuficiencia 

cardiaca, cardiopatía hipertensiva, y cardi.opatía isqJ~·~~~!.~~'.~¿n~~ :: ~r~~able que los receptores 

dopaminérgicos estén involucrados. 

CONCLUSIONES 

Los resultados de los estudios de autoradiografia, electrofisiológicos - farmacológicos y 

bioquímicos realizados demuestran: 

1- La presencia anatómica y funcional del receptor 0 3 y 04 en el corazón aislado del cobayo. 

11- La activación de los receptores dopaminérgicos 0 3, a través del agonista selectivo (±)-7-0H-DPAT, 

inducen un efecto c ronotrópico negativo, efecto que no esta siendo mediado por inhibición en 1 a 

producción de AMPc y esta asociado a un incremento significativo en la repolarización ventricular. 

111- La activación de los receptores dopaminérgicos 0 4, a través del agonista selectivo PO 168 077, induce 

un efecto cronotrópico negativo moderado sin modificar la repolarización ventricular. El efecto 

predominante fue el inotrópico negativo, efecto que esta asociado a una inhibición significativa en 

la producción de AMPc en tejido de ventrículo izquierdo. 
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Resultados de este estudio han sido publicados y presentados en congresos nacionales e 

internacionales. 

Publicación 

1. - Gómcz MJ, Rousscau G, Nadcau R, Berra R, Flores G and Suarez J: Functional and 

Autoradiographic characterization of Dopa mine 0 2-like receptor in the guinea pig Heart. Canadian J 

Physiol and Pharmacol (en impresión). 

Resúmenes a Congresos 

1.- Berra R, Gordillo L, López-López G, s~'árezJ~c~~'.~av~~ta'l,a LK: Florez G and Gómez MJ. 

Dopamine D3 rcceptors: Anatomic distribútiJh. ~'rfü ¡~¿tidn~l ~61e: Xxl Meeting of the American 
,:.·;.~:·.'~~.;~)~;~:;·.·; ~:-~/:~:::~.'.: f j--:1{t:. {~~;J ~~~,;:e~:~;: :~~r.::.:. ~:-~i?:::.~: .· ~\~: --

Section ofthe Intcmational Society forHeart'Researéh:1.San'Dieg6 CA;· 9-12 June, 1999. 
'\·: ;.,;,~;~1t:'.:{~\;~~h\/~:?.~':.~~+~~; :_<' ;~.; , .. _ /._' .. -~', . 

2.- Gómez M.J.1 Cuellar M 1
•, Franco'M3~·'.áiid'b'.i~rhiínde~·y2 •: Dopamine D3 receptor in normal 

. ¡ ~ ': ,.-}~:::·~-:~t~~~~-~--~~?: :~:~?~}\'; ¿; :·:.-~:·/··: :'~--' . 
and hypertrophy cardiac tissues ofrat: El~~t~~~~y~Í6tcigys~dy. 1Instituto de Fisiología. Universidad 

i. . -- ~" ; ' • ( - . ,,, - -.. ·. ··~\·:,,, .·,-·.,·: '"' 

Autónoma de Puebla. 2Depto. Fisioiii~f'ií;·BÍbflsi~a y Neurociencias, CINVESTAV, IPN.3 Instituto 
: . ·¡;.::< --··~ ,_···._ 

Nacional de Cardiología "Ignacio C~~~~~ .... México. Aceptado para presentación oral en el XLIV 
.·· ·~r. ' 

Congreso Nacional de Ciencias Fisiológicas a efectuarse del 26-30 de agosto del 2001 en Monterrey, 

Nuevo León. México. 

3.- Gómez MJ*1, Berra RI, Suárez J3
, Rousseau 0 2

, Nadeau R2 and Flores G 1
• Functional and 

autoradiographic characterization of dopamine D2 family receptors in the guinea pig heart. 

}Instituto de Fisiología, Universidad Autónoma de Puebla, Puebla, Puebla, MEXICO; 2Centre de 

Recherche, Hopital du Sacré-Coeur de Montréal, Université de Montréal. 3Escuela Superior de 

Medicina-IPN. México, D.F. MEXICO. XXII Congreso Nacional de Cardiología, Cancún del 18 

al 22 de Noviembre del 2001. 
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Functional and autoradiographic characterization 
of dopamine D 2 -like receptors in the guinea pig 
heart 

María de Jesús Gómez, Guy Rousseau, Réginald Nadeau, Roberto Berra, 
Gonzalo Flores, and Jorge Suárez 

Abstrae!: Dopaminc rcceplors includc thc D1- (D 1 and D5 subtypcs) and D2-likc (D2 , D3, nnd 0 4 sublypes) farnilics. 
D1-likc rcccptors urc posilivcly and D,-like rcccplors negalivcly coupled lo !he adenylyl cyclase. Oopamine D,-like (D4 

subtype) rcceplors havc heen idenlified in human and rul hearts. However !he presence of D2 nnd D3 receptor subtypes 
is unclear. Furlhcrmore, lheir role in cardiac funclions is unknown. Dy uutorndiographic sludies of guinea pig hearls, 
we idcnlified 0 3 and D4 reccplors, using the seleclive rudioligands [3H]-7-0H-DPAT and !3HJemonnpride (YM-09151-2 
plus raclopridc). Western blol analysis contirmed D3 nnd D4 receplors in !he righl nnd left ventricle of the same spe
cies. Seleclive agonisls of 0 3 nnd 0 4 receplors (±)-7-0H-OPAT nnd PD 168 077 (J0-9 lo 10-5 M, respectively) induced 
a significan! negative chronolropic nnd inolropic effecl in the isolated guinea pig hean preparation. Negative inolropic 
effect induced by PO 168 077 wus associaled wilh nn inhibilion in cyclnse nctivily. No changes in cyclnse activily were 
found wilh (±)-7-0H-DPAT. The aim of this study is lo supporl the presence of 0 3 und 0 4 receptors in the heurt. Al
though our resuhs suggesl 1hut 0 3 nnd 0 4 receplors are funclionully active in the heurl, we need udditional informntion 
wilh an unlagonisl and 1111 ugonist of improved polency and selectivily to understand !he respective roles of 0 3 nnd 0 4 

rcccptors in thc curdiac funcrions. 

Key wonls: Dopamine receplors (O,. D3, D4 subtypes), auloradiography, Western blot, cAMP, heun. 

Hésumé : Les récepteurs de la dopamine incluen1 les familles de type 0 1 (sous-types D1 el 0 5) et de type D2 (sous
types D,. 0 3 et 0 4). Les récepteurs de type 0 1 son! couplés positivement et les récepteurs de type 0 2 couplés négalive
menl u l'adénylcyclase. Les récepteurs de lype 0 2 (sous-lype 0 4 ) ont été identifiés duns les co:urs d'humnins et de rats. 
Toutefois, la présence des sous-types 0 2 et 0 3 n'est pas clnire, et leur role dans les fonclions curdiaques est inconnu. 
Des émdes nutoradiogruphiques nvec les radiolignnds sélectifs [3H]-7-0H-DPAT el [3H]émonupride (YM-09151-2 plus 
raclopride) ont pennis d'idenlifier les récepleurs D3 et D4 duns les co:urs de cobayes. Une analyse par lransfen de 
Western a confirmé la présence des récepteurs 0 3 et 0 4 dans les venlricules droil et gauche de cette espcce. Les ngo
nisles sélcclifs des récepleurs 0 3 et D4, (±)-7-0H-OPAT el PO 168 077 (de 10-9 u 10-s M, respectivement), ont provo
qué des effels chronolrope el inotrope négalifs significatifs dnns In prépuration de co:urs isolés de cobayes. L'effel 
inolrope négalif induit par PO 168 077 u élé nssocié i'l une inhibition de l'nclivité cycluse. Aucune variation de 
l'aclivilé cyclase n'n été observée nvec (±)-7-0H-OPAT. Cene étude a pour but d'nuester la présence des récepteurs D3 
et 0 4 dans le co:ur. Dien que nos résultats donnenl il penser que les récepteurs 0 3 el 0 4 son! fonctionnellemcnt aclifs 
dans le co:ur, nous avons besoin de données nddilionnelles, uu mayen d'ugonistes et d'anlagonistes plus puissanls el 
plus séleclifs, pour comprendre les roles respectifs des récepleurs 0 3 et 0 4 dans les fonclions cardiaques. 

Mots clés : récepleurs de la dopamine (sous-1ypes o,. 0 3, 0 4), nutoradiographie, lransfcn de Western, AMl'c, co:ur. 

[Traduit par In Rédaction) 

lntroduction as well as the functional role of the dopamine receptor in 
central and peripheral tissues has increased. lt is presently 
considered that the action of dopamine, an endogenous 
amine, takes place through five dopamine receptor subtypes, 

Since the first cloned und sequenced dopamine receptor 
was made (Bunzow et al. 1988), researeh on the distribution 
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which are coupled to the guanine nuclcotide protcin (G pro
tcin) transmembranc system. Oopamine receptors included 
thc 0 1-family rcceptors (renamcd 0 1-like rcceptors) and 0 2-

family rcccptors (rcnamed Drlikc rcccptors) of !he former 
classification (Kebabian and Calnc 1979; Andersen et al. 
1990; Civelli et al. 1993). Dopaminc 0 1-like reccptors in
clude 0 1 or D1A and 0 5 or Dw, while dopamine 0 2-likc re
ceptors include two isoforms of the 0 2 receptor subtypes 
and 0 3 and 0 4 receptors (Giros et al. 1989; Civelli et al. 
1993; Jackson nnd Westlind-Oanielsson 1994; Missale et al. 
1998). Expression of the dopamine receptor varies from one 
animal species to another and even from one tissue to an
other in thc same animal. 

Dopamine D1-like receptors are positively and dopamine 
0 2-like receptors negatively coupled to the adenylyl cyclase 
(AC) enzyme (Hom et al. 1974; Kebabian and Calne 1979; 
La¡:areno et al. 1985; Weiss et al. 1985; Jackson and 
Westlind-Danielsson 1994). Howevcr, interaction with other 
intracellular signals such as phospholipase-C has been proven 
(Felder et al. 1989; Vallar and Meldolcsi 1989; Jackson and 
Wcstlind-Danielsson 1994). Dopamine receptors have been 
studied mainly in the brain, where their participation in the 
control of motor activity, behaviors, lcarning, and mcmory is 
known (Camsonne 1987; Clark and White 1987; Jackson and 
Westlind-Danielsson 1994). Dopaminc reccptors are also dis
tributcd in the pcriphcral tissues. Thcy are considercd similar 
but not idcntical to thc homologous brain dopan1ine rcccptors. 
Activation of peripheral dopaminc rcccptors induces 
vasodilatation in renal, mesenteric, and coronary a11cries. This 
cffect has bccn explained through postsynaptic dopaminc D1-
likc rcccptors and prcsynaptic dopaminc Dz-like rcceptors. 
Thc fonncr induce a direct vasodilatation whilc the !alter pro
duce an inhibition of noradrenalinc release from prcsynaptic 
neurons (Brodde 1982; Kopia and Valocik 1989; Missale et 
al. 1988; Ricci et al. 1994; Amenta 1997). 

Through radioligand binding und autoradiographic studies 
with [3H]spiperone as a ligand, the dopamine Dz-like recep
tor binding sites in thc human heart were evident (Amenta et 
al. 1993). Using [3H]clozapine as a ligand (dopaminc 0 4 re
ceptor antagonist) the same author found positive binding in 
the human and rat atria tissues, whereas no specific 
[3H]clozapine binding was found in ventricles, suggesting 
the expression of 0 4 receptor subtype in atrial tissues 
(Amenta 1997). In support of these findings, Ricci et al. 
1998 found that [3 H]spiperone was bound specifically to 
sections of the human and rat atria and ventricles, whereas 
preincubation with a 0 4 receptor antibody and subsequent 
cxposure to [3H]spiperone caused a rcmarkable decrcase of 
radioligand binding only in atria tissues. Othcrs studies have 
reported the expression of dopamine 0 1-likc receptors by 
Western blot analysis and light microscopic immunohisto
chemistry tcchniqucs in the human and rat hearts (Ozono et al. 
1996, 1997). However, radioligand binding and autoradio
graphy studics were unable to detect binding of [3H]SCH 
23390, a D 1 receptor antagonist in the human heart (Amenta 
et al. 1993). In spite of data supporting the presence of do
paminc receptors in the heart there is no information about 
thcir physiological role in cardiac functions. 

The first purpose of this study was to evaluatc thc expres
sion of dopamine Drlike receptors by means of dopaminc 
receptor binding sites using autoradiography and Western 
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blot techniques in the guinea pig heart. The second purpose 
was to analyze the physiological effects of the activation of 
0 2, D3, and 0 4 receptors subtypes through selective agonists 
in the isolated guinea pig heart under constan! flow perfu
sion. We also measurcd the cyclic adenosine monophosphate 
(cAMP) content in thc right atria and left ventricle under the 
effect of the same drugs. 

Materials and methods 

Mnterials 
(-)-Quinpirole HCI, S-(-)-raclopride 1.-tartrate, (±)-7-0H

OPAT HBr (dipropylamino-7-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydrona
phthalenc), U-99 l 94A maleate (5,6-dimcthoxy-2-(di-11-pro
pylamino)indan malcate), PD 168 077 (N-((4-(2-
cyanophenyl)-l-pipcrazinyl]methyl]-3-methyl-bcnzamidc, L-
750-667 3HCI, EOTA, forskolin, ATP, GTP, cAMP, 
myokinasc, l ,3-di(2,5-tolyl)guanidinc, soybean trypsin in
hibitor, and benzamidine were obtaincd from Sigma (St. 
Louis, Mo.). Lcupeptin wcre from Alexis Biochemicals (San 
Diego, Calif.). Pyruvate kinase, phosphoenolpyruvate, and 
isobutylmcthylxanthine were from Calbiochem (San Diego, 
Calif.). New England Nuclear supplied [a-32P)-ATP nncl 
[ 3H]cAMP. Butaclamol, guunosine 5'-triphosphate (GTP), 
nnd dopamine were purchased from RBI (Natick, Mass.). 
[3HJ-YM-09151-2 (86 Ci/mmol), [3HJ7-0H-DPAT (139 
Ci/mmol), ¡3H]Hyperfihn, and micro scale calibrated tritium 
standards were purchascd from Amcrsham Canada (Toronto, 
Ont.). D3DR (H-50) (catalogue No. sc-9114) is a rabbit 
polyclonal antibody raised ngainst a rccombinant protein 
corrcsponding to amino ncids 1-50 mappcd within thc 
amino terminal cxtraccllular region of dopaminc receptor 
type 3 of human origin. D4DR (R-20) (catalogue No. sc-
1439) is an affinity-purified goal polyclonal antibody raiscd 
against a pcptide mappcd at the carboxy terminus of dopa
mine type 4 receptor of rat origin. D3DR and D4DR were 
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Ca
lif.). Ali other chemicals were of analytical reagent grade 
quality and obtained from the usual commcrcial sources. 

Autoradiographic studics 

A11imals 
Ali experiments were conductcd in male guinea pigs 

(weighing 250-300 g) bred in our facilities. Animals were 
maintained under constan! room temperature (23ºC) and a 
12 h light: 12 h dark cycle, with food and water ad libitum. 
Ali procedures were in agreement with the official Mexican 
guidelines stated in the Leyes y Códigos de México, under 
Título 7 de la Ley General de Investigación en Salud as well 
as with the Guidelines of the Canadian Council for Animal 
Care and the Institutional Animal Care Committee. Ali ef
forts were made to minimize animal suffering and to reduce 
the number of animals used. 

Heart processi11g 
Guinea-pigs were killed by decapitation and exciscd 

hcarts were rapidly frozcn in a 2-methylbutane - dry ice 
mixture (-40°C) and thcn stored at -80ºC until use. Frozen 
guinea pig hcarts were scctioned at 15 µm thickness on the 
sagittal piune using a Leitz cryostat. Sections were collected 
on precleancd, gelatin-coatcd microscopc slides (three scctions 
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per slide), thaw-mounted, desiecated under vacuum at 4ºC 
overnight, nnd then stored at -80ºC until the day of the ex
periment. 

Receptor a11toradiography 
Saggital sections along maximum longitudinal axes of the 

hearl were takcn and used in the following protocols. Ali the 
protocols used followed Flores et al. 1999. For dopamine 
Drlike and D4 binding, the slides were first preincubated at 
room temperature for 10 min in 50 mM Tris-HCJ (pH.7.4) 
containing 120 mM NaCJ, 1 mM EDTA, 5 mM KCJ, 
1.5 mM CaCl2 , and 4 mM MgCl2 • Sections were then incu
bated for 2 h at room tempernture in the same buffer con
taining 1 nM ¡3H]emonapride (YM-09151-2; 86 Ci/mmol, 
Kd > 0.5 nM) with and without 100 nM of rnclopride for do
pa mine D2-like or D4 binding, respectively. 2-Dipropyla
mi.no-8-hydroxy-1,2,3 .4-letrahydronaphthalene (8-0H-DPAT, 
50' nM) was added in each case to mask possible binding of 
the ligand lo serolonin receptors. Non-specific binding was 
de1ermined on adjacent cardiac sections by adding 1 µM (+)
butaclamol in the binding buffer. Incubations were termi
nated by dipping the slides in nn ice-cold buffer, followed by 
lwo consecutive IO-min washes in the same buffer. After a 
final dipping in ice-cold distilled water, slides were dried at 
room lcmpcrature and apposed lo [3H]Hyperfilm for 15 
days, alongside micro scales - calibratcd tritium standards. 

[3H]-2-Dipro pylamino-7-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydronaphtha
lcne ([3H]-7-0H-DPAT, Kd = 0.8 nM) binding to the D3 re
ceptor was nsscssed as described previously (Flores et al. 
1999). Tissue sections were first preincubated for 30 min in 
50 mM Tris-HCJ (pl-I 7.4) containing 100 mM NaCI and 
300 µM GTP. Seclions were then incubated for 2 h at room 
tcmpernlurc with 2 nM [3H]-7-0H-DPAT, 50 mM Tris-HCI 
(pH 7.4). IOO mM NaCJ, 300 µM GTP, and 10 µM l,3-
di(2,5-tolyl) guanidine (to block binding sigma site). Dopa
mine (1 ~lM) was used to determine non-specific labeling. 
lncubations were terminated by washing the cardiac scctions 
twice for JO min each in ice-cold buffer (50 mM Tris-HCI, 
pH 7.4). After a brief dipping in ice-cold distilled water, car
diac sections were rapidly dried and apposed to 
[3H]Hypcrfilm for 8 wecks, alongside micro scales - cali
brated tritium standards. 

Autoradiograms were analyzed using a computerizcd im
age analysis systcm (MCID-4, Imaging Research, St 
Catherine's, Ont.). The binding data were analyzed in the 
right and Jeft atria and in the right and left ventricle. 

Western blot analysis 

llle111bra11e preparatio11s 
Tissues from the right atria and left papillary muscle from 

male guinea pigs were minced in 10 mL of cold buffer con
taining 20 mM Tris-HCL (pH 7.4), 1 mM EDTA, leupeptin 
(5 µg/mL). soybean trypsin inhibitor (5 µg/mL), and 
benzamidine (10 µg/mL). Tissues were then lysed with a 
polytron homogenizer (three 10 s bursts at maximum speed) 
and the Jysates were centrifuged at 1000 x g for 1 O min at 
4ºC. The Jysate was liltered through 4 layers of cheesecloth 
in a corex tube and centrifuged at 45 000 x g (18 500 rpm) 
for 20 min at 4ºC. The pellets were resuspended in 250 µL 
of solubilization buffer containing Triton X-100, Nonidet 
(NP-40), NaCJ 2M, Tris-HCI 1 M (pH 7.4), EDTA 250 mM 
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(pH 7.4). The tubes were inverted during 2 h at 4ºC, and 
centrifuged at 45 000 x g for 20 min at 4°C. The 
supernatants were kept for protein nssay and Western blot. 
Protein content was determined according to Bradford's 
method using a Bio-Rad kit (Bradford 1976). 

Westem · b/ot 
Equal amounts of solubilized membrane proteins 

(50 µUwell) were fractionated on 10% SDS polyacrylamide · 
gels. The separated proteins were transferred to 0.2 µm 
nitrocellulose membranes and the intensity of the bands was 
verified with red ponceau. Membranes were blocked using 
5% nonfat dry milk in TBST (Tris-HCI 1 M, NaCJ 2 M; 
pH 7.4, 1\veen 20 250 µM) for 1 h at room temperature. The 
membranes were then incubated with polyclonal antibodies 
for 0 3 and D4 receptors at a dilution of 1 :500 for 1 h at 
room temperature or at 4 ºC overnight. After three 1 O min 
washes with TBST, the membranes were incubated with 
peroxidase-conjugated secondary antibody (anti-goal lgG 
and anti-rabbit IgG, diluted at 1:2500, Santa Cruz Biotech
nology, lnc.) for 45 min and washed five times, 10-min, with 
TBST. Antibody detection was performed by chemilu
minescent detection system (Renaissance reagent, Mande! 
Scientific Company, !ne., Guelph, Ont.). Membranes were 
exposed to a Kodak film and developed right away. 

Physiological studics 
Malc guinea pigs weighing 250-300 g were used in ali 

experiments. Under sodium pentobarbital anesthesia 
(30 mg/kg, i.p.) thoracotomy was performed in the midline 
and the hearts were removed. 111e aorta was cannulatcd quiekly 
for retrograded perfusion by means of the Langerdorff sys
tem. Hearts were perfused ata constan! ílow of 10 mUmin 
with a Krebs-Hcnseleit solution containing (in mM): NaCJ 
118, KCI 4.7, MgS04 1.6, KH2P04 1.18, NaHC03 24.8, 
CaCI2 2.5, glucose 5.5, pyruvate 2, (pH = 7.4). The perfusate 
was continuously bubbled using 95% 0 2 : 5% C02• Temper
ature was kept at 37ºC by means of a glass heat exchanger. 
The perfusion prcssure was usually 50 mmHg in ali cxperi
ments. Coronary tlow was calculatcd by timed collection of 
.the efíluent fluid in one minute. 

To record. cardiac elcctrical activity, pairs of platinum 
wires with Teílon coating wcre plungcd to the cpicardial sur
face of the right ventriclc. Bipolar electrograms were dis
played on a Grass chart recordcr and depolarization (R-R) 
and repolarization (Q-T) ventricular intervals werc mea
sured on electrocardiogram (ECG) recording. Cardiac ratc 
(CR) was calculated from R-R intcrvals. Left ventricular 
systolic pressure (LVSP) was measurcd using a GOULD P23 
ID USA pressurc transduccr, passed into a compliant latex 
balloon insertcd through the Jcft atrium into the left ventri
cle. The balloon was fillcd with bubble-frce water to sel the 
Jeft ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) at 10-
12 mmHg. Through a Polygraph differentiator Model 
7P20C, an index of inotropic statc, the maximum rute of rise 
of lcft ventricle systolic pressure (dP/d101,.), was obtained 
from LVSP. Ali the signals werc amplified and recordcd 
continuously in a GRASS 79 D Polygraph with 8 channels 
(GRASS lnstrument CO. Quincy, Mass.). Mensurements 
were made on recording papcr ut 100 mmls. 
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Table l. Quuntitative nnalysis of the dopamine receptor subtypes in cardiac tissues of guinea pigs. 

Right 
Dopamine receptor subtype, 3H ligand atria 

Drfnmily, [3H]YM-09151-2 3.3±1.6 
D.1• [3H]-7-0H-DPAT 5.1±0.8 
Drfamily, [31-!]YM-09151-2 + raclopride 4.4±0.8 

Left 
atria 

3.0±2.0 
2.3±0.8 
3.0±1.2 

Right 
vcntriclc 

3.9±1.2 
1.8±0.6 
3.0±0.8 

Left 
ventricle 
3.3±3.0 
1.7±0.7 
2.5±1.3 

Note: Binding Jevcls nre cxprcssed in fmol/rng of wct tissuc. Thc valucs ore the mean ± SEM, obtaincd from six animals (four sections for animals). 

Ex¡1erimcntal protocol 
lnitially the hearts were al!owed to stabilize for 30 min. 

Those that showed more than 10% variability in sinus rate or 
an LVSP less than 100 mmHg over the last 20 min were dis
carded. Base!ine measurements of CR, LVSP, and dP/dtmox 
were made. Oose-response curves for (-)-quinpirole HCI 
(02 receptor subtype agonist). (±)-7-hydroxy-DPAT HBr 
(01 receptor subtype agonist), and PO 168 077 (04 receptor 
subtype agonist) were made in cumulative concentrations, 
from 10-9 to 10-5 M. The duration of each perfusion drug 
concentration was 20 min. Other groups of experiments in
volvcd the use of an antagonist at 1 and 10 µM concentra
tion, infused alonc during 15 min and after, plus an agonist 
al 10-8 to 10-5 conccntration, both of them infused during 
20 min. A final experimental group involvcd the use of an 
antagonist al one concentration, 1 o-5, infused alone during 
15 min and aftcr, plus an agonist al the same concentration 
(I0-5). both of them infuscd during 20 min. The following 
antagonists werc used: S-(-)- raclopridc, a 0 2/03 antagonist; 
U-99 l 94A maleatc, a 0 3 selcctive antagonist; and L-750-
667 31-lCI and clozapine, 0 4 receptor antagonists. 

Data wcre rccorded continuously and measured every 
5 min during the cxperiment. Physiologicul parametcrs were 
measured 20 min after infusion of the drug. A this time a 
steady-state effcct had bcen achieved. The values in each pa
rameter represen! thc mean of 8-1 O beats. 

AC nctivity 

Mc111bra11c preparatio11 
Tissues from the right atria and left papillary muscle 

were minced in 5 mL of a cold buffer containing 5 mM Tris
HCI (pH 7.4), 2 mM EOTA, 5 µg/mL Jeupeptin, 5 µg/mL 
soybean trypsin inhibitor, and JO µg/mL benzamidine. Tis
sues were then Jyzed with a polytron homogenizer (three 
JO s bursts at maximum speed) and centrifuged al 1000 x g 
for 5 min at 4ºC. Thc lysates were filtered through 4 Jayers 
of cheesecloth and centrifuged at 40 000 x g for 20 min at 
4ºC. The pelleted membranes were washed twice and resus
pended in 0.5 mL of buffer containing 75 mM Tris-HCI 
(pH 7.4), 5 mM MgCl2, 2 mM EOTA, 5 µg/mL leupeptin, 5 
µg/mL soybean trypsin inhibitor, and JO µg/mL 
benzamidine, and werc uscd immediately for AC activity de
termination. Protein content was determined according to 
Bradford's method using a Bio-Rad kit. 

ACassay 
AC activity was measured according to the method of 

Solomon el al. 1974. In summary, 10-20 µg of membrane 
proteins were added in a total volume of 50 µL. The incuba
tion mixture included 120 µM ATP, 0.5 µCi [32P]ATP, 
100 µM cAMP, 53 µM GTP, 2.8 mM phosphoenolpyrnvate, 
0.2 U of pyruvate kinase, 1 U of myokinase, 30 mM Tris-

HCI (pH 7.4). 2 mM MgCl2, 0.8 mM EOTA, and 100 µM of 
forskoline. The enzyme activity was determined in duplicate 
in the absence (basal activity) ar presence of activators of 0 3 
and 0 4 receptors, (±)-7-hydroxy-OPAT HBr nnd PO 
168 077, respectively. Concentrations of the agonist ranging 
from w-9 to w-5 M were used. 

Cnlculations and statisticnl nnalysis 
Ali data are expressed as a mean ± SEM. Concentration

response curves were analyzed by nonlinear regression anal
ysis (GraphPad, Prism). Each regression line was fttted to a 
sigmoid equation, R/Rmax = Ac/(Ac + (ECso)), where Rm•• is 
the maximal effect caused by the agonist, A is the concentra
tion of agonist, EC50 is the concentration required far half
maximum effect, and c is a constan!. Statistical analysis was 
done with one-way analysis of variance with post-ANOVA 
Dunnet test when appropriate. A p value less than 0.05 was 
considercd significan!. 

Results 

Autorndiogrnphic results 

{ 3 H]e111011apride bi11di11g 
[3H]emonapride (YM-09151-2) Jabels dopamine receptor 

subtypes belonging to the dopamine 0 2-like receptor (02 , 

0 3, and 0 4). Dopamine Oz-like receptors were detected in 
ali the heart (3-4 fmol/mg wet tissue). 0 4 receptor, mea
sured by [3H]YM-0915 l-2 in the presencc of raclopride, a 
0 2/03 receptor antagonist, was also detected in the four car
diac chambers. Receptor density was 2-4 fmol/mg wet tis
sue (Table 1). 

{ 3 H]2-Dipropyla111i110-7-lzydroxy-J ,2,3,4-tetraliydro11aph
thalc11e bfodi11g 

0 3 receptor measured by [3H]-7-0H-OPAT binding was 
found mainly in the right atria (Fig. 1). Binding for 0 3 re
ceptors was also detected in the left atria and in the right and · 
left ventricle (Table 1 ). lt was interesting to note the binding 
in proximal aorta and pulmonary artery (15 fmol/mg wet tis
sue). as shown in Fig. J. 

Western blot 
Figure 2 shows Western blot analysis of 0 3 and 0 4 recep

tors in cardiac membranes (right atria and left ventricle) of 
the guinea pig hcart. Bands (approximately 75 kDa) far 0 3 
and 0 4 were detected in both tissues. 
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Fig, l. Binding of [3H]-7-0H-DPAT in cardiac tissues of the 
guinea pig. Longitudinal section of posterolateral left region of 
the heart. As show in the right (A), the binding of c'HJ-7-0H
DPAT is localized mainly in the right atria and in aorta and pul
monary artery. In the left (B), no specilic binding of [3HJ-7-0H
DPAT in presence of dopamine ( w-5 M). RA. right ntria; RV, 
right ventricle; LA, left ntria: LV, left ventricle; Ao, aorta. 

A 

Fig. 2. Western blot unalysis of 0 3 nnd 0 4 receptors in the right 
atria und left ventricle of guinea pig heart. Bands of 75 kDa for 
0 3 ancl D4 receptor were detected in both tissues. 
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Physiological results in isolated heart 

Effects of dopa111i1te Drlike receptor ago1tists º" cardiac 
rate a11d dl'ldtma.r 

Doparninc Drlikc agonists, quinpirolc, (±)-7-0H-DPAT, 
and PD 168 077, ali induccd a ncgativc chronotropic and 
inotropic cffcct. as shown in Figs. 3 and 4. Quinpirolc, a 0 2 
agonist, induccd a dccrcasc of 12% of CR at nanornolar con
ccntrations. lntcrcstingly, micrornolar conccntrations rc
turncd thc valucs to basal lcvcls. Effccts on dP/dtma• wcrc 
similar: nanornolar conccntrations produccd a rcduction of 
20% in d/'/dlmu• with rccovcry al rnicrornolar conccntra
tions. (±)-7-0H-DPAT and PD 168 077 (D3 and 0 4 agonists, 
rcspcctivcly) both induccd a significan! ncgativc chrono
tropic and inotropic cffect in a conccntration-dcpcndcnt 
manncr (EC50 = 3.93 x 10-7 and 3.64 x 10~. rcspcctivcly). 

l ID. 
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Flg. 3. Effect of 0 2, 0 3, and 0 4 receptor ngonists on curdiac rate 
of isolated guinea pig heart. Á, (±)-7-0H-DPAT, n = 18; !!., 
quinpirole, 11 = 12; •• PD 168 077, 11 = 12. (±)-OH-DPAT and 
PD 168 077 (03 nnd 0 4 receptor agonists, respectively) produced 
a negative chronotropic effect in n clear dose-dependant manner. 
Also, quinpirole, n D2 receptor agonist, decreased the cardiac 
rate, but only nt nanomolar concentrntions, as shown in the Jig
ure. Further experimental details are provided in Materials and 
methods. Data were normalized and expressed as u mean ± SEM. 
*p < 0.01 with respect to own control. 
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Fig. 4. Effects of D2, D3 und 0 4 receptor agonists on dl'ldtmu 
of isolnted guinea pig heart. Á, (±)-7-0H-DPAT, 11 = 18; t:;., 
quinpirole, 11 = 12; •. PD 168 077, 11 = 12. (±)-7-0H-DPAT nnd 
PD 168 077 (03 nnd 0 4 receptor ngonists, respectively) also 
produced n negative inotropic effect in a dose-dependant manner. 
However, PD 168 077 had the predominan! effect, as opposed 
to the predominant effect on cardiac rute of (±)-7-0H-DPAT, ns 
shown in Fig. 3. Further experimental details are provided in 
Mnterials nnd Methods. Data were normalized and expressed 
as n mean ± SEM. •p < 0.05 with respcct to own control. 
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Fig, S. Concentration-response curves for the inhibitory effcct of 
(±) 7-0H-DPAT on cardiac rate of isolnted guinea pig heart in 
the nbsence and presence of rnclopride, n D2/D3 antagonist re
ceptor. °"'· (±)-7-0H-DPAT. 11 = 8; O. (±)-7-0H-DPAT + raclopride 
1 µM, n = 6; +, (±)-7-0H-DPAT + raclopride !O µM. 11 = 6. 
Raclopride was able to block the negative chrononotropic effect 
induced by (±)-7-01-1-DPAT as shown in the figure. However, the 
cffcct was statistically significant just at nanomolar concentra· 
tion. Further experimental details are provided in Materials and 
methods. Data were normalized and expressed ns a mean ± SEM. 
*p < 0.01 compared with appropriate control mean. 
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The ncgativc chronotropic cffet.:t of (±)-7-0H-DPAT was 
significan! from nanomolar concentrations, bcing the maxi
mum effect at 20 µM conccntration associatcd with a de
creasc of 40% on cardiac ratc. Only high conccntrations of 
(±)-7-0H-DPAT decreascd significantly the dP/dlmax 
(Fig. 4). lntcrestingly, the rcduction in cardiac rate induccd 
by (±)-7-0H-OPAT was associatcd with a prolongation in 
thc Q-T interval of thc ECG (160 ± 15 to 230 ± 20 ms, p < 
0.001 with respect to control values). No changcs in Q-T in
terval wcrc obscrved in the PD 168 077 group (Fig. 8). The 
ncgativc chronotropic cffcct of (±)-7-0H-OPAT was re
duccd significantly in the prescncc of raclopride (02/03 an
tagonist), al 1 and 10 µM concentration as shown in Fig. 5. 
Howevcr thc effect was statistically significant just at nano
molar concentrations. In thc dese-response curve of (±)-7-
0H-DPAT (I0-11 to 10-s M), U-99194A malcatc (03 selec
tive antagonist. at 1 and 10 i1M) reversed thc inhibitory ef
fect of (±)-7-0H-DPAT on cardiac ratc only al nanomolar 
conccntrations as showcd in the Fig. 6. The inhibitory effcct 
of (±)-7-0H-OPAT at micromolar conccntrations was not 
diffcrent in thc prcscncc of U-99194A malcate at 1 and 
10 µM. Although PO 168 077 also produccd a negative 
chronotropic cffcct, this was only significan! at micromolar 
conccntrations, thus suggesting less affinity of the same re
ceptor activation by 7-0H-DPAT (Fig. 3). The negative 
inotropic effcct induccd by PD 168 077 was significant at 
nanomolar conccntrations and achieved a reduction of 50% 
in dP/dtmax at 20 µM. The ncgative chronotropic effcct of 
PO 168 077 was blockcd only with raclopride, similar to the 
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Fig. 6. Concentration-response curves for the inhibitory effect of 
(±)-7-0H-DPAT on cardiac rate of isolated guinea pig hean in 
the nbsence and presence of U-99 l 94A maleate. a D3 selective 
antagonist receptor. Á, (±)-7-0H-DPAT. 11 = 8; 0, (±)-7-0H
DPAT + U-99194A maleate 1 µM. n = 6; •. (±)-7-0H-DPAT + 
U-99194A maleate 10 µM. /1 = 6. U-99!94A maleate reversed 
the inhibitory effect of (±)-7-01-1-DPAT on cardiac rate only at 
nanomolar concentrations as shown in the figure. The inhibicory 
effect of (±)-7-0H-DPAT at micromolar concentration was not 
different in the presence of U-99 l 94A maleate at 1 and IO µM. 
Further experimental details nrc provided in Materials and mcth
ods. Data were normalized nnd exprcssed as a mean ± SEM. 
*p < O.O 1 compared with nppropriate control mean. 
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negative chronotropic effect of (±)-7-0H-OPAT (Fig. 5). 
Rnclopride and U-99194A malcate were unable to block the 
negative inotropic effcct induced by (±)-7-0H-OPAT nnd 
PO 168 077. The snme results werc seen with the use of 0 4 
receptor antagonists, L-750, and clozapine. In n protocol 
where (±)-7-0H-DPAT and PO 168 077 were used simulta
ncously, no additive negative chronotropic and inotropic ef
fccts were observed, ns shown in Table 2. which summnrizcs 
the dopamine reccptors agonist effects on the physiological 
parameters of cardinc functions. 

AC activity 
The results show that the 0 3 receptor agonist (±)-7-0H

DPAT had no effect on AC activity on the right atria or in 
the left papillary muscle. Production of cAMP by forskolin 
was inhibited by PD 168 077 (04 agonist) only in the left 
papillary muscle in a concentration-dependent manncr ovcr 
the range of 10-9 to 10-s M. with nn EC50 of 2.38 x 10-7 and 
mnximal inhibition of 30% at 10-s M concentration (p < 
O.O 1 versus bascline, /1 = 8) (Fig. 9). No effect was scen in 
right atria. 

Discussion 

In this study, we provide evidence to support the presence 
of 0 3 and 0 4 reccptors in the guinea pig henrt. In addition, 
we assessed the activation of 0 2• 0 3, and 0 4 receptors by 
their selcctive agonists (quinpirole. (±)-7-0H-OPAT. and PD 
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Table 2. Effccts of Drlikc rcccptors agonists on thc hemodynamic parameters of lhe guinea pig cnrdiac function. 

Quinpirole 7-0H-DPAT PD 168077 7-0H-DPAT plus 
Control oo-s M> (lo-> M) oo-s M> PD 168077 

Purameters valucs (11 = 12) (11 = 18) (11 = 12) (1 o-'M) (11 = 6) 

Cardiac rute (beats/min) 240±16 232±24 176±26** 198±18* 170±18** 
!00% 96% (14%) 73% (127%) 82% (118%) 70% (130%) 

Lcft ventricular prcssure (mmHg) 116±12 106±8 94±9* 80±16** 82±14** 
!00% 91% (19%) 82% (118%) 68% (132%) 70% (130%) 

dP/dtm,. (mmHg/s) 1800±420 1760±350 1600±560 1400±320* 1260±500* 
100% 98%(12%) 88%(112%) 74% (126%) 70% (130%) 

Note: 11te values are thc mean± S.E.M and cxprcssc<l in nbsolutc valucs and normaJizcd (%). •p < 0.01. ••p < 0.001 with respccl lo control values. 

Flg. 7. lnllucncc of raclopridc, a D,103 receptor antagonist, 
on thc negative chronotropic cffect of (±)-7-0H-DPAT and PD 
168 077 in thc isolated guinea pig hcart. (Q, PD 168 077, 

11 T JO; O, (±)-7-011-DPAT, /1 = 12). As shown in the figure, 
ruclopride produces n partía! block of the ncgativc chronotropic 
effcct induccd by the drugs. Data werc normulizcd and exprcsscd 
as a mean ± SEM. •¡1 < O.O 1 with rcspecl to own control. 
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168 077, respectivcly) in the isolatcd guinea pig heart prcpa
ration. Furthcnnorc, wc cvaluated changcs in thc cAMP con
tcnt in cardiac tissucs under thc cffect of 0 3 and 0 4 receptor 
agonist. Our rcsults dcmonstratc that thc guinea pig heart 
has 0 3 and 0 4 receptors and that they are mainly distributcd 
in thc right atria. The negativc chronotropic and inotropic cf
fccts observcd in the hcart afler thc activation of 0 3 and 0 4 
receptor agonists suggcst a probably physiological role of 
thcsc rcceptors in thc cardiac functions of thc guinea pig 
hcart. 

The lindings rcported hcre are in agrecmcnl with previous 
studics in which Orlikc receptors assessed by [3H]spipironc 
binding havc dcmonstrated thc prescncc of thesc rcceptors in 
thc human and rat hearts {Amenta et al. 1993; Ricci et al. 
1998). The same authors show cvidcnce that 0 4 receptor 
subtypc bclonging to Di-likc receptors was cxprcssed in the 
human and ral right atria {A menta 1997; Ricci et al. 1 S\98). 
In contrast, the prcsencc of 0 3 rcccptors and thc effecis of 
the activation of thc 0 3 and 0 4 rcccptors in thc guinea pig 
heart had not, to our knowledgc, becn previously reportcd. 

Although 0 3 and 0 4 rcccptors are mainly locatcd in thc 
right atria, our data also suggested the presence of 0 3 and 
0 4 rcceptors in other chambcrs of the heart. 0 3 receptor data 
for thc right atria (4.5 fmol/mg of wet tissue) wcre not low 
compared with thc valucs reportcd in nuclcus accumbcns (12 
fmol/mg of wet tissuc) and werc higher compared with thc 
prcvious reports in thc caudate-putamen nucleus (Flores et 
al. 1996, 1998). In addition, there are severa! reports sug
gcsting the probably physiological role of D3 reccptors in 
these two brain structures {Flores et al. 1999). Finally, al
though dopaminc reccptors are low in density, they could be 
sufticicnt for a physiological cffect in the heart. 

Western blot analysis also provided strong cvidencc for 
thc prcscncc of 0 3 and 0 4 receptor proteins in thc right atria 
and lcfl ventricle of thc guinea pig hcart, The antibodics 
wcre dircctcd toward thc amino terminal extraccllular rcgion 
for 0 3 and thc carboxy tcrminus intracellular for 0 4, which 
are not cross-reactive with 0 1, 0 2 , and o, receptors {Santa 
Cruz Biotechnology, !ne.). 

Ours rcsults clcarly show a dosc-depcndent decrcase of 
thc cardiac rate induccd by the activation of thc 0 3 reccptors 
by (±)-7-0H-OPAT. In agreemenl with previous reports, we 
found significan! changcs at nanomolar concentrations, sup
porting the notion that thc effcct was mediated by a 0 3 re
ceptor {Devoto et al. 1995; Clos et al. 1997; García-Sanz et 
al. 2001; Sotnikova et al. 2001). Thcse data are consisten! 
with prcvious rcports about thc functional role of 0 3 rccep
tors on the activity of thc ncurons (Kreiss et al. 1995; 
Lejcunc and Millan 1995). Using {±)-7-0H-DPAT, thc acti
vation of the 0 3 rcceptors of thc nucleus accumbens, ventral 
tegmcntal arca, and substantia nigra pars compacta produccd 
an inhibition of ccll firing {Kreis et al. 1995). In addition, 
our findings suggcst that this inhibitory cffect of 0 3 rccep
tors in the cardiac ratc could havc causcd the ncgative 
chronotropic cffcct in the isolated guinea pig hearl. Thc neg
ativc chronotropic cffect of (±)-7-0H-DPAT was reduccd in 
the prcscnce of raclopride {Di/03 antagonist) and U-99 J 94A 
malcatc (03 sclcctivc antagonist) al 1 and 10 µM conccntra
lions. Howevcr U-99!94A malcatc clearly revcrscd thc in
hibitory cffcct of (±)-7-0H-DPAT on cardiac rate only al 
nanomolar conccntrations, whercas raclopride was ablc to 
block thc inhibitory cffect of (±)-7-0H-DPAT at nanomolar 
and micromolar concentrations. Howcver thc effect was only 
statistically significan! at nanomolar conccntrations. Thcse 
rcsults suggest a dual mcchanism of (±)-7-0H-OPAT to in
duce the inhibitory cffcct on cardiac rate. One dircct mechanism 
may be through activation of 0 3 receptors, sincc thc cffect 
was induccd at nanomolar concentrations of (±)-7-0H-DPAT 
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Flg. s.~ EITect of 0 3 nnd 0 4 receptor ngonists on the Q-T inter
val of the ECG. •. control. 11 = 30; D. PD 168 077, 11 = 12; llil, 
(±)-7-0H-DPAT, 11 = 18. Hearts were trented with (±)-7-0H
DPAT nnd PO 168 077 at the sorne concentration (ID µM). Only 
(±)·7-0H·DPAT produced a significan! prolongation of the Q-T 
interval. Data nre nbsolute vaiues nnd expressed as a mean ± 
SEM. ••p < 0.001 with respect to own control. 

Control PO 168 077 (±)-7-0H·DPAT 
10 µM 10 µM 

and was reverscd by a U-99 l 94A malcatc. Anothcr mccha
nism is probably not mediated by dopamine receptor, since 
thc inhibitory effect of (±)-7-0H-OPAT on cardiac rate at 
micromolur conccntrations was not reversed by U-99194A 
mal cate. 

Quinpirolc, a 0 2-like (Ozl03) agonist receptor, nlso pro
duces a decrease of cardiac rute. However, the negativc 
chronotropic effect induced by quinpirole was not dose
dependant, and only observed at nanomolar concentrations. 
Since thc negative chronotropic cffect of quinpirole was 
blockcd by raclopride, this effcct is probably mediated by 0 3 
receptors. 

The activation of 0 4 receptor by PO 168 077 also caused 
a ncgative chronotropic effect; howcver, this effect was mi
nar compared with (±)-7-0H-OPAT, sincc significan! 
changcs only appear al 1 µM concentrations. These data sug
gest that both agonists induce activation of the same receptor 
but with different affinity. Also, thc negative chronotropic 
effcct induccd by PO 168 077 was blocked by raclopride, 
thus supporting the notion that PO 168 077 interacts with 0 3 
reccptors. Severa( studics have demonstratcd a selective acti
vation of the 0 3 receptor by (±)-7-0H-OPAT (Kd = 0.8 nM) 
with the similar dose used in the present study (Levesque et 
al. 1992, 1996; Schoemaker et al. 1993; Schwartz et ni. 
1993; Sautcl et al. 1995). Howevcr, therc are fcw studies 
about the selective activity of the PO 168 077 as 0 4 agonist 
(Glase 1997; Clifford and Waddington 2000). For the time 
being, in the absence of other more specific 0 4 receptor 
agonists, our data suggest that PO 168 077 induces the acti
vation of the 0 3 and 0 4 receptors. 

A negative inotropic effect was seen predominantly with 
PO 168 077, since only highcr concentrations of (±)-7-0H
OPAT were able to decreases the dP/dtniax· The negative 
inotropic effect induced by PO 168 077 was not blocked 
with the 0 4 receptor antagonist used, L-750 and clozapine, 
either by raclopride and U-99194A maleatc. In any case, 
these results need confirmation with more specific 0 4 selec
tive antagonists, when they became availabie. 
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Flg. 9. Effect of 0 4 receptor ngonist PO 168 077 on adenylyl 
cyclnse nctivity in cardiac tissues of guinea pig (0. right atria. 
,, = 8; e, left ventricle, 11 = 8). PD 168 077 decreased the 
cyclnse activity only in teft ventricle. in correlation with the neg
ntive inotropic effect induced for the same drug in the isolated 
heart. Data were normalized nnd expressed as a mean ± SEM. 
•p < 0.01 with respect to own control. 

110 

60 
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 

Log PD 168 077 [M] 

According to our results, the nctivation of 0 3 receptors 
did not cause changes in cAMP levels (Freedman et al. 
1994; Tang et ni. 1994; MacKenzie et al. 1994; Arctha and 
Galloway 1996). Severa( reports from different cell lines that 
expresscd 0 3 receptors suggest that 0 3 receptors may not be 
functionally coupled to G protcins (Levcsque et al. 1992; 
Freedman et al. 1994; Tang et al. I994; MacKcnzic et al. 
1994; Shafcr and Levan! I 998). However, sorne studies sug
gest a variety of Orinitiating signaling events, including 
stimulation or inhibition of AC activity (Chio et al. 1994a; 
Potenza et al. 1994; McAllister et al. 1995). According to 
other studies that indicate that the use of 0 4 receptor agonist 
can inhibit cAMP accumulation, PO I68 077 was associated 
with a significan! decrease on cAMP content in the left ven
tricle of guinea pig heart (Chio et al. l 994b; Tang et al. 
1994; Missaie et al. 1988). The negative inotropic effect of 
PO I68 077 could be explained through the direct effect oí 
0 4 receptor on cardiac myocytes, which may ncgativcly cou
ple to AC. accounting for the inhibition on cAMP produc
tion in our studies. 

Besides evaluating cardiac rate. left ventricular pressure. 
and dP!drm,., another aim of the present study was to evalu
ate the action of 0 3 and 0 4 agonists on the ECG. Conduc
tion was measured in the auriculo-ventricular (P-R interval) 
and in thc ventricles (Q-T interval) on the ECG. Thc activa
tion of 0 3 receptors caused a significan! prolongation in the 
Q-T interval (160 ± 12 ms to 230 ± 18 ms, p < 0.01) with 
no changes in P-R interval. In addition, prolongation of the 
Q-T interval could be related to the prolongation of action 
potential duration observed in thc left atria of the guinea pig 
heart under pacing with 7-0H-OPAT 00-5 M) (data not 
shown). In contras!, no effects were found on P-R or Q-T 
intervals with PO 168 077, a 0 4 receptor agonist. 

The mechanism(s) by which the activation of 0 3 receptor 
induces a negative chronotropic effect and increases the Q-T 
interval is not clear at this time. Oi-like receptors are local
ized on sympathetic nerve endings in peripheral tissues, 
where they can modulate the release of norepinephrine 
(Ricci et al. 1994; Missale et al. 1988; Foucart et al. I988; 
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Felder et al. 1989; Dlewati et al. 1989; Amenta 1997). Also, 
studies in isolatcd human atria appendages using thc Drlike 
agonists quinpirole and propilnorapomorphine yiclded an in
hibition of noradrenaline rclease (Rump et al. 1995; Claire et 
al. 1996). The participation of this mechanism in the nega
tive chronotropic effect induced by (±)-7-0H-DPAT needs 
confirmation by another experimental studies. 

Conclusions 
Our findings demonstrate thc anatomic and functional 

prescnce of D 3 and 0 4 reccptors in the guinea pig heart. The 
D 3 nnd 0 4 receptors are predominantly found in the right 
atria. (±)-7-0H-OPAT, a 0 3 selective agonist, has a signifi
can! negative chronotropic effect, which is not mcdiated by 
the AC activity but associated with a significan! increase in 
ventricular repolarization. PD 168 077, a D4 selcctive ago
nist, has a moderate negative chronotropic cffcct without 
chl111ges in ventricular repolarization. Howevcr, PO 168 077 
induced a significan! ncgativc inotropic cffect, which was as
sociatccl with an inhibition of cyclase activity in left ventri
clc. 
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