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RESUMEN. 

La dopamina ejerce sus acciones sobre las neuronas espinosas medianas (NEM) del 

neoestriado a través de dos familias de receptores: la familia DI y la D2. La activación de 

los receptores DI aumenta las corrientes de calcio tipo L evocando la generación de 

mesetas despolarizantes que facilitan el disparo repetitivo de la NEM. El papel de los 

receptores D2 en la regulación del disparo de estas células se desconoce. En esta tesis 

describo el efecto del quinpirole y el quinelorane (agonistas de los receptores D2). en la 

excitabilidad de la NEM. Para ello registré intracelularmente NEM en rebanadas cerebrales 

de rata, en la modalidad de fijación de corriente. 

Los agonistas D2 abolieron la generación de mesetas despolarizantes espontáneas e 

inducidas por el agonista de los canales de calcio tipo L, BAY-K 8644 (2.5µM), lo que 

redujo la frecuencia de disparo en un 40º/o. Los agonistas D2 también redujeron en un 25% 

la duración del potencial de calcio obtenido con TEA (20mM). Estos efectos fueron 

ocluidos por nicardipina (2.5µM). Estas acciones son opuestas a las de los receptores D 1 y 

se deben a una reducción en las conductancias de calcio tipo L debida a la activación de la 

fosfatasa calcineurina, a través de la vía fosfolipasa CP 1-lnositol 1,4,5-trifosfato. 

Por otro lado, los agonistas D2 revirtieron el aumento provocado por los receptores 

DI en la generación de las mesetas despolarizantes. la frecuencia de disparo y la duración 

del potencial de calcio. Sin embargo, el agonista D 1 no revertió la acción de los receptores 

D2. evidenciando una asimetría funcional en la interacción Dl/D2. El 100% de las NEM 

respondió al agonista DI mientras que el 85% tuvo respuesta a los agonistas D2. Sólo un 

alto nivel de coexprcsión de receptores de ambas familias podría explicar estos resultados. 
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SUMMARY. 

Dopamine acts on neostriatal rnediurn spiny neurons (MSN) through both: Dl-like 

and D2-like farnily receptors. Activation of Dl-like receptors increases L-type calcium 

currents evoking depolarising plateaus which facilitate the repetitive firing. The role D2-

like receptors play in rnodulating the firing properties of these neurons rernains unknown. 

In this doctoral thesis, 1 describe the effect of two D2-selective agonists, quinpirole and 

quinelorane (5µM), on MSN excitability. To achieve this, 

recordings in rat brain slices in the current-clamp rnodality. 

perf"orrned intracellular 

D2 receptor stirnulation abolished the generation of" both, spontaneous and BA Y-K 

8644 (2.5µM)-induced depolarising plateaus, which rendered in a 40% reduction in the 

firing frequency. D2 agonists also shortened in a 25% the duration of calcium dependent 

action potentials induced by TEA (20mM). Nicardipine (2.5µM) occluded these effects. 

These D2-responses are opposite to those already described for DI receptors. A novel 

phospholipase CJ31-Inositol 1,4,5-triphosphate-calcineurin-signiling cascade accounts for 

the L-type calciurn conductance reduction. 

On the other hand, 02 agonists reverted the DI augmentation observed in: 

depolarising plateaus generation, firing frequency and calciurn dependent action potentials. 

Surprisingly, the DI agonist SKF-81297 (lµM) was always ineffective in reverting the 

established 02 effect. These results pul in evidence a functional asyrnrnetry in the Dl/02-

receptor interaction. Finally, 100% of MSN responded to the selective Dl-class receptor 

agonist SKF-81297, whereas 85% of MSN responded to the selective D2-class receptor 

agonists. Only a high leve! of co-expression of functional receptors from both doparnine 

receptor classes rnay explain our results. 
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l. INTRODUCCIÓN. 

1.1 Ganglios basales: consideraciones anatómicas. 

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de núcleos subcorticales altamente 

conectados entre sí, que abarcan el telencéfalo, el diencéfalo y el mesencéfalo de los 

mamíferos, reptiles y aves. Su grado de semejanza entre diferentes especies, así como su 

considerable tamaño (sobre todo en los mamíferos), hace pensar que esta organización de 

estructuras neuronales cumple funciones esenciales en el modus operandi del cerebro en los 

vertebrados terrestres (para una revisión ver Reiner et al., 1998). 

Los GB han sido implicados principalmente en la regulación de funciones motrices. 

La evidencia mas dramática de este papel funcional se observa en la sintomatología clínica 

de diferentes desórdenes neurodegenerativos, en los que la integridad de dichos núcleos se 

ve comprometida, como las enfermedades de Parkinson y de Huntington (Albin et al., 

1989). Los GB han sido también relacionados con procesos mas complejos como el 

aprendizaje de patrones motores, así como con funciones cognitivas superiores (para 

extensas revisiones ver Kimura y Graybiel. 1995; Schultz, 1998; Miller y Wickens, 2000; 

Perkel y Farries, 2000). 

Se han publicado diferentes monografias en las que se describe la intrincada 

conexión anatómica y funcional de los GB (ver por ejemplo Albin et al., 1989; Parent y 

Hazrati, 1995; Mink, 1996; Smith et al., 1998; Yelnik. 2002). A continuación se ofrece un 

resumen realizado a partir de estas revisiones. 

La mayor parte de las aferencias que reciben los GB convergen en tres estructuras, 

los núcleos caudado y putarnen; el núcleo acumbens; y el núcleo subtálamico (figura 1): 

1) Los núcleos caudado y putamen. Estos dos núcleos comparten la misma 

organización celular, por lo que comúnmente son considerados como uno sólo: el estriado. 

Incluso en mamíferos menores, como los roedores, el estriado está constituido en una sola 

entidad, aunque en otros como los primates, el caudado y el putamen se encuentran 
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divididos por el haz de fibras que constituye la· cápsula interna. Al estriado llegan 

aferencias glutamatérgicas provenientes principalmente de la corteza cerebral así como de 

los núcleos intralaminares del tálamo. La entrada de información cortical al estriado 

permite dividir a este último en dos territorios, uno sensorio-motor y uno asociativo. El 

Corteza 

+ 
Neoestriado 

GPi-SNr 

Tálamo 

Figura t. Diagrama simplificado de la 
conectividad de los ganglios basales (GB). 
En el neoestriado convergen aferencias 
de la corteza y el tálamo junto con 
aferencias dopaminérgicas de la sustancia 
nigra compacta (SNc) y del área ventral 
tegmental (A VT). Las neuronas de 
proyección del neoestriado proyectan hacia 
otros núcleos de los GB: globo pálido 
interno (GPi), sustancia nigra reticulada 
(SNr) y el globo pálido externo (GPe). Este 
último establece conexiones recíprocas con 
el núcleo subtalámico (NST). El NST. que 
también recibe aferencias de la corteza, 
proyecta hacia la SNr. La SNr proyecta 
hacia el tálamo y a otras estructuras del 
tallo cerebral (no mostradas). 
+ vías glutamatérgicas/aspartato 
- vías GABAérgicas 

primero se localiza principalmente en el putamen y recibe proyecciones bilaterales de la 

corteza motora en una modalidad divergente-somatotópica así, mediante el uso de 

trazadores anterógrados se han podido definir tres bandas longitudinales en el estriado del 

primate, cada una con una representación diferente de la corteza. La pierna, el brazo y la 

cara son representados en el estriado en un sentido lateral-medial. En cada una de estas 

regiones convergen fibras provenientes de la corteza sensorial correspondiente a cada parte 

del cuerpo. Por otro lado, la región asociativa principalmente localizada en el caudado, 

recibe proyecciones homolaterales de las cortezas frontales, parietales, temporales y 

occipitales. En conclusión, las terminales nerviosas que recibe el estriado de la corteza, 

están organizadas en una forma compleja. abarcando desde una segregación total hasta un 

alto grado de superposición, lo que sugiere un procesamiento divergente y convergente de 

la información cortical (Selemon y Goldman-Rakic, 1985; Flaherty y Graybiel, 1991 ). En 

el estriado también coinciden fibras serotoninérgicas del núcleo dorsal del sistema de raphé, 

así como vías dopaminérgicas provenientes de la sustancia nigra compacta (SNc). 
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11) El núcleo acumbens. Este núcleo comparte con el estriado la nlisma 

citoarquitectura; sin embargo, las vías glutamatérgicas que llegan a él provienen 

principalmente del hipocampo así como de la corteza límbica, mientras que su entrada 

dopaminérgica proviene del área ventral tegmental (A VT). Los núcleos caudado, putamen 

y acumbens, considerados conjuntamente, constituyen el neoestriado (NE; Wilson, 1 998). 

111) El núcleo subtálamico (NST). Si bien esta estructura es comúnmente 

considerada como un núcleo de relevo de la salida de la información neoestriatal, es 

importante mencionar que su conectividad con la corteza (en especial con las regiones 

motoras del lóbulo frontal) y el tálamo, ha sido demostrada anatómica y fisiológicamente 

(Magill et al., 2000). 

La neurona principal o de proyecc1on del NE es la neurona espinosa mediana 

(NEM) y su neurotransmisor principal es el ácido y-aminobutírco (GABA). Los axones de 

estas neuronas proyectan hacia otros núcleos de los GB. Tradicionalmente se han planteado 

dos vías eferentes que tienen su origen en dos poblaciones diferentes de NEMs. Por un 

lado, una vía formada por NEMs que coliberan los neuropéptidos sustancia P y dinorfina y 

que sus axones proyectan hacia el globo pálido interno (GPi) y/o hacia la sustancia nigra 

reticulata (SNr). Estas dos estructuras integrantes de los GB están conformadas 

principalmente por neuronas GABAérgicas que a su vez proyectan hacia el tálamo, 

principalmente a los núcleos ventral anterior y lateral, cuyas neuronas tálamo-corticales 

cierran un circuito corteza-GB-tálamo-corteza. 

Otro grupo de NEMs, que se caracteriza por coliberar el neuropétido encefalina, 

manda sus axones hacia el globo pálido externo (GPe) que envía proyecciones 

GABAérgicas al NST, cuyas neuronas glutamatérgicas proyectan de regreso al globo pálido 

externo y hacia los núcleos talámicos mencionados. Las dos vías han recibido los nombres 

de directa e indirecta, respectivamente, por su tipo de conectividad con el tálamo y otras 

estructuras de salida de los GB. Sin embargo, la diferenciación entre las dos vías ha sido 

puesta en duda por hallazgos en donde se ha demostrado que NEMs cuyos axones 

conformarían la vía directa, emiten también colaterales hacia el globo pálido externo 
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(Kawaguchi et al., 1990) y que una población considerable de NEMs coexpresa ambos 

neuropéptidos (Surmeier et al., 1996). 

1.2 El neoestriado. 

En el primate y en la rata las NEMs constituyen el 77 % y el 95 % respectivamente 

de la población de neuronas neoestriatales (Bennett y Wilson, 2000). El diámetro somático 

de dichas neuronas es de 10 a 20 µm y a partir de esta estructura emergen entre 3 y 5 

troncos dendríticos, cada uno de los cuales ramifica en dos procesos, que a su vez pueden 

ramificar una o dos veces más, abarcando un volumen esférico de 300-500 µm de diámetro. 

Dichas dendritas están densamente cubiertas de espinas, mismas que contribuyen con la 

mayor parte de la superficie total de la célula (Kawaguchi y Kubota, 1995; Bolam y 

Bennett, 1995; Wilson, 1998; Bennett y Wilson, 2000). Prácticamente las cabezas de todas 

las espinas dendríticas establecen una especialización sináptica de tipo asimétrico con 

terminales glutamatérgicas provenientes de la corteza y el tálamo. Se estima que cada NEM 

recibe entre 12,500 y 15,000 entradas glutamatérgicas, mitad de las cuales provienen de la 

corteza y la otra mitad de las aferentes talámicas (Bennett y Wilson, 2000). Cada NEM 

recibe entre 1 y 1 O sinapsis de una sola neurona cortical, por lo tanto, entre 750 y 7500 

neuronas córtico-estriatales inervan a una sola NEM (Wilson, 1998; Bennett y Wilson, 

2000). 

Los axones de las neuronas dopaminérgicas provenientes de la SNc entran al 

estriado formando varicosidades y estableciendo sinapsis en passant en prácticamente toda 

la superficie del estriado. Aproximadamente cada SNc de la rata contiene 8,000 neuronas 

dopaminérgicas mientras que cada NE contiene = 2.8 millones de neuronas (Oorschot, 

2000), lo que resultaría en un factor de divergencia de 300-400 (Schultz, 1998). Cada axón 

dopaminérgico se ramifica abundantemente en un área limitada del estriado y tiene 

aproximadamente 500,000 varicosidades de las cuales la dopamina (DA) es liberada 

(Andén et al., 1966). Cada NEM recibiría en promedio 750-900 sinapsis dopaminérgicas 

(Bennett y Wilson, 2000). 
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Especializaciones sinápticas de tipo simétrico, marcadas positivamente para la 

enzima tirosina hidroxilasa, se han observado en las espinas dendríticas (59 %), troncos 

dendríticos (35 %) y en menor grado, en el soma de la NEM (Bouyer et al., 1984; Freund et 

al., 1984; Jiménez-Castellanos y Graybiel, 1987). 

La población restante de neuronas neoestriatales está conformada por interneuronas 

que básicamente son de tres tipos (Kawaguchi, 1993; Kawaguchi y Kubota, 1995; Bolam y 

Bennett, 1995; Wilson, 1998; Bennett y Wilson, 2000): 

1) lnterneuronas colinérgicas gigantes. Constituyen el 1-2 % de las neuronas del NE 

en la rata. Expresan la enzima acetilcolinesterasa. Su soma mide entre 50 y 60 µm de 

diámetro y son las de mayor tamaño en el NE. Estas intemeuronas constituyen una de las 

mayores fuentes de acetilcolina de todo el sistema nervioso central. Sus dendritas son de 

tipo liso o ligeramente espinoso, abarcando un volumen de 500 µm en el eje dorsoventral y 

750-1000 µm en el rostrocaudal. 

11) lntemeuronas inmunoreactivas a parvalbúmina. Son de naturaleza GABAérgica 

y expresan la enzima quelante de calcio, parvalbúmina. Su diámetro somático es de 10-30 

µm. Sus dendritas son lisas en las regiones proximales y presentan varicosidades en zonas 

más distales al soma. 

111) Jntemeuronas somatostatinérgicas. Estas neuronas se caracterizan por liberar 

somatostatina y se distinguen además por expresar la enzima oxido nítrico sintetasa 

involucrada en la síntesis del neuromodulador óxido nítrico. Son de tipo bipolar y su soma 

mide entre 1 O y 20 µm de diámetro. Sus dendritas son lisas, no espinosas y rara vez 

ramifican. 

Básicamente estos tres tipos de interneuronas reciben el mismo tipo de aferentes 

glutamatérgicas y dopaminérgicas, y todas ellas proyectan terminales sinápticas hacia la 

NEM. 
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El papel modulador de la DA en los GB es de suma importancia. ya que las 

alteraciones en su papel regulador resultan en diferentes desórdenes psicomotores. Es por 

este hecho. que el estudio de la actividad fisiológica ejercida por los diferentes receptores 

existentes para esta catecolamina. constituye el tema de trabajo de un gran número de 

laboratorios en todo el mundo. 

1.3 Receptores dopaminérgicos. 

1.3.1 Estructura genética. 

Basándose en estudios de tipo bioquímico y farmacológico, Kebabian y Calne 

(1979) propusieron la existencia de dos tipos de receptores para la DA: uno acoplado 

positivamente a la enzima adenilato ciclasa (AC) denominado DI y otro que la inhibe, el 

D2. Posteriormente, con el empleo de técnicas de clonación. se describió la existencia de 

cinco tipos de receptores dopaminérgicos cuyas características fisiológicas. farmacológicas 

así como por su secuencia de aminoácidos. les permitían ser catalogados en alguna de las 

dos categorías (para revisiones ver Civelli et al., 1993; Strange, 1993; Sokoloff y Schwartz, 

1995; Missale et al., 1998; Vallone et al., 2000, Sealfon y Olanow, 2000). 

El primer tipo de receptor en ser clonado fue el D2, siendo su ADNc aislado con 

base en su homología con los receptores adrenérgicos tipo lh (Bunzow et al., 1988). Dicho 

receptor consta de una secuencia de 415 aminoácidos. Posteriormente se estableció la 

existencia de una isoforma alterna del receptor D2 de 444 aminoácidos derivada por 

procesamiento alternativo (Dal Toso et al., 1989; Giros et al., 1989; Monsma et al., 1989). 

En 1990 Sokoloff y colaboradores identificaron la existencia de un nuevo •eceptor para la 

DA, hibridizando una biblioteca de DNAc del cerebro de la rata con una sonda derivada de 

la secuencia del receptor D2. A este nuevo receptor se le denominó D3. A partir de la 

biblioteca de una linea celular de neuroblastoma humano se obtuvo la clonación de los 

receptores denominados 04, distinguiéndose de los receptores D2 y D3 por su alta 

selectividad por el antipsicótico clozapina (Van Tol et al., 1991). Por poseer características 

farmacológicas y estructurales similares a los receptores inicialmente descritos como D2, a 
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todos estos receptores se les agrupó en una misma frunilia, la familia D2 (Civelli et al.. 

1 993; Missale et al., 1998). 

A partir de bibliotecas génicas (Dearry et al .• 1990; Sunahara et al., 1990) así como 

del empleo de reacciones en cadena de la polimerasa, aplicadas en una línea celular de 

neuroblastoma (Monsma et al., l 990) y en células estriatales (Zhou et al .• 1990), se clonó el 

receptor D 1. Utilizando la secuencia de dicho receptor, se aisló el segundo miembro de esta 

familia al que se llamó 05 (Sunahara et al.. 1991 ). 

La existencia de dos familias de receptores doparninérgicos sugiere la divergencia 

de dos frunilias de genes que difieren básicamente en la ausencia (familia DI) y presencia 

(familia D2) de intrones en su secuencia codificadora (tabla 1). La localización de intrones 

en la familia de genes que codifica para los receptores D2 es similar, de esta manera. el gen 

que codifica para los receptores 02 se caracteriza por poseer seis intrones (Dal Toso et al., 

1 989; Giros et al., 1989; Monsma et al., 1989). El receptor D3 carece del cuarto intrón del 

receptor D2 (Sokoloff et al., 1 990). El receptor D4 posee tres intrones, el primero y 

segundo se asemejan a los dos primeros del receptor D2, mientras que el tercero posee una 

configuración inusual intrón-exón, en la que se carece de los sitios donadores y aceptores 

de la unión "splicing" que flanquean al intrón (Van Tol et al., 1991). 

La presencia de intrones en los genes codificadores de la familia D2 promueve la 

expresión de receptores alternativos. Como ya se mencionó, dos isofonnas funcionales del 

receptor D2 han sido descritas, originándose por el procesamiento altemativo de un exón de 

87 pares de bases entre los intrones cuatro y cinco (Dal Toso et al., 1989; Giros et al., 1989; 

Monsma et al.. 1989). De igual manera se ha descrito la existencia de receptores alternos 

03, sin embargo, éstos no son funcionales (revisado en Missale et al., 1998). En cuanto al 

receptor humano 04, se han descrito diferentes variaciones polimórficas, en las que un 

segmento de 48 pares de bases en el tercer exón, codificador de un segmento de 16 

aminoácidos en la tercera asa intracelular, puede aparecer repetido de dos a diez veces (Van 

Tol et al., 1992). El número de repeticiones de dicho segmento ha sido correlacionado con 
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dif"erentes rasgos de personalidad (Ebstein et al., 2000) así como con el grado de delirios 

psicóticos (revisado en Sealfon y Olanow, 2000). 

Dos pseudogenes con un grado de homología de 95 % con el gen humano del 

receptor 05, codifican formas truncadas no funcionales del receptor 05 (revisado en 

Missale et al., 1 998). 

TABLA 1. Características moleculares de 
los receptores dopaminérgicos 

Aminoácidos 

Aminoácidos en la tercera asa intracelular 

Aminoácidos el segmento COOH- terminal 

Intrones 

FamiliaDl 

o, Ds 

446 (r) 475 (r) 
446 (h) 477 (h) 
57 (r) 50 (r) 
57 (h) 50 (h) 
113 (r) 117 (r) 

113 (h) 116 (h) 

o o 

Familia 02 

D2 03 04 

025 D2L 

415 (r) 444 (r) 446 (r) 387-515 (h)° 
414 (h) 443 (h) 400 (h) 385 (r) 
135 (r) 444 (r) 166 (r) 101-261 (h)° 
134 (h) 443 (h) 120 (h) 106 (r) 

16 (r) 16 (r) 18 (r) 
16 (h) 16 (h) 18 (h) 

6 5 3 

r, rata h,. humano. 
• El número de aminoácidos en el receptor 04 humano depende del número de repeticiones en la tercera asa 

1 intracelular 

1.3.2 Estructura proteica. 

Los receptores dopaminérgicos forman parte de una familia extensa de receptores 

metabotrópicos acoplados a proteínas G y están constituidos por siete dominios 

transmembranales (figura 2; para revisiones ver Civelli et al., 1993; Strange, 1993; 

Sokoloff y Schwartz, 1995; Missale et al., 1998; Vallone et al., 2000, Sealfon y Olanow, 

2000). 
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ESPACIO EXTRACELULAR 

CITO~SllA 

COOH 

Figura 2. Estructura consenso del 
receptor dopaminérgico de la familia DI. 
Los receptores 02 se caracterizan por 
poseer un segmento COOH-terminal más 
cono y una tercera asa intracelular (13) 
más larga. Los aminoácidos aspartato 
(Asp) en el segmento transmen1branal 3, 
las dos scrinas (Ser) en el 5, y una 
fenilalanina (Phe) en el 6, están 
implicados en la interacción con la 
dopamina. Sitios potenciales de 
fosforilación se indican en el segmento 
COOH-terminal e 13, mientras que en el 
segmento NH2-terminal se localizan 
residuos potenciales para la glicosilación 
de la proteína. Dos residuos de cisteína 
en las asas extracclulares El y E2 
establecen un enlace de disulfuro 
manteniendo la estructura terciaria del 
receptor. Modificada de Missa/e et al. 
(1998). 

Los miembros de cada una de las dos familias conservan un alto grado de 

homología entre sí. Los receptores 03 comparten un 75 % de similitud en sus dominios 

transmembranales con los receptores 02 (Sokoloff et al., 1990) mientras que los receptores 

02 y 04 comparten un SO% (Van Tol et al., 1991). Los dominios transmembranales de los 

receptores DI humanos comparten un 40 % de homología con los correspondientes en los 

02 (Oearry et al., 1990). Por su parte, el receptor DS comparte un 80 % de homología con 

el receptor DI, mientras que con los receptores D2 y D3 sólo comparte un 30 % (Sunahara 

et al., 1991). 

Ambas fan1ilias de receptores doparninérgicos difieren notablemente en el número 

de aminoácidos presentes en la tercera asa intracelular (ver figura 2 y labial). La familia de 

receptores DI se caracteriza por poseer una tercera asa intracelular de corta longitud en 

comparación con la correspondiente en la familia 02. El dominio corto de los receptores 

O 1 ha sido asociado con el acople especifico con una proteína G. promoviendo la 

estimulación de la adenilato ciclasa. Por el contrario, los receptores 02 al igual que otros 

receptores con un segmento largo en esta asa intracelular, están asociados con la interacción 
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específica con una proteina G;,.o que inhibe la síntesis de adenosina-3 · .5 • -monofosfato 

cíclico (AMPc; para revisiones ver Civelli et al.. 1993; Strange 1993; Sokoloff y Schwartz, 

1995; Missale et al.. 1998; Vallone et al.. 2000. Sealfon y Olanow. 2000). Es precisamente 

a este nivel en donde las dos isoforrnas del receptor D2 se diferencian. La isoforma larga 

del receptor D2 se caracteriza por poseer un segmento adicional de 29 aminoácidos (Dal 

Toso et al.. 1 989; Giros et al., 1 989; Monsma et al.. 1 989). Esta característica podría 

determinar la afinidad del receptor por un tipo de proteína G específica (Montmayeur et al.. 

1993; Falardeau. 1994; Guirarnand et al., 1995; Gardner y Strange. 1998; Usiello et al., 

2000) sin embargo, los papeles funcionales de las dos isoforrnas son comúnmente 

considerados equivalentes (Usiello et al., 2000). 

El segmento COOH-terrninal de los receptores de la familia DI es hasta siete veces 

más largo que el correspondiente de la familia D2 (ver tabla!; para revisiones ver Civelli et 

al.. 1993; Strange, 1990 y1993; Sokoloffy Schwartz, 1995; Missale et al., 1998; Vallone et 

al.. 2000. Sealfon y Olanow, 2000). Este segmento contiene un residuo de cisteína común 

en los receptores acoplados a proteínas G y que, al igual que los receptores 13-adrenérgicos 

y la rodopsina. podría contar con un grupo palmitato, que funge como punto de anclaje a la 

membrana celular (revisado en Strange, 1990; Missale et al.. 1998, Vallone et al.. 2000). Al 

igual que la tercera asa intracelular, el extremo COOH-terrninal cuenta con residuos de 

serina y treonina susceptibles de ser fosforilados, regulando con ello la desensibilización de 

los receptores dopaminérgicos (Jiang y Sibley. 1999, lto et al., 1999; Vallone et al., 2000; 

Kabbani et al., 2002). Recientemente se demostró que el segmento COOH del receptor D5 

puede interactuar con la segunda asa intracelular de la subunidad y2 del receptor a GABAA, 

estableciendo relaciones funcionales complejas (Liu et al.. 2000). 

El segmento NH2 terminal en ambas familias está constituido por un número 

variable de aminoácidos (entre 20 y 39). Los receptores que constituyen a la familia DI 

poseen en dicho segmento sólo un residuo de asparragina susceptible de ser glucosilado, 

mientras que los receptores de la familia 02 poseen tres, con excepción del 04 que posee 

solo uno (calculado a partir de Van Tol et al., 1991, Sunahara et al., 1991). La presencia de 

oligosacáridos en este segmento extracelular resulta en aumentos considerables de la masa 
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molecular del receptor 02, siendo de 47 a 50 kDa en su forma deglucosilizada y entre 94 y 

150 KDa con la presencia de oligosacáridos (Strange, 1990). 

De manera análoga a otros receptores acoplados a proteínas G, los siete segmentos 

transmembranales de los receptores dopaminérgicos, que estarían empacados en una forma 

circular siguiendo el sentido de las manecillas del reloj (visto desde el medio extracelular). 

formarían una hendidura accesible al agua extendiéndose de la superficie extracelular del 

receptor hacia el interior del dominio intramembranal (revisado en Dahl y Edvardsen. 1994; 

Shi et aL. 2001). Los agonistas solubles en el agua ingresarían a través de esta hendidura, 

interactuando así con diferentes aminoácidos ubicados en las hélices alfa 

transmembranales. tal como ha sido planteado en estudios de mutación dirigida realizados 

en receptores lh-adrenérgicos. 02 dopaminérgicos, uradrenérgicos, M 1 muscarínicos y 5-

HT1A serotoninérgicos (revisado en Dahl y Edvardsen, 1994). Los grupos carboxilo de dos 

residuos de aspartato localizados en el segundo y tercer segmento transmembranal 

enlazarían el grupo amino de la dopamina. mientras que dos residuos de serina localizados 

en la quinta hélice transmembranal establecerían puentes de hidrógeno con los grupos 

hidroxilo de la estructura del catecoL Al mismo tiempo, un residuo de fenilalanina 

localizado en el sexto segmento intracelular podría establecer interacciones ortogonales con 

el anillo aromático del agonista (figura 2, revisado en Dahl y Edvardsen, 1994; Strange, 

1990, 1993; Missale et al., 1998). Como resultado de esta interacción, el receptor sufre 

cambios conformacionales que favorecen el acoplamiento y la activación de proteínas G 

(Sealfon y Olanow, 2000). 

1.3.3 Farmacologia. 

Las propiedades farmacológicas de los diferentes receptores dopaminérgicos han 

sido extensamente estudiadas. Ello se debe principalmente a las implicaciones terapéuticas 

en el tratamiento de diferentes patologías (para revisiones ver Seeman y Van Tol, 1994; 

Sokoloffy Schwartz, 1995; Missale et aL. 1998; Vallone atal., 2000). Si bien los resultados 

arrojados por estos estudios son variables, debido entre otras cosas a los diferentes tipos 
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celulares en donde han sido realizados (Vallone et al.. 2000), diferentes hallazgos han 

definido el perfil farmacológico de los diferentes receptores dopaminérgicos. 

Las dos familias de receptores dopaminérgicos difieren notablemente en su afinidad 

por diferentes ligandos. Por ejemplo. la dopamina es más afin a los receptores de la familia 

02 que a la familia D 1; mientras que para los primeros esta catecolamina tiene una 

constante de inhibición (K;) menor a 50 nM. para los receptores D 1 se ha reportado una K; 

entre 0.5 y 5 µM (Missale et al., 1998). 

A la fecha no se cuenta con fármacos capaces de diferenciar entre los receptores D 1 

y 05. aunque se ha descrito que el receptor 05 es hasta 1 O veces más sensible para la 

dopamina que el receptor DI (Seeman y Van Tol. 1993). Por otro lado, los diferentes 

receptores que integran a la familia 02 (02. 03 y 04). tienen afinidades similares por la 

dopamina (Vallone et al.. 2000). 

Diferentes agonistas capaces de distinguir entre las dos familias de receptores han 

sido sintetizados. Entre los agonistas más selectivos para la familia 02 se encuentran el 

quinpirole y el quinelorane (ambos fármacos fueron utilizados en este trabajo de 

doctorado). 

El quinpirole posee una K; de 576 nM para la isoforrna 02. mientras que para la 

isoforrna 03 es de 5.1 nM (Sokoloffet al .• 1990). El quinelorane por otro lado, tiene una K 1 

de 341 nM para el receptor 02 y de 3.6 nM para el 03 (Foreman et al.. 1989; Sokoloff et 

al .• 1992). En este sentido, estos dos ligandos tienen hasta 100 veces mayor afinidad para la 

isoforma 03 en comparación con la isoforrna 02. El quinpirole posee además una K; de 46 

nM para los receptores 04 (Vallone et al., 2000). A la fecha no se han podido diferenciar 

farmacológicamente las isoforrnas corta y larga del receptor 02 (Sokoloff y Schwartz, 

1995; Missale et al.. 1998; Vallone et al.. 2000). 

Trabajos no publicados realizados en nuestro laboratorio, han demostrado que la 

activación de los receptores 02 por el agonista quinelorane, inhibe las corrientes de calcio 
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tipo L y P/Q. Al estudiarse la relación dosis-respuesta de estos efectos, se determinó una 

1C50 de 513 nM, mientras que el efecto máximo saturante se obtuvo con una concentración 

de 1 O µM (Salgado et al., 2002). La aplicación del antagonista selectivo para los receptores 

02 sulpiride, en una concentración 1 µM, bloqueó completamente la respuesta del 

quinelorane. 

Dentro de los agonistas selectivos de la familia DI se encuentra la familia de las 

benzazepinas, de éstas, uno de los ligandos más potentes es el SKF-81297. Este fármaco 

posee una K; de 2.2 nM. y una ECso de 18 nM para estimular a la enzima adenilato ciclasa. 

Esta misma droga posee una K; mayor a 1 µM para los receptores 02 (Andersen y Jansen, 

1990). 

1.3.4 Localización celular en el neoestriado. 

A partir de la clonación de los diferentes receptores doparninérgicos, diversos 

grupos de investigación han estudiado la distribución de ARNm de cada subtipo en el 

sistema nervioso central (para revisiones ver Meador-Woodruff et al., 1994; Sokoloff y 

Schwartz, 1995). Mediante el empleo de análisis de transferencia "Northem" así como de 

técnicas de hibridización in situ, se demostró la presencia de altos niveles de ARNm para 

ambas familias de receptores en el NE (Bunzow et al., 1988; Dal Toso et al., 1989; Giros et 

al., 1 989; Monsma et al., 1989; Sokoloff et al., 1990; Dearry et al., 1990; Monsma et 

al., 1990; Sunahara et al., 1990; Zhou et al., 1990; Van Tol et al., 1991; Sunahara et al., 

1 991 ). Estos resultados han sido corroborados con técnicas inrnunohistoquímicas dirigidas 

a detectar la presencia de la proteína-receptor (Ciliax et al., 1994; Ariano et al., 1995), así 

como con la visualización directa del sitio ligando-receptor, utilizando ligandos selectivos 

para cada una de las familias con marca radioactiva o fluorescente (Ariano et al., 1995). 

Cada una de estas técnicas posee limitaciones en la interpretación de los datos 

obtenidos por su uso. Como consecuencia de ello, el estudio de la localización de los 

receptores doparninérgicos a nivel celular, ha dado lugar a resultados contradictorios 

originando fuertes polémicas. 
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En 1990 Gerfen y colaboradores utilizando sondas para hibridización in situ en 

NEMs identificadas corno estriado-nigrales con el uso de trazadores retrógrados. 

encontraron que un amplio porcentaje de estas células mostraban marca positiva para el 

ARNm de Jos receptores DI. así como para Jos péptidos sustancia P y dinorfina. De este 

grupo de neuronas. solo un pequeño porcentaje (== 1 7 %) presentaba marca para la sonda de 

receptores D2 y el neuropéptido encefalina. Resultados similares empleando la misma 

metodología fueron reportados por Le Moine y colaboradores en 1991. 

Por otro lado. neuronas con marca positiva al neuropéptido encefalina colocalizaban 

con la presencia de ARNrn del receptor D2. Estas neuronas constituirían presumiblemente 

Ja vía estriado-palidal (Gerfen et al., 1990; Le Moine et al.. 1990). 

Por su gran valor heurístico, este modelo segregacionista de la expresión de 

receptores doparninérgicos en las NEMs ha sido predominante en Ja literatura concerniente 

a Ja fisiología de los GB. Sin embargo, otros trabajos utilizando ésta y otras metodologías. 

han puesto en duda el modelo y reportan niveles significativos de colocalización de ambas 

familias de receptores (Ariano et al., 1995). 

Estas diferencias se deben básicamente a las limitaciones inherentes a la técnica de 

hibridización in situ (Ciliax et al., 1994; Ariano et al.. 1995): 

Con el empleo de sondas de oligonucleótidos no se puede determinar 

completamente el grado de extensión a nivel celular de Ja expresión de receptores, como su 

incorporación a procesos dendríticos y axónicos distales. 

- La técnica de hibridización in situ podría no detectar bajas cantidades de ARNm, 

además de que serian dificiles de visualizar en autoradiografias, soslayando con ello la 

expresión de proteínas funcionalmente estables. 
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Aunado a estas limitantes metodológicas, los trabajos de Gerfen y Le Maine sólo 

emplearon sondas dirigidas a detectar ARNm para los receptores D 1 y D2, pero no 

consideraron la presencia de ARNm para cada uno de los subtipos de las dos f"amilias. 

Mediante el uso de transcripciones inversas seguidas de reacciones en cadena de la 

polimersa (RT-PCR) en células únicas disociadas, Surmeier y colaboradores (1993a y 

l 996; para una revisión ver también Nicola et al., 2000) demostraron que neuronas con 

niveles detectables de sustancia P pero no encef"alina (45.71 % de su muestra de neuronas; n 

= 35), expresaban abundante ARNm del receptor DI. Una subpoblación considerable de 

este grupo ca-expresaba ARNm para los receptores D2 (19 %) D3 (38 %) ó D4 (25 %). 

Neuronas con ARNm para encefalina pero no para sustancia P (25.71 % de su muestra de 

neuronas; n = 35), expresaban niveles abundantes de ARNm para los receptores D2 

(isof"ormas corta y larga) y una subpoblación de este grupo (10-25 %) coexpresaba ARNm 

para las isof"ormas DI y D5. Finalmente, estos autores también describen la presencia de 

una población de NEMs (28.71 % de su muestra de neuronas; n = 35) con niveles 

detectables de ARNm para ambos péptidos. Este grupo se caracterizó por coexpresar 

ARNm abundante para los receptores DI y D2 y varias de las isof"ormas de cada una de las 

dos familias. 

Estudiando la modulación de corrientes iónicas por la aplicación de agonistas 

dopaminérgicos selectivos para cada f"amilia de receptores, Surmeier y colaboradores 

(1996) demostraron también que las NEMs expresaban proteínas-receptores funcionales, 

aun cuando los niveles de ARNm detectados posteriormente en la célula eran bajos. 

Por otro lado, visualizando anticuerpos específicos con marca fluorescente para los 

receptores DI y D2 con microscopia conf"ocal de alta resolución, Aizman y colaboradores 

(2000) demostraron que ambos tipos de receptores se encuentran colocalizados en 

virtualmente todas las NEMs, tanto en preparaciones en cultivo como en rebanadas de 

cerebro. Estos resultados han sido corroborados por David y Harrison (2002) quienes 

reportaron que un 80 % de NEMs en rebanadas de cerebro coexpresan receptores DI y D2. 
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Diferentes estudios funcionales utilizando agonistas selectivos para las dos f"amilias 

de receptores, han descrito respuestas DI y 02 que serían dificiles de interpretar si estos 

receptores no estuvieran colocalizados en Ja misma célula. Este es el caso de varios de Jos 

resultados que se mostrarán en el presente trabajo de tesis. 

La expreston de receptores dopaminérgicos en Jos tres tipos de interneuronas del 

NE, no ha sido estudiada en detalle debido principalmente a su escaso número en el NE 

(Nicola et al., 2000). Trabajos de hibridización in situ demostraron la presencia de ARNm 

para los receptores 02 pero no DI, en interneuronas colinérgicas gigantes (Le Moine et al., 

1990). Posteriormente, la aplicación de RT-PCR en estas neuronas demostró la expresión 

de receptores D2 (en sus dos isof"ormas), pero además reveló Ja presencia de receptores 05 

en virtualmente todas las intemeuronas colinérgicas (Yan et al., 1997; Yan y Surmeier, 

1 997; Nicola et al., 2000). 

1.3.S Transducción de señales. 

Como muchos otros receptores acoplados a proteínas G, la activación de los 

receptores dopaminérgicos promueve la generación de diferentes cascadas de sefialización 

intracelular que tendrán como objeto mediar diferentes aspectos fisiológicos de la célula. 

Desde finales de los afios setenta era claro que cada una de las dos f"amilias de 

receptores dopaminérgicos, promovían ef"ectos antagónicos sobre la proteína adenilato 

ciclasa (Kebabian y Calne, 1979). Con la clonación de los receptores DI y su posterior 

transfección en dif"erentes líneas celulares, se demostró que su activación promovía 

aumentos considerables en los niveles de AMPc (revisado en Missale et al., 1998), este 

ef"ecto estaría mediado principalmente por proteínas G 5 , aunque también se ha descrito la 

mediación de proteínas G 0 1r (Hervé, 1995). Por el contrario, la activación por DA de los 

receptores D2 disminuía los niveles de AMPc en células de la pituitaria, este ef"ecto es 

principalmente mediado por proteínas G¡¡0 sensibles a la toxina pertusis (Vallar y 

Meldolesi, 1989). 
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La utilización de agonistas selectivos para cada una de las dos familias de receptores 

permitió corroborar la presencia de estos eventos en una extensa variedad de tipos 

celulares. incluidas neuronas del sistema nervioso central y especialmente en la NEM del 

NE (revisado en Missale et al.. 1998; ver figura 3). 

Al igual que otras células eucariotas. el principal blanco del AMPc en las NEMs es 

la subunidad reguladora. de la proteína cinasa dependiente de AMPc (PKA; Surmeier et al., 

1995a,b). A su vez, la subunidad catalítica de la PKA actuará fosforilando diferentes 

proteínas regulando con ello su actividad. Entre estas proteínas se encuentran canales 

iónicos como el canal de calcio tipo L que, al ser fosforilado directamente por la PKA, 

cambia su estado conforrnacional aumentando la probabilidad de apertura y por ende la 

conductividad del ión calcio (Surrneier et al., 1995a,b). De manera paralela. también se ha 

descrito que la activación de los receptores DI promueve la disminución de las corrientes 

de calcio N y P. Este efecto es mimetizado por análogos de AMPc y bloqueado por 

inhibidores de la PKA y el inhibidor de fosfatasas, el ácido okadáico (Surmeier et al.. 

I 995a,b). El modelo propuesto en este caso, es que la actividad de la PKA activaría a la 

proteína fosfatasa-1 (PP- I ). Con ello, PP- I desfosforilaría los canales N y P que pasarían a 

un estado no conductivo (Surmeier et al., I 995a,b). Sin embargo, esta posibilidad no ha 

sido demostrada experimentalmente en la NEM. 

La activación selectiva de receptores DI promueve también la reducción de 

corrientes de sodio en NEMs. Este efecto es mimetizado por análogos de AMPc (Surmeier 

y Kitai, I 993b) y se debe a la fosforilación directa del canal por la PKA (revisado en Nicola 

et al.. 2000). Cabe mencionar que en neuronas piramidales de la corteza prefrontal, la 

activación de receptores DI disminuye selectivamente (por la vía AMPc-PKA-canal) las 

corrientes inactivantes rápidas de sodio (atribuidas a los canales Navl.6), pero no las 

corrientes persistentes de ese mismo ión (atribuidas a los canales Navl.ly 1.2; Maurice et 

al.. 200I). 

Otro blanco para la vía de seiialización de los receptores DI, son los canales de 

potasio activados a potenciales de membrana hiperpolarizados (< -80 mV) y que median la 
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rectificación anómala de la NEM (atribuida principalmente a la presencia de canales Kir2.2 

y 2.3; Nisenbaum y Wilson, 1995; Mermelstein et al., 1998). La activación de los 

receptores D 1 incrementa la rectificación de la célula (Pacheco-Cano et al., 1996, ver 

también Nicola et al., 2000). Adicionalmente, se ha demostrado que el uso de agonistas 

selectivos para los receptores Dl disminuye corrientes de potasio salientes de inactivación 

lenta (IAs) activadas por la despolarización de la NEM, sin embargo, estos ef"ectos f"ueron 

atribuidos principalmente a un efocto alostérico o bloqueo directo sobre el canal, más que a 

una vía de señalización mediada por AMPc (Nisenbaum et al., 1998). 

De manera paralela, la subunidad catalítica de la PKA también f"osforila a la 

proteína citosólica DARP-32, una fosfoproteína de 32,000 daltones de peso, regulada por 

dopamina y AMPc (Nishi et al., 1997; Fienberg et al., 1998; Greengard et al., 1998). En su 

forma f"osforilada, DARP-32 constituye un potente inhibidor de la proteína PP-1, 

f"avorcciendo la permanencia en el estado f"osforilado de las diforentes proteína ef"ectoras 

entre las que se encuentran los canales de calcio tipo L (ver figura 3; Surmeier et al., 

1995a,b; Nishi et al., 1997; Greengard et al., 1998 y l 999). 

El estudio de las vías de señalización generadas por activación de los receptores 02 

en células de la pituitaria, ha demostrado que junto con la inhibición de la proteína 

adenilato ciclasa, los receptores 02 inhiben también la hidrólisis de f"osfatidilinositol-4,5-

bif"osf"ato por la proteína f"osf"olipasa C, disminuyendo consecuentemente los niveles de los 

segundos mensajeros inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. Estos eventos, aunados 

a la activación de una corriente saliente de potasio que hiperpolariza el potencial de 

membrana de la célula, median la inhibición de la secreción de prolactina que se observa en 

presencia de DA (Vallar y Meldolesi, 1989). 

En NEMs del NE, la activación selectiva de los receptores 02 disminuye el nivel 

basal de fosf"orilación de la proteína OARP-32 además de revertir el aumento en la 

fosforilación de esta proteína, inducida previamente por los receptores D l, f"orskolina (un 

activador de la enzima adenilato ciclasa), así como por análogos del AMPc (Nishi et al., 

1997). La acción de los receptores 02, es dependiente del calcio intracelular y es bloqueada 
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por la inhibición de la proteína fosfatasa dependiente de calcio, calcineurina (PP2-B), lo 

que sugiere que la activación de estos receptores provoca un aumento en los niveles 

intracelulares de calcio y, por consiguiente, la activación de la calcineurina, la cual 

desfosforila a la DARP-32 (ver figura 3; Nishi et al., 1 997). Sin embargo, los mecanismos 

por los cuales la activación de los receptores 02 estimula el aumento en los niveles de 

calcio intracelular no han sido descritos (Greengard et al., 1999). 

La activación de los receptores 02 en cultivos primarios de neuronas estriatales 

induce una potenciación en la liberación de ácido araquidónico mediada por calcio 

(Schinelli et al., 1994). Sin embargo, no se ha descrito que esta vía de señalización regule 

alguna conductancia iónica. 

En interneuronas colinérgicas del NE la activación de los receptores 

dopaminérgicos 02 redujo significativamente las corrientes de calcio tipo N. Este efecto 

fue mediado por una vía delimitada a membrana con la mediación de una proteína G¡¡0 no 

regulada por PKC (Yan et al., 1997). 

La incidencia directa de estas vías de señalización sobre los diferentes canales 

iónicos de la NEM, permite a la DA modular importanternente la excitabilidad de la célula. 
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Figura 3. Vías de señalización 
asociadas a la activación de las 
familias de receptores DI y D2. 
Los receptores tipo DI estimulan 
la f"osforilación de diferentes 
proteínas efectoras (eg. el canal 
de Ca2+ tipo L) a través de una 
vía AMPc/PKA. La PKA 
también fosf"orila a DARP-32 
convirtiéndola en un potente 
inhibidor de la proteína 
fosfatasa-1 (PP-1 ). Este efocto 
favorece la permanencia del 
canal en el estado fosf"orilado. 
Por el contrario., la activación de 
los receptores 02 está asociada a 
un aumento en los niveles de 
Ca2

• intracelular, el cual activa la 
fosf"atasa caJcineurina., mis1na 
que desf"osforila a DARP-32 
deshinibiendo así a PP-1. Los 
mecanismos por los cuales los 
receptores 02 aumentan el calcio 
intracelular se desconocen. 
Basado en Greengard el al. 
(1999). 

1.4 El patrón temporal de disparo de la neurona espinosa mediana. 

1.4.1 Biestabilidad de la neurona espinosa mediana. 

Para entender el papel funcional que juega cada una de las dos familias de 

receptores dopaminérgicos en la respuesta de disparo de la NEM, es primordial revisar la 

conducta electrofisiológica de estas células en preparaciones in vivo. 

Estudios conductuales realizados en monos y en ratas, han demostrado que neuronas 

estriatales (presumiblemente NEMs) aumentan de manera f"ásica su patrón de disparo 

durante la realización de movimientos, asi como durante la presentación de pistas 

sensoriales que indican al animal el momento de realizar la conducta (revisado en Wilson, 

1993; Kiyatkin y Rebec, 1996; Cepeda y Levine, 1998; Nicola et al., 2000). 
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Registros intracelulares de NEMs realizados en ratas inmovilizadas y anestesiadas 

localmente (Wilson y Groves, 1981) y con uretano (Wilson, 1993), han mostrado que su 

potencial de membrana fluctúa entre dos niveles; uno hiperpolarizado (= -80 mV) al que se 

le ha denominado .. down-state" y otro relativamente despolarizado(== -50 mV), cercano al 

umbral de disparo de estas células(::: -45 mV), llamado ••up-state" (ver figura 4). 

El límite de cada uno de estos dos estados está delineado por la presencia de 

conductancias rectificadoras de potasio: una corriente rectificadora entrante (IK;r) determina 

el estado hiperpolarizado, mientras que una corriente rectificadora saliente (principalmente 

IA) activada a partir de -60 mV, estaciona el potencial de membrana en valores subumbrales 

(Galarraga et al., 1994; Nisenbaum y Wilson, 1995). La activación de estas dos 

l 20mV 

1.0 ... unoo 

Figura 4. Fluctuaciones espontáneas del potencial de membrana de una NEM registrada 
intracelularmente in vivo. La generación de potenciales de acción ocurre durante el periodo de 
relativa despolarización subumbral, como resultado de pequeñas fluctuaciones en el potencial de 
membrana. Estos periodos son interrumpidos por transiciones hacia un estado más polarizado, 
cercano al ootencial de inversión del ión ootasio. Tomada de Stern et al. ~1997). 

conductancias disminuye la resistencia de entrada de la NEM. Este efecto se refleja como 

una disminución en la pendiente de la curva función corriente-voltaje, a lo largo del rango 

de voltaje en la que cada una está activa (Galarraga et al., 1994; Nisenbaum y Wilson, 

1995). 
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La transición entre los dos estados en el comportamiento biestable de la NEM 

depende fuertemente de la entrada sináptica excitadora que recibe (Wilson y Groves, 1981; 

Wilson, 1993; Nisenbaum y Wilson, 1995; Wilson y Kawaguchi, 1996). De esta manera, 

un comando cortical convergente y con un grado de coherencia temporal capaz de 

compensar la baja resistencia de entrada que caracteriza al estado hiperpolarizado (debido a 

las corrientes rectificadoras anómalas), hará transitar el potencial de membrana hacia el 

estado despolarizado, en donde puede permanecer por tiempos variables (0.1-3 segundos). 

Así, pequeñas fluctuaciones en el potencial de membrana determinarán la generación o no 

de potenciales de acción. Entradas sinápticas corticales más débiles y desincronizadas 

temporalmente, serán incapaces de mantener el estado despolarizado provocando la 

transición al estado hiperpolarizado. 

La realización de decorticaciones extensas así corno la desaferentación tálarno

estriatal previenen la transición hacia el estado despolarizado (Wilson, 1993). En esta 

situación, el potencial de membrana permanece en el .. down-state", cercano al potencial de 

inversión del ión potasio (Wilson, 1993). Este estado es similar al potencial de reposo 

registrado en NEMs en rebanadas de cerebro, en donde la mayor parte de las fibras córtico

estriatales han sido seccionadas (Pacheco-Cano et al., 1 996; Hernández-López et al., 1997). 

Si bien la entrada de información cortical es indispensable para el desarrollo de la 

biestabilidad en la NEM, la probabilidad de hacer una transición favorable al estado 

despolarizado y su cinética, así como la permanencia en cada estado, son factores 

determinados por las propiedades intrínsecas de la célula y por los moduladores presentes 

en el NE que favorecen uno u otro estado (Nicola et al., 2000; Vergara et al., 2003). La 

activación de los receptores doparninérgicos y las vías de señalización asociadas a cada uno 

de ellos son decisivos en la regulación de diferentes proteínas efectoras implicadas en la 

regulación de la excitabilidad de la NEM. 
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1.4.2 Modulación dopaminérgica de la respuesta postsináptica excitadora 

Los receptores ionotrópicos N-metil-D-aspartato (NMDA). a-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazole ácido propiónico (AMPA) y kainato (estos dos últimos son comúnmente 

considerados como no-NMDA), median la respuesta postsináptica excitadora rápida del 

glutamato y aspartato en la NEM (Cherubini et al., 1988; Jiang y North, 1 991 ). 

A potenciales de membrana cercanos al de reposo de la NEM, los receptores 

NMDA permanecen bloqueados por magnesio. La respuesta glutamatérgica a este nivel es 

mediada principalmente por los receptores no-NMDA. Si la NEM es suficientemente 

despolarizada{> -50 mV), el bloqueo de los receptores NMDA es removido contribuyendo 

así con la excitación de la célula (Herrling, 1985; Cherubini et al., 1988; Cepeda y Levine, 

1998). 

Las dos familias de receptores dopaminérgicos modulan postsinápticamente de 

manera diferente, cada uno de los componentes de la respuesta glutamatérgica (Cepeda et 

al., 1993; Levine et al., 1996; Cepeda y Levine, 1998; Flores-Hemández et al., 2002). La 

activación de los receptores DI potencia la respuesta NMDA aislada farmacológicamente e 

inducida por estimulación de las fibras aferentes córtico-estriatales, así como la inducida 

por la aplicación iontoforética de glutamato y NMDA. El efecto puede ser mediado por la 

activación de corrientes de Ca2 +, en especial de tipo L y/o por la fosforilación directa del 

receptor NMDA, ya que la facilitación es atenuada por bloqueadores de los canales de 

calcio tipo L, por la inhibición farmacológica de la PKA (Galarraga et al., 1997; Cepeda y 

Levine, 1998) y en ratones mutantes que carecen de DARP-32 (Flores-Hemández et al., 

2002); por el contrario, la aplicación de forskolina y el ácido okadaico, al igual que la 

activación de los receptores DI, aumentan la respuesta NMDA (Galarraga et al., 1997; 

Cepeda y Levine, 1998). La aplicación de quinpirole disminuye en forma consistente la 

potenciación provocada por los receptores DI (Flores-Hemández et al., 2002). Este último 

efecto es notorio, considerando que los receptores D2 por si solos tienen poco o ningún 

efecto sobre la respuesta mediada por la activación de los receptores a NMDA (Cepeda et 

al., 1993; Levine et al., 1996; Cepeda y Levine, 1998; Flores-Hemández et al., 2002). 
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Por otro lado, la activación de los receptores D2 disminuye selectivamente los 

potenciales postsinápticos excitadores mediados por AMPA aislados farmacológicamente, 

así como las respuestas a pulsos de glutamato y AMPA aplicados por iontoforesis (Cepeda 

et aL. 1993, Levine et al.. 1996; Cepeda y Levine, 1998; Hemández-Echeagaray y Levine, 

2002). En este caso, poco se sabe de los mecanismos que intervienen en esta interacción 

(Cepeda y Levine. 1998). 

1.4.3 Regulación dopaminérgica del patrón de disparo a través de otras 
conductancias. 

Como ya se mencionó, el rango de actividad de los receptores dopaminérgicos 

abarca, además de los receptores glutarnatérgicos, diferentes canales iónicos de la NEM 

implicados en Ja regulación del patrón temporal de disparo. En este sentido, diferentes 

trabajos realizados en nuestro laboratorio han descrito el papel que juegan los receptores 

DI en Ja regulación de Ja excitabilidad de la NEM. A continuación se resumen estos 

hallazgos, mismos que ofrecen un contexto para el presente trabajo de tesis. 

Conductancias de potasio: 

Como se mencionó previamente, la activación selectiva de los receptores DI induce 

un aumento significativo en la rectificación anómala de la célula que media el estado 

hiperpolarizado en la biestabilidad de la NEM. 

En un trabajo previo de nuestro laboratorio en el que se utilizaron rampas de 

corriente despolarizante inyectadas intracelularmente para asemejar experimentalmente el 

curso temporal de la transición hacia el estado despolarizado de la NEMs, se demostró que 

la activación· selectiva de los receptores D 1 inhibió la generación de potenciales de acción 

durante el estado más despolarizado de la rampa (Pacheco-Cano et al., 1996). Este 

protocolo permite además estudiar la respuesta del voltaje de la célula ante la corriente 

inyectada en un amplio rango de potenciales de membrana subumbrales (aproximadamente 

de -90 mV a -45 mV). El análisis detallado de la relación corriente-voltaje, reveló que la 

activación de los receptores DI indujo un aumento en la rectificación anómala de la célula 
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dando como resultado una disminución en su resistencia de entrada, alejando así el 

potencial de membrana del umbral de disparo. 

En este mismo trabajo se demostró que la activación de los receptores 02 

disminuyó la frecuencia de disparo de la célula, sin alterar la resistencia de entrada a nivel 

subumbral, lo que sugiere que la neuromodulación ejercida por dichos receptores se da a 

potenciales de membrana ya cercanos al umbral de disparo. 

Mediante la realización de registros electrofisiológicos en la modalidad de ··cell

attached" ••patch-clamp" en NEMs, se ha descrito la presencia de canales iónicos de potasio 

con una conductancia de 85 pS cuya probabilidad de apertura depende absolutamente de la 

presencia de DA ó de agonistas selectivos de los receptores D2; la activación de estos 

canales es insensible al voltaje (Freedman y Weight 1 988; Greif et al., 1995). Actualmente 

se desconocen los mecanismos de acción mediante los cuales los receptores 02 regulan la 

conductividad de estos canales, así como su implicación en el disparo de la NEM. 

Conductancias de sodio: 

Como se mencionó previamente, la activación de los receptores dopaminérgicos Dl 

disminuye las corrientes aisladas de sodio en NEMs disociadas (Surmeir y Kitai 1993b). 

Esta modulación es mediada por la fosforilación directa de los canales (atribuida a PKA) y 

se manifiesta como una disminución en la corriente máxima así como un desplaz<Uniento de 

la curva de inactivación (h.,,) de dichas corrientes, hacia potenciales de membrana más 

hiperpolarizados (Surmeir y Kitai 1993b). 

Por otro lado, Cepeda y colaboradores (1995) han descrito que la activación de los 

receptores Dl también reduce corrientes persistentes de sodio susceptibles de ser 

bloqueadas por tetradotoxina y que podrían estar implicadas en la regulación de 

oscilaciones rítmicas, así como en el disparo repetitivo de la NEM. 
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En cuanto a la acción de los receptores 02 sobre las conductancias de sodio, 

Surrneier y Kitai (1993b) han reportado que en un grupo de NEMs (en el 55 % de las 

células estudiadas) la acción de los agonistas 02 disminuye la amplitud de las corrientes de 

sodio aisladas, mientras que en otro grupo (el 20 o/o de las células estudiadas) la activación 

de los receptores 02 incrementa su amplitud. 

Conductancias de calcio: 

La entrada de calcio al interior de la NEM juega un papel importante en la 

regulación de la frecuencia de disparo de la NEM (Galarraga et al., 1989). 

El influjo de este catión divalente está mediado principalmente por canales 

dependientes de voltaje que se activan a potenciales despolarizados(> -60 mV): corrientes 

de tipo L, N, P/Q y R han sido disecadas en NEMs disociadas (Sargas et al., 1994; Cantrell 

et al., 1995; Merrnelstein et al., 1999; Foehring et al., 2000). Cada una de estas corrientes 

entrantes catiónicas promueve dif"erentes aspectos en el disparo de la NEM: Las corrientes 

tipo L proveen a la célula con una despolarización lenta subumbral que facilita el disparo 

repetitivo de la célula (Hernández-López et al., 1997), mientras que el calcio de las 

corrientes N y P/Q activa preferentemente corrientes salientes de potasio tipo SK y BK que 

determinan el pospotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue a un potencial de acción 

(Vilchis et al., 2000). 

Como ya se mencionó, la activación de receptores O 1 induce un aumento en las 

corrientes de calcio tipo L (Surrneier et al., l 995a,b). Cuando el potencial de membrana se 

mantiene a niveles despolarizados (> -60 mV) en donde la influencia de la rectificación 

anómala es minima, la activación de los receptores O 1 promueve la generación de mesetas 

despolarizantes prolongadas (cientos de milisegundos), mediadas principalmente por estas 

conductancias de calcio. Estos eventos acercan el potencial de membrana hacia el umbral 

para la generación de potenciales de acción, facilitando e incrementando la frecuencia de 

disparo de la célula (Hernández-López et al., 1997). Ello ocurre pese a que los receptores 

01 también incrementan de manera moderada la amplitud del PPH, efocto que es ocluído 
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por el agonista de los canales de calcio tipo L. el BA Y-K 8644 (Hernández-López et al.. 

1996). 

La modulación de los receptores DI sobre las conductancias tipo L es también 

observada como un aumento en la duración de los potenciales de Ca2
+ inducidos por el 

bloqueador de canales de potasio. cloruro de tetraetilamonio (TEA; Kita et al.. l 985). Este 

efecto fue ocluido por el BA Y-K 8644 (Hemández-López et al., 1997). 

En el contexto de la biestabilidad de la NEM, la familia de receptores DI juega un 

doble papel modulador. Durante el estado hiperpolarizado, la acción de estos receptores 

sobre la rectificación anómala de la NEM ejercerá un efecto inhibitorio en la neurona. Sólo 

un comando excitador suficientemente fuerte y sincronizado haría transitar el potencial de 

membrana hacia el estado despolarizado. Una vez ahí. los receptores DI tienen un efecto 

excitador al promover las conductancias de calcio tipo L y potenciar la respuesta NMDA. 

Estas dos acciones conjuntas compensarían la influencia de la rectificación saliente, 

ayudando al potencial de membrana de la célula a alcanzar el umbral para la generación de 

potenciales de acción. 

El conocimiento que se tiene sobre los mecanismos por los cuales los receptores Dl 

regulan la respuesta de disparo de la NEM, contrasta con la poca evidencia experimental 

disponible en la literatura. en donde se estudie de manera directa el papel modulador de los 

receptores 02 sobre el patrón temporal de disparo de la NEM. Este hecho adquiere una 

mayor relevancia si se considera que gran parte de la terapéutica de varios desórdenes 

psicomotores y endocrinos, se basa en la administración de agonistas o antagonistas 

selectivos para esta familia de receptores (Levant, 1997; Faraci et al., 1998; Strange 2001). 

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo de tesis fue estudiar la acción moduladora de 

los receptores D2 sobre el patrón de disparo de la NEM. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Antecedentes: 

El papel que juegan los receptores 02 en la regulación de las propiedades de disparo 

de las neuronas neoestriatales de proyección, permanece como un enigma. La literatura 

concerniente a este respecto es limitada y controversia!. Esto se debe a que la mayor parte 

de los estudios orientados a resolver este problema han utilizado métodos indirectos para 

estimar la actividad de la NEM (Nestler, 1994 ). 

Comúnmente se asume que la activación de esta familia de receptores suprime la 

actividad de la NEM encefalinérgica. Este supuesto está fundamentado en dos tipos de 

evidencias: 

- Lesiones de las vías nigro-estriadas, con una consecuente disminución en los 

niveles dopaminérgicos, inducen un aumento significativo en la expresión del neuropéptido 

encefalina (Gerfen et al., 1990). 

- El bloqueo selectivo de estos receptores induce un aumento en la transcripción de 

genes de expresión temprana, así como de la enzima descarboxilasa del ácido glutárnico 

(Chesselet et al., 1998). 

Estos cambios son considerados como evidencia del papel inhibidor de los 

receptores 02 sobre la actividad neuronal y la transcripción genética. Sin embargo, existen 

otros reportes dificiles de reconciliar con este modelo. Por ejemplo, la activación de Jos 

receptores 02 en rebanadas de cerebro, incrementa la actividad de la proteína :fosfatasa 

dependiente de calcio, calcineurina (Nishi et al., 1997) y de la proteína cinasa activada por 

mitógenos dependiente de calcio (Yan et al., 1999). La estimulación de los receptores 02 es 

también necesaria para la inducción de fenómenos plásticos en el NE (Calabresi et al., 

1992). En conjunto, estos resultados sostienen que esta familia de receptores aumenta la 

actividad celular con un incremento correlacionado en Jos niveles de calcio intracelular. 
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Los trabajos electrofisiológicos en donde se han realizado registros intracelulares y 

extracelulares para estudiar la modulación del patrón de disparo de las NEMs por la 

activación de los receptores dopaminérgicos 02, no han arrojado resultados claros y 

reproducibles. La activación por DA de los receptores 02 ha sido descrita como excitadora, 

inhibidora e incluso inefectiva en modular la actividad eléctrica de las NEM (Herrling y 

Hull, 1980; Uchimura et al. 1986; Akaike et aL, 1987; Hu y Wang, 1988; Hooper KC et al., 

1997). Estos hechos han complicado aún más el entendimiento del papel fisiológico que 

juegan estos receptores en la excitabilidad de la neurona. 

Por otro lado, un número creciente de evidencias experimentales demuestra la 

extensa colocalización de miembros de ambas familias de receptores dopaminérgicos en la 

NEM, lo que plantea la interrogante de cuál es la relevancia fisiológica de activar ambas 

familias de receptores en una misma NEM. 

En el presente trabajo de tesis se presentan resultados electrofisiológicos que dan 

cuenta del papel fisiológico de los receptores 02, en la regulación de la excitabilidad de la 

NEM, así como de la interacción funcional existente entre ambas familias de receptores. 
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3. OBJETIVOS. 

Los experimentos descritos en esta tesis doctoral estuvieron encaminados a estudiar 

de manera sistemática, la acción moduladora de los receptores 02 en el patrón temporal de 

disparo de la NEM: 

- Se evaluó el efecto de activar farmacológicamente los receptores 02 en el potencial de 

acción de calcio inducido por TEA, con el objeto de determinar si esta familia de receptores 

modula alguna conductancia específica de este catión (Kita et al., 1985; Hernández-López 

et al., 1997). 

- Se estudió el efecto modulador de los agonistas de la familia 02 en la generación de las 

mesetas despolarizantes, así como en el PPH que sigue a un potencial de acción. Estos dos 

eventos regulan directamente la excitabilidad de la NEM (Pineda et al 1992; Hernández

López et al., 1 997). 

- Se efectuaron además protocolos de estimulación intracelular, inyectando pulsos de 

corriente despolarizante de diferentes intensidades, con el objeto de estudiar el impacto 

fisiológico de activar la familia de receptores 02 en el disparo repetitivo de la NEM. Para 

ello se efectuaron análisis de las curvas función "Intensidad-Frecuencia" (1-F). 

Como ya ha sido mencionado, un amplio porcentaje de NEMs coexpresa miembros 

de ambas familias de receptores dopaminérgicos. En este sentido, una vez que se 

caracterizó la respuesta moduladora de los receptores 02 sobre el disparo repetitivo de la 

NEM, se quiso estudiar la posible interacción funcional que existe entre los receptores O 1 y 

02 en una misma célula; y así determinar si alguna familia tiene algún efecto dominante 

sobre la otra. 
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4.MÉTODO. 

Los resultados que se presentan en esta tesis fueron obtenidos mediante registros 

intracelulares de NEMs del NE, en la modalidad de fijación de corriente, en rebanadas de 

cerebro de ratas Wistar de 30 días de edad (100-120 gr.). 

4.1 Obtención de las rebanadas de cerebro. 

Cada rata fue anestesiada con éter antes de ser decapitada. El cerebro fue removido 

rápidamente del cráneo y sumergido en líquido cerebroespinal artificial (LCEA) helado (:::: 

5° C), constituido por (en mM): 120 NaCl, 3 KCl, 25 NaHC03, 2 CaCh. 1 MgC12 y 11 

glucosa (pH=7.4, 300 mOsrn/l con glucosa). En todo momento, esta solución estuvo 

constantemente burbujeada por una mezcla de 95 % de 02 y 5 % de C02. Después de 

permanecer un minuto sumergido, a cada cerebro le fue removido el cerebelo y el bulbo 

olfatorio. Los hemisferios fueron separados mediante un corte a lo largo de la comisura 

interhemisférica y adheridos con cianocrilato a una caja de petri colocada en el vibratomo 

(PELCO 101), con el cual se obtuvieron rebanadas parasagitales de 350 µm de grosor. 

Las rebanadas con NE fueron seleccionadas e inmediatamente después de cada 

corte, fueron sumergidas en un vaso de precipitados con LCEA a temperatura ambiente. 

Ahí se dejaron reposar por espacio de una hora antes de comenzar los registros. 

Cada rebanada fue colocada y sumergida en una cámara de registro, en donde 

fueron perfundidas por gravedad y de manera constante a una tasa de 1 mililitro por minuto 

con el mismo LCEA a la temperatura corporal del roedor, 33-35° C. 

4.2 Registros electrofisiológicos: 

Cada neurona fue empalada utilizando microelectrodos de vidrio (borosilicato, 

Frederick Haer & Co, Bowdoinham ME) previamente llenados con una solución de acetato 
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de potasio 3M y biocitina al 1 % (resistencia d.c. 80-120 MO). Los microelectrodos fueron 

elaborados con un estirador de micropipetas horizontal (Sutter lnstruments CO. P-87). 

La señal registrada fue amplificada con un sistema de amplificación de alta 

impedancia, acoplado a un puente Wheatstone con componentes activos (Neuro Data, 

Cygnus Technology, Inc, Delaware Water Gap. PA); digitalizada a 40 KHz y grabada en 

cintas de video tipo VHS. A lo largo de cada experimento. la señal electrofisiológica fue 

monitoreada en un osciloscopio (Nicolet 31 o. Madison WI.), teniendo especial cuidado en 

balancear el puente ante cualquier desajuste. 

A través del electrodo de registro se inyectaron pulsos de corriente de diferente 

duración y amplitud generados por una unidad de aislamiento (Digitimer L TD. DS2A) y 

disparados por un estimulador (Grass Instruments S88, Quincy MA.). Con la inyección de 

corriente directa continua se mantuvo el potencial de membrana en los niveles requeridos. 

4.3 Desarrollo de cada experimento. 

Una vez obtenido el empale, se aseguró que la célula no presentara evidencia 

eléctrica de daño celular y que su patrón de disparo tuviera las características de una NEM 

sin signos notables de daño celular (Wilson, 1998). En estas condiciones el potencial de 

reposo registrado fue de -85 ± S mV. 

Cada experimento constó básicamente de dos fases: Una de control, en la que cada 

protocolo de estimulación fue realizado en ausencia de cualquier agonista de las familias de 

receptores dopaminérgicos; y la fase experimental, realizada posteriormente en presencia 

de los diferentes agonistas añadidos en el medio de perfusión. Con este sistema se logró un 

recambio total del líquido en la cántara de registro, en un tiempo aproximado de 1 O 

minutos, después de lo cual se realizaron los registros experimentales. Al término de cada 

experimento, la neurona fue inyectada con biocitina por 1 S minutos para su posterior 

identificación anatómica (Horikawua y Armstrong, 1988). Brevemente, las rebanadas se 

fijaron en paraformaldehido al 4 % y ácido pícrico al 1 % en un amortiguador de fosfatos 

32 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



(O. 1 M, pH 7.4) durante 24 horas. Posteriormente fueron cortadas en el vibratomo 

obteniendo rebanadas más delgadas (60 µm). Estas últimas fueron incubadas con avidina

peroxidasa (Kit ABC-HRP de Vector) y tritón X-100 (0.2 %). Después los cortes fueron 

lavados con una solución salina amortiguada a temperatura ambiente. Finalmente la 

actividad de peroxidasa se reveló con 3,3-diaminobenzidina (0.05 %) y peróxido de 

hidrógeno (0.01 %) por un periodo de 5 a 1 O minutos a temperatura ambiente. 

Todos los experimentos reportados en esta tesis fueron realizados en NEMs (ver 

figura 5). 

4.4 Fármacos. 

Para la realización de los experimentos se emplearon los siguientes fármacos; 

-Agonistas D2: Quinpirole y Quinelorane (5-1 O µM; RBI-Sigma St. Louis, MO). 

-Agonista DI: SKF-81297 (1-5 µM; RBI-Sigrna St. Louis, MO). 

-Agonista de canales de calcio tipo L: BA Y-K 8644 (2.5-5 µM; RBI-Sigma St. Louis, MO). 

-Bloqueador de canales de calcio tipo L: Nicardipina (2.5 µM; RBl-Sigma St. Louis, MO). 

-Bloqueador de canales de calcio tipo N: co-Conotoxina GVIA (1 µM; Alomone Labs. 

J erusalem-Israel ). 

-Bloqueador de canales de calcio tipo P/Q: co-Agatoxina TK (400 nM; Alomone Labs. 

Jerusalem-Israel). 

-Bloqueador de canales de potasio: TEA (20 mM; RBI-Sigma St. Louis, MO). 

Cada uno de estos reactivos fue preparado al momento del experimento, a partir de 

soluciones madre previamente preparadas (no más de una hora antes de su utilización). Por 

su sensibilidad a la luz. la mayor parte de estos fármacos fueron pesados, diluidos y 

aplicados al experimento en el cuarto de registro iluminado con luz tenue. 

Es importante mencionar que no se encontraron diferencias significativas en las 

acciones moduladoras ejercidas por ambos agonistas D2, en cada uno de los parámetros 
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electrofisiológicos medidos en este trabajo; por esta razón, en la presente tesis se han 

agrupado en uno mismo grupo los resultados obtenidos por cada agonista D2. 

4.5 Procesamiento de datos. 

La señal electrofisiológica fue transferida a una computadora PC mediante el uso de 

programas diseñados en nuestro laboratorio en un ambiente LabView (Nacional 

Instruments, Austin TX). Cada trazo registrado fue analizado y graficado mediante el 

programa Origin (v 6.0; Microcal TM, Northampton MA). 

Los datos presentados en esta tesis pertenecen a escalas de "razón" (frecuencia, 

tiempo, voltaje, etc.); sin embargo, no contamos con evidencia a priori acerca del tipo de 

distribución que siguen. Además, por el tipo de metodología utilizada así como por el costo 

de varios de los experimentos, se contó con muestras pequeñas de neuronas. Por estas 

razones se efectuaron comparaciones estadísticas no paramétricas (Siegel y Castellan, 

1998). Los resultados obtenidos son pareados, es decir, en cada neurona se comparó la 

respuesta previa y posterior a la manipulación experimental (por ejemplo, la adición de 

algún fármaco), por ello se utilizó la prueba de rangos asignados de Wilcoxon de dos colas 

(Siegel y Castellan, 1995; Systat v.7. SPSS Inc., Chicago IL). 
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S. RESULTADOS. 

Los resultados que a continuación se presentan fueron obtenidos en NEMs 

identificadas electrofisiológica y anatómicamente (ver figura 5). Todas ellas fueron 

ubicadas en la región dorsal del estriado. 

Con el objeto de facilitar la lectura de esta tesis, los resultados han sido divididos en 

tres apartados: 

En el primer apartado se describe el papel modulador que juegan los receptores de 

la familia 02 en diferentes fenómenos determinantes del disparo de la NEM. Parte de mis 

resultados fueron publicados en un artículo (Hemández-López et al., 2000) en colaboración 

con el laboratorio del Dr. James Surmeier del Institute for Neurosciencie, en Northwestem 

University Medica! School, Chicago. El artículo es anexado en este apartado y en él se 

describe la modulación de los receptores 02 sobre las corrientes aisladas de calcio tipo L en 

NEMs disociadas, así como las vías de señalización implicadas en ésta respuesta. 

En el segundo apartado se anexa un artículo de mi autoría, en donde se examina con 

detalle la participación de diferentes conductancias de calcio en el disparo repetitivo de la 

NEM. Estos resultados son de gran importancia para validar los hallazgos obtenidos por la 

activación de cada una de las dos familias de receptores dopaminérgicos. 

Por último, en el tercer apartado se presenta evidencia electrofisiológica que da 

cuenta de la interacción funcional existente entre ambas familias de receptores 

dopaminérgicos en una misma NEM. 
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Figura S. Ejemplos de dos neuronas espinosas medianas a diferente amplificación 
(ver escalas de tamaño). marcadas intracelularmente con biocitina y reveladas 
1nediante el protocolo descrito en el 1nétodo. Todas las neuronas registradas se 
localizaron en la porción dorsal del estriado. Nótese en la foto superior. el límite 
entre el cuerpo calloso (en blanco) y el estriado. 
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APARTADO l. 

La activación de los receptores dopaminérgicos tipo 02 reduce la excitabilidad de la 

neurona espinosa mediana. 
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La activación de los receptores 02 disminuye las conductancias de calcio tipo L. 

Como se ha descrito en la introducción de esta tesis. los receptores DI ejercen gran 

parte de su acción fisiológica en la NEM. modulando las diferentes conductancias de calcio 

de estas células (Hernández-López et al., 1997), que cumplen un papel importante en la 

regulación de la excitabilidad (Galarraga et al., 1989). Por otro lado, la acción de los 

receptores 02 podría tener lugar a potenciales de membrana cercanos al umbral de disparo 

de la célula ("" -45 mV; Pacheco-Cano et al., 1996), justo en donde las diferentes 

conductancias de calcio de la NEM están activas(> -60 mV). Por esta razón, se evaluó el 

efecto de activar esta familia de receptores en el potencial de acción de calcio inducido por 

TEA(20mM). 

Como se observa en la figura 78 del artículo anexado en este apartado, así como en 

Ja figura 18 del tercer apartado de resultados de esta tesis, los agonistas quinpirole y 

quinelorane (5-1 O µM) redujeron en un 25 % la duración del potencial de acción de calcio 

(n = 515; p < O.OS. prueba de Wilcoxon). Este efecto fue ocluido por el antagonista de los 

canales de calcio tipo L, nicardipina (2.5 y 5 µM; n = 3; ver figura 7 B del artículo), Jo que 

sugiere que los receptores 02 actúan disminuyendo estas conductancias de calcio. Esta 

última posibilidad fue corroborada mediante el registro de las corrientes aisladas de calcio, 

provocadas por Ja inyección de comandos despolarizantes de voltaje en NEMs disociadas. 

La activación farmacológica de los receptores 02 disminuyó en un 29 % la corriente total 

de bario a través de los canales de calcio (ver figura 1 del artículo). Este efecto fue 

reproducido en el 65 % de las células estudiadas. En presencia nifedipina (5 µM), un 

antagonista de los canales de calcio tipo L, el efecto modulador de Jos receptores 02 

disminuyó significativamente siendo solamente de un 1 O % (ver figura 2 A y B del 

artículo). 

Por otro lado, el agonista de los canales de calcio tipo L, el BA Y-K 8644 (2.5 - 5 

µM), aumentó significativamente la corriente total de calcio, asi como el curso temporal de 

las corrientes de cola registradas durante la fase de repolarización del potencial de 

membrana de la célula (ver figura 2 C y D del articulo). Ambos eventos fueron revertidos 
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significativamente por la activación selectiva de los receptores 02 (ver figura 2 C y D del 

artículo). 

Cada uno de éstos efectos fue ocluido por la aplicación del antagonista de los 

receptores 02, sulpiride (5 ~tM; ver figura 3 A y B del artículo). 

Los experimentos realizados en la modalidad de fijación de voltaje en NEMs 

disociadas permitieron además estudiar las vías de señalización implicadas en la 

modulación de los receptores 02. Con base en estos resultados, a continuación se describen 

las cadenas de señalización que estarían involucradas al activar estos receptores (figura 6). 

co>•ucerrado Ca>+L/Aclivo 

Figura 6. Vías de señalización 
asociadas a la activación de las 
familias de receptores DI y 02. 
Los receptores tipo DI estimulan 
la fosforilación del canal de Ca2

• 

tipo L a través de una vía 
AMPc/PKA. La PKA también 
fosforila a DARP-32 
convirtiéndola en un potente 
inhibidor de la proteína 
fosfatasa-1 (PP-1 ). Este efecto 
favorece la permanencia del 
canal en el estado fosforilado. 
Por otro lado, los receptores 02 
inducen un aumento en la 
liberación de Ca2

• proveniente de 
pozas intracelulares, a través de 
la vía fosfolipasa C-j31/IP3. Este 
catión activa a la fosfatasa 
calcineurina que desfosforilaría a 
DARP-32 deshinibiendo con ello 
a PP-1 . La calcineurina también 
podría desfosforilar directamente 
el canal. 

La activación de los receptores doparninérgicos tipo 02 promovió la estimulación 

de la isoforrna PI de la fosfolipasa C, a través de las subunidades py de la proteína G. La 

activación de la fosfolipasa C indujo un aumento en los niveles intracelulares del segundo 

mensajero IP3, el cual provocó la liberación de calcio proveniente de pozas intracelulares. 

La elevación en los niveles intracelulares de este catión activó a la proteína fosfatasa 
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dependiente de calcio, calcineurina (PP2-B) que en su forma activa, podría desfosfbrilar a 

OARP-32 suspendiendo así su efecto inhibidor sobre la PP-1. Esta última estaría libre para 

desfosforilar el canal de Ca2
+ tipo L, aunque también se plantea la posibilidad de que la 

calcineurina actúe directamente sobre el canal (Armstrong et al., 1991 ). 

Modulación de las mesetas despolarizantes por activación de los receptores tipo 02. 

Las corrientes de calcio tipo L en las NEMs determinan la generación de mesetas 

despolarizantes que pueden ser observadas cuando el potencial de membrana de la neurona 

se encuentra en valores subumbrales, relativamente despolarizados (> -55 mV). Estos 

eventos pueden ser estimulados por la inyección de un breve pulso de corriente (= 20 

milisegundos) y pueden desarrollarse por varios cientos de milisegundos e inclusive 

provocar la generación de potenciales de acción aún después de que el pulso de corriente ha 

cesado (ver figura 16 A en el tercer apartado resultados; Hemández-López et al., 1997). 

La activación de los receptores 02 disminuyó significativamente (p < 0.05, prueba 

de Wilcoxon) la probabilidad de aparición. la duración y la amplitud de las mesetas 

despolarizantes registradas en ausencia de algún fármaco (n = 7/12; ver figura 16 B del 

tercer apartado de resultados), así como aquellas exacerbadas por el agonista BA Y-K 8644 

(n = 616; ver figura 7 A del artículo). 

Modulación del PPH por activación de los receptores tipo 02. 

El PPH que sigue a un potencial de acción y que depende de conductancias de 

potasio dependientes de calcio, canales tipo BK y SK, juega un papel importante en la 

regulación de la frecuencia de disparo de las NEMs (Pineda et al., 1992). Las conductancias 

de calcio implicadas en la regulación de estos eventos son las N y P/Q (Vilchis et al., 2000). 

Oi:ferentes neuromoduladores ejercen su acción a este nivel (Pineda et al., 1995), por lo que 

en este trabajo se evaluó también la acción de los agonistas de los receptores 02 en el PPH 

(figura 7). 

En la figura 7 se muestran los potenciales de acción de dos células, seguidos por sus 

respectivos PPHs (ver amplificación de los PPHs en la parte in:ferior de la columna A y B). 
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Cada potencial fue provocado por Ja inyecCíón intracelular de un pulso de corriente 

despolarizante de duración breve ("' 20 milisegundos), mientras el potencial de membrana 

era mantenido con corriente OC continua a niveles despolarizados subumbrales (> -60 

mV). La activación de los receptores 02 por los agonistas quinpirole ó quinelorane (5-10 

µM), redujo la amplitud del PPH en un 28 ± 2 % (ver la figura 7 A y la figura 19 incluida 

en el tercer apartado de resultados; p < 0.05, prueba de Wilcoxon). Este efecto se observó 

en 7 de 12 células estudiadas. En el recuadro de Ja columna A se muestra Ja variación en la 

amplitud del PPH (en valores absolutos de voltaje), en cada una de las células que tuvieron 

respuesta positiva a Jos agonistas. En la columna B se ejemplifica un caso en donde el 

quinpirole no modificó Ja amplitud del PPH. La ausencia de eíecto a los agonistas 02 fue 

observada en cinco células (p > 0.05, prueba de Wilcoxon). 

CONTROL 

¡2omv 

sama 

Ai=-.:..Jl TRO ¡1nA JB 

-Gomv ..asmv '--------i=_ J ____ QUl-NPIR-OLE -

QUINPIROLE 

L=--
'CONTROL 

r¡·~ 1· 

1: ==== 

Figura 7. El quinpirole reduce 
la amplitud del PPH. Se 
muestran los potenciales de 
acción de dos células seguidos 
por sus respectivos PPHs (ver 
amplificación del PPH en la 
parte inferior de A y B). A, el 
quinpirole (5-10 µM), redujo la 
amplitud del PPH en un 28 ± 2 
%. Este efecto se observó en el 
58 % de las células estudiadas 
(n = 7112), ver en el recuadro la 
disminución en la amplitud del 
PPH (expresada en valores 
absolutos de voltaje) en cada 
uno de Jos casos positivos. B, se 
muestra un caso en donde el 
agonista no tuvo respuesta. 

Modulación de la f'recuencia de disparo por activación de los receptores tipo 02. 

Al reducirse la amplitud del PPH, el potencial de membrana de la célula estaría más 

próximo a alcanzar nuevamente el umbral de generación del potencial de acción, lo que 
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favorecería el disparo repetitivo de la NEM. En este sentido, la acción de los receptores 02 

sería incrementar la frecuencia de disparo de la célula; sin embargo, la inhibición en la 

generación de las mesetas despolarizantes mediada por estos receptores tendría el efecto 

opuesto. 

Como se muestra en la figura 7 C y O del artículo anexado en este apartado, la 

activación de los receptores 02 por el agonista quinpirole redujo la excitabilidad de las 

NEMs. Este efecto se observó también con el agonista quinelorane (5-1 O µM; ver figura 1 7 

en el tercer apartado de resultados). En total. la respuesta en el disparo a los agonistas 02 se 

reprodujo en el 82 % de las células estudiadas (n = 14/17). Dichos fármacos redujeron en 

un 39 ± 6 % (p < 0.05, prueba de Wilcoxon; n = 14/17) el valor de la frecuencia media de la 

curva 1-F (ver las figuras 7 C y D del artículo y las 1 7 A y B en el tercer apartado de 

resultados). En el 18 % restante de las células, los agonistas 02 no ejercieron ningún tipo 

de respuesta (figura 8). 
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Figura 8. Ejemplo de una NEM 
sin respuesta al agonista 02. A, se 
muestran, tres trenes de potenciales 
de acción provocados por la 
inyección de tres pulsos de 
corriente de diferente intensidad, 
en situación control (columna 
izquierda) y en presencia de 
quinpirole (5-10 µM; columna 
derecha). B) curva relación 
intensidad-frecuencia (1-F), 
obtenida graficando el promedio 
del inverso de los últimos cuatro 
periodos inter-espigas de cada tren, 
versus la intensidad de la corriente 
inyectada para provocarlo. Notar 
cómo la curva 1-F en este caso, no 
suf're ningún desplazamiento. 
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En las NEMs con respuesta positiva a los agonistas, Jos efectos sobre el PPH y la 

frecuencia de disparo fheron simultáneos. Este hecho se estudió con detalle en tres células 

(figura 9). 
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Figura 9. Los agonistas 02 disminuyeron la frecuencia de disparo de la NEM. pese a que 
el PPH fue también disminuido. Superposición de cuatro trazos de la respuesta en voltaje 
a un pulso rectangular de corriente inyectado intracelularmente (320 ms). en condición 
control (A). a los JO minutos de añadido el quinelorane (B) y después de IS minutos en 
presencia del agonista (C). D. se muestran tres trenes superpuestos representativos de A, 
B y C. Notar cómo el potencial de membrana en el estado estacionario de la respuesta al 
pulso, se aleja gradualmente del umbral de disparo. E, registros obtenidos de esta misma 
célula pero con el potencial de membrana mantenido a un nivel más despolarizado (-SS 
mV). La intensidad y duración del pulso de corriente fue ajustado para obtener un solo 
potencial de acción, así como mesetas despolarizantes que sobrepasarán la duración del 
estímulo. Nótese cómo en cada caso el agonista 02 disminuyó sustancialmente ambos 
eventos 

En la figura 9 se compara la respuesta de una NEM a un pulso de corriente 

rectangular de aproximadamente 320 milisegundos de duración, en situación control y en 

presencia de quinelorane. En condiciones control el pulso de corriente inyectado provocó 

de manera constante la generación de trenes de ocho potenciales de acción (figura 9 A) sin 

embargo, en presencia de quinelorane la respuesta regenerativa de la célula ante la misma 
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cantidad de corriente fue abolida por cómpleto. Este efecto fue gradual, pasando de una 

disminución en la frecuencia y sincronía del disparo (efecto observado a los 1 O minutos de 

añadido el agonista; figura 9 B), a un cese total de cualquier evento regenerativo (15 

-minutos-después de añadido el agonista; figura 9 C). El efecto inhibitorio se explica por un 

alejamiento del potencial de membrana del umbral de disparo durante la respuesta al pulso 

de corriente, tal y como se observa al sobreponer un trazo representativo de cada nlomento 

(figura 9 D). En esta misma célula, el agonista quinelorane también disminuyó la amplitud 

de las mesetas despolarizantes, así como el PPH (figura 9 E). 

En conjunto, estos resultados demuestran que el efecto principal de la activación de 

los receptores D2 es inhibir la frecuencia de disparo a través de una disminución en la 

amplitud y duración de las mesetas despolarizantes activadas a potenciales subumbrales. La 

reducción observada en el PPH no es el efecto más importante del quinpirole, pues su 

disminución no produce un aumento en la frecuencia de disparo. 

Conclusiones. 

En cada uno de los protocolos estudiados, la activación de los receptores D2 

provocó respuestas opuestas a las previamente descritas para los receptores D 1 (Surmeier et 

al., l 995a y b; Hernández-López et al., 1997). Contrariamente a lo descrito para los 

receptores DI, los receptores 02: 

1 º Disminuyeron las conductancias de calcio tipo L. Este efecto fue evaluado mediante Jos 

potenciales de calcio generados por TEA, así como por las corrientes aisladas de calcio 

registradas en NEMs disociadas; 

2° Disminuyeron la generación de mesetas despolarizantes sostenidas, registradas a 

potenciales de membrana justo por debajo del umbral de disparo; 

3° Disminuyeron Ja frecuencia del disparo repetitivo de la NEM, pese a que la activación de 

estos receptores también redujo la amplitud del PPH que sigue a un potencial de acción. 
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La reducción en las conductancias de calcio tipo L fue mediada por la activación de 

la proteína fosfatasa calcineurina por el calcio liberado de pozas intracelulares, a través de 

la cascada de señalización: fosfolipasa Cj3 l-IP3. 

El hecho de que los receptores 02 disminuyan las corrientes aisladas de calcio tipo 

L en NEMs disociadas, indican que los resultados presentados se deben a eventos post

sinápticos. 
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0 2 Dopamine Receptors in Striatal Medium Spiny Neurona Reduce 
L-Type Ca2 + Currents and Excitability via a Novel PLCIJ1-IP3 -

Calcineurin-Signaling Cascade 
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In splte of the recognition that striatal 0 2 receptors are critical 
determinants in a variety of psychomotor dlsorders. the cellular 
mechanisms by which these receptors shape neuronal activity 
have remained a mystery. The studies presented here reveal that 
0 2 receptor stimulation in enkephalin-expressing medium splny 
neurons suppresses transmembrane Ca 2 + currents through 
L-type ca 2 + channels, resulting in diminished excltability. This 

~~g~i'.:!~~~n i~f~~~~:f:u~ ~~2~~!~,!!~." a°r:dp~~t~!'::.f~i~S:,ªt~~ 

Disruptions in striatal dopaminergic signaling are thought to un
dcrlie a varicty of psychomotor disorders including drug abuse, 
schizophrenia. Tourettc's syndrome. and Parkinson•s diseasc 
(Homykicw~ 1973; Meltzer and Stahl, 1976; Sandor. 1993; Nes-

. tler and Aghajanian. 1997). In spite of the rccognition that alter
ations in dopaminergic signaling are the basis of thesc psychomotor 
disorders. thc ccllular mcchanisms by which dopaminc atfects stri
atal function havc remained something of a mystery. This is par
ticularly true of D 2 rcceptors. These receptors are exprcssed at high 
lcvels by scvcral groups of neurons in the striatum. including 
GABAergic mcdium spiny neurons that project to the globus 
pallidus and cxprcss cnkcphalin (Gcrfen. 1992; Sunneier et al.. 
1996). 

The prcvailing modcl of thc striatum (Gerfen. 1992) suggests 
that 0 2 receptor stirnulation suppresscs the activity of enkcphalin
cxpressing striatal rnedium spiny neurons. This infcrence is based 
primarily on two indirect obscrvations. First. dopamine.-depleting 
lcsions incrcasc striatal cxpression of enkephalin. a peptide re
Jcased by rnedium spiny neurons expressing D 2 rcceptors (Gerfen. 
1992). Sccond, ncurolcptic blockade of 0 2 receptors increascs 
striatal cxprcssion of immediate early genes and glutamic acid 
decarboxylasc (Chesselet et al .• 1998). Thesc changes are taken as 
cvidencc of 0 2 rcccptor-mediated suppression of neural activity 
and gene transcription. Howcver. there are a numbcr of obscrva
tions that are difficult to reconcile with this model. For example. 0 2 
receptor stimulation in striatal slices increascs the activity of a 
Ca 2 •-depcndcnt protcin phosphatase (calcineurin) and of Ca 2 +

dependent mitogcn-activated protein (MAP) kinasc (Nishi et al.. 
1997; Yan et al.. 1999). 0 2 receptor stimulation also is neccssary for 
the induction of synaptic plasticity in the striatum (Calabresi et al.,, 
1992). These studies argue that 0 2 receptor stimulation incrcase~ 
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calcium-dependent phosphatase calcineurin. In addition to pro
viding a unifying mechanlsm to explain the apparently divergent 
effects of 0 2 receptora In striatal medium spiny neurons. thls 
novel slgnaling linkage provides a foundation for understanding 
how this pivotal receptor shapes striatal excitability and gene 
expression. 

Key words: neostriatum; patch clamp; dopamine; neuromodu
lation; medium spiny neuron; basal ganglia; electrophysiology; 
single-ce/J RT-PCR; ion channe/; calcium 

rathcr than dccreascs. activity and intraccllular Caz+ levels in 
striatal medium spiny ncurons. 

Direct measurcments of neuronal activity havc not provided a 
means of explaining thcse seerningly contradictory findings. Be
causc the transcriptional and biochemical cvents at the hcart of the 
signaling discrepancy are Ca 2 + dcpendent 9 a kcy question is 
whcther 0 2 receptors can directly influcnce intracellular Ca 2 + 

levels. An obvious way this might happen is via thc modulation of 
transmcmbrane ion channels capable of carrying Ca 2 -+ ions into 
the cytoplasm. One potential targct of this type of modulation is 
the L-type Ca 2 + channel. a channel that has a privileged associa
tion with transcriptional regulators in rnany neurons (Bading et al.. 
1993; Graef et al.. 1999). Although they can be enhanccd by severa! 
mechanisnlS (Viard et al.. 1999). in medium spiny ncurons L-type 
Ca 2 -+ currents are incrcascd by 0 1 receptor stimulation of adenylyl 
cyclase and protein kinasc A (Surmeier et al., 1995). Dccausc the 
best-described etfect of striatal D 2 rcceptors is inhibition of adeny
lyl cyclase (Siblcy. 1995). 0 2 receptor activation should. in princi
pie. reduce L-typc currcnts-

The studies dcscribed hcrc were intendcd to test this hypothesis. 
They show that indced 0 2 receptor stimulation suppresscs L-type 
Ca 2

• currcnts in cnkephalin-exprcssing medium spiny neurons. 
But,, thc suppression is not mediatcd by inhibition of adenylyl 
cyclase. Rather. D 2 receptor stimulation mobilizes intraccllular 
Ca 2

+ storcs via o,.,. activation of a phospholipase C'31 pathway. 
Jeading to a calcineurin.-dcpcndent reduction in L-type currents. 
This novel signaling linkage establishes a mcchanism by which 0 2 
receptors can supprcss spilte activity and Ca 2 +-dependent gene 
transcription but actívate Ca 2 •-depcndent intracellular enzymes. 

MATEAUU..S AND METHODS 

:!~~~-ceu:~~:.=::!f.!~!:::ts~~!~~':: 
al., 1995: Mennelatein et :f. .. 1999). ~ pipette solution consiated of (in 
mM): 180 N--~- (NMG). 40 HEPES ... MaCl,. 0-20 
BAPTA. 12 pbm tine. 2 Na,ATP. 0.2 Na2GTP. and 0.1- lcupcptin, 
pH 7..2-7.3 wrlh ~.._._26.S-270 mOsm/I. Thc extemal aotution conststcd 
of ~in mw): 135 NaCl. 2U C&Cl.. l ~:iAli 10 HEPES. 0.001 TTX. 5 BaCI,. 

:!1ai1:ea~r.~·~¡:.~:.ºMb ~'3m ;r-?P".:~~ ~!}~etc:r¡~~ 
Mannhcim9 lncHana¡~Olia. IN) and ~P~. calcincurin autoinhibitory 
peptidc, and leupeptin (Calbíochcm. La Jolla. CA). AH drup wcrc prc
parcd accordina to thc manufacturer'a spcciflcations and applicd with a 
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~!lfi'[j:/2 .. ~~~~~ t~~~~~'Cf>f!'i~:.Sª~~~~~¡:: :'c~~!i; 
isolatcd striatal ncurons.A, Plot ofpcak Ba 2 • cuncnts 
cvokcd by a stcp to -10 mV from a holding potcntial 

~~ak8~~':itsc:>~:nG~~l:J~~a~J :Uc;~~~l~~~~':~n~ 
structA. Voltage protocol is shown at thc 1op. lnse1. A 
box plot summary of the percent rcduction in peak 

/;~~r~~'t~!~cf~ t~ ~~~Fo:~º~( fhe di~?r"i.:':a~fo~~'!fh: 
cdges of thc bax are thc intcr~uartilcs. Thc lines run-

~!~/;.¡~~:i'o~~ec~~t~dj~~h~~:s.ow the cxltcrncs of thc 

500 

o 

••sewcr ~ipc ... capillary array (Surmcier et al.. 1995; Mcnnclstcin et al.. 

:g~kK-¿cr¡~n~~~f ~s~~r~~c~~~~d~c:5c'S~J-~~fs~f • ,i~~tKb~~J'~i'!f 
JJARK. til'kK-Cp (f9 mg/ml) was dialyzcd against thc rccording intcmal 
solution. This solution was diluted in thc rcc.ording intcmal solution for a 
final conccntration of 1 mg/ml. 

lntraccllular recordings wcrc pcrfonncd on rat dorsal neostrialal sliccs 
maintaincd in vilro as rcported previously (Hcrnandcz-L~z et al .• 1997). 

~rc~~'!!."Jiew~r:!~~:iN:i: (Jl'~':.~~)~-~h~pc!:!¡~~~c5~~ figc'di~t~l~n~ 
K-acctatc and l % biocytin wcrc uscd. Rectangular cuncnl pulses of 

:1c'.?'~"o\~~~~~~t-=i~h'!.~u!~N~:sb~i~rcc u~¡!::io:-~t~';. 5~~':.:~g~•(.;_ ~;:~~~ 
Tcchnolog,. lnc .• Dclawarc Water ~ap. PA), digitizcd, and savcd on vadeo 

!:erre: i~~ct~zlf ~h ~~~fn a~:l~~:Cri::!'d a {'~~:Si~.c.oAn:r~~c.iro~~~~~ 
medium spiny projcction ncurons. Expcramcnts wcrc paircd, so that 
rccords in thc presencc and abscncc of bo.th-applicd drugs wcrc compared 
in thc samc ncuron. 

10.!°J~d'":..i.t.'rr~::.~2 ~r;:~~;:~ª~~~~ ~~~r1::d~~~º~:.1~1~P':~~.w~~: 
gene, OR) through thc patch pipcttc in a chelator-frcc rccording intcrnal 

~~~~¡'O';. ~~~:~~c~h';~;cC::':::~~I ~ou~~?~';!fc ª~r'!.r:r:.~h~:S";.~ ~~,~~n~ 
~~~~~~~~~rn~~r~~= :c'!~'rn~~~-;:icd¡rn"~~rr~~~1!~~ir:.~;}'J'ra~41~~· cS~~~ 
Molecular Probcs) for 25 min at 37°C in thc dark. Aftcr loading. ncurons 
wcrc rinsed with salinc and equilibrated for 20 min al room tcmpcrature. 
Changcs in cytopla..."i.rnic Ca 2 • conccnlration wcrc dctcnnined bY mcasur
ing thc fiuorcsccncc ratio (510 nm) aftcr cxcitalion with 340 and 380 nm 

~:~~!~r;.i¡~~s1~~~:;.!,.~1:~~~ ~::,~~n:'J~it~~'NC:::" roi:;.:r~c:_-:a-::~~':ith 
a DcltaScan f1uoromctry systcm (Photon Tcchnology lntcrnational) run-

ni5'n~Í:~~}j~~~~r;;::~~ript1ºon-PCR pn>tocol Protcx:ols similar to those 

~~~<=j:};9d. Pfh~ºP'~k ';,';im~~~~rd~:.:~dc~:::;;. ·~~r°~~~~c~! 
using obao software (National Dioscicnccs). Thc primen uscd for 
cnkcphalin and substancc P cDNA amplificatmn have bcen publishcd 
prcvmusly (Sunneicr et al., 1996). Thc primen for phospholi~ C tH 
(PLCIJI) cl:>NA (GcnDank acccssion numbcr M20636) wcrc 5'-AAA 
CGG AAG GTT AGT GAG GAC AG-3' and 5'-TTC AGG CTA AGG 
GAT GTT TCT C-3'. Thc _prcdictcd ptoduct lcngth was 253 bp. Thc 
prirners for PLC¡J2 cDNA (GcnDank accession numbcr AJ01103S) wcrc 
5'-ATCCAAGCCATG ACC AAAGTC-3' and 5'-0TCTCCCATTrC 
TGC CTT ATG TG-3'. Thc prcdiclcd product lcngth was 54~b . Thc 
primcrs for PLCtJ3 cDNA (GenBank aeccssion numbcr M99S6 wcrc 
S'·AGC GCA ACA ACA GCA TCT CAG A-3' ami S'-CTC CTC 
CGC CAG TTC AAA G-3'. The prcdictcd product lcn&lh wu •20 bp. Thc 

~~!GGc ~A.:='§~Á W~t"d~"~~º,t Aó~~~".~~·~o'e~~ ~C 
CTCTGGTGTTCT AT. Thc pralicted product lcngti.wen: 209Uld2A6bp. 

S101istica_I procl!dures. Dala anal~is was pcrfornlcd with SYSTAT (vcr
sion 5.2; SPSS, lnc .• Chicago, IL). Samplc statistics are givcn as mcans :!::: 
SEs. Dos plots wcrc uscd for graphic prcscntation of thC dala becanasc of 
thc small samplc sizcs. 

RESULTS 
0 2 receptor actlvatlon reduces Ce2 • c........-
Whole-cell Da 2 • currents through Ca 2 • channels werc reversibly 
inhibitcd by thc 0 2 -class receptor agonists (-)-quinpirole (Fig. 1) 
and R(-)-propylnorapomorphine (NPA) in -6S% of thc acutely 
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isolated medium-sized striatal neurons tested. At saturating ago
nist conccntrations (10 µ.M), the mean reduction in peak current 
evoked by a voltage stcp to -10 mV was 28 ::!::: 2% (n = 5) for 
quinpirole and 26 :!: 3% for NPA (n = 4). Lowcr agonist concen
trations produccd smaller, qua!itatively similar modulations 
(0.50-5 µM; n = 6). Previous studies havc shown that 0 2 receptors. 
like other G"0 -coupled receptors. inhibit N- and P/0-type Ca 2 • 

channels but typically do not modulatc L-type Ca 2 • channels (Van 
et al., 1997). Howevcr, in mcdium spiny neurons. thc L-type 
channcl antagonist nifcdipinc significantly reduccd the modulation 
produccd by quinpirolc. suggcsting that L-type channcls wcre a 
major targct of thc 0 2 receptor pathway (Fig. 2A,B). The mean 
modulation in thc abscncc of nifedipine was 29% (n = 8). whereas 
it was only 10% (n = 6) in the prescnce of nifedipine (p < O.OS, 
Kruskal-Wallis). 

Anothcr way of tcsting the involvcment of L-typc Ca 2 + channels 
is via use of the dihydropyridine agonists such as ( -)-1,4-dihydro-
2,6-dimcthyl-5-nitro-4-(2-(trifluoromcthyl)-phenyl]-3-pyridine car
boxylic acid mcthyl ester (BAYK) 8644 and 2,S-dirnethyl-4-(2-
(phenylmethyl)bcnzoyl]-lH-pyrrole-3-carboxylic acid rnethyl ester 
(FPL) 64176 (Ram~ et al., 1993). These agonists slow thc deacti
vation of L-type Ca 2 • channels during repolarization of thc mem
branc; this selectivc slowing providcs a convenient way of isolating 
currents through L-type channcls. N PA revcrsibly rcduccd thc 
slowly deactivating tail currcnt attributable to L·typc Ca 2 • chan
nels (sec Fig. 2C.D). As shown in Figure 2C. inset box pJot. the 
median reduction in the amplitude of the slow tail current by NPA 
(10 µ.M) was just >20% in rcsponsive neurons (n = 13). 

To vcrify thc involvement of 0 2 -class reccptors in thc response. 
the ability of (-)-sulpiride to antagonizc the response was exam
ined. Sulpiridc (5 µ.M) (Weiss et al .• 1985) had no c•cct of its own 
on thc DAYK-cnhanced L-type currcnts but blockcd thc ctrect of 
NPA (10 f.IM) on both step and tail currents; thc cflcct of NPA 
reemerged whcn sulpiridc was washed off the ccll (Fig- 3A.B). In six 
neurons. thc median NPA-induced modulation of thc slow tail 
currcnt was 22% in thc abscncc of sulpiride and 2% in its prcscncc 
(see Fig. 3A. inser; p < 0.05. Kruskal-Wallis). Thc modulation of 
the currcnt evokcd during thc dcpolarizing stcp also was antago
nizcd by sulpiridc (n = 6; median modulation <= 4%; p < O.os. 
Kruskal-Wallis). 

Therc are threc D2~lass rcceptors (D2 • D;t• or o.) with a high 
afinity for NPA. quinpirolc. and sulpiridc_ Although the 0 2 re
ceptor is thc prcdominant striatal isofonn. previous studics havc 
idcntified a substantial subsct of mcdium spiny neurons that ex
prcss D;t receptan (Surmeier et al .• 1996). To determine which of 
thcsc D;?~lass receptan was rcsponsiblc for thc modulation. wholc
cell recordings were followcd by a single--ccll reverse transcription 
(scRT)-PCR analysis_ Becausc the dopamine receptor mRNAs 
appear to be of relatively low abundancc and ditftcult to dctect aftcr 
whole-ccll rccording. thc scRT-PCR expcriments focuscd on two 
high-abundance pcptidc mRNAs that are strongly corrclated with 
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(scc B). Nifcdipinc (5 µ.M) rcduccd cvokcd cur
rcnts and occludcd thc clf'ccts of quinpirolc (JO 
µ.M); washinJJ nifcdipinc off rcstorCd lhc quinpi
rolc modulat1on. /~1. A box plot summary of thc 
modulation in thc prcscncc and absencc (control) 
of nifcdipinc (n = 6). Thc aitaisk is an outJicr. 
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receptor cxprcssion. D 2 receptor exprcssion is limited to medium 
spiny neurons exprcssing the releasable pcptidc enkephalin (Gcr
fcn. 1992; Surmeier et al.. 1996). On thc other hand. D~ receptor 
cxpression is limited to a subpopulation of mcdium spiny neurons 
cxpressing substance P in the dorsal striatum (Sunncicr et al.. 
1996). In neurons cxprcssing cnkcphalin. the modulation of L-typc 
Ca 2 +- channcls was robust (Fig. 3C; n = 6; median modulation = 
19% ). whcreas ne u ro ns that only exprcsscd substance P failed to 
cxhibit a significant response (Fig. 3D; n = 3; median modulation = 
0%). clcarly implicating 0 2 rcceptors in the modulation. 

The D 2 receptor modulatlon Is not dependent on 
inhibltlon of adenytyt cyclase 
Thc activation of 0 2 receptors inhibits adenylyl cyclasc activity, 
reducing cytosolic cAMP lcvcls and protein kinase A (PKA) 
activity (Siblcy. 199S). PKA can enhance L-typc Ca 2 + channcl 
currcnts in mcdium spiny neurons (Sunneier et al .• 1995). To test 
directly whether 0 2 receptors reduced L-type currcnts by inhibit
ing adcnylyl cyclase. three experimcnts wcre perfonned. First. 
adcnylyl cyclase was stimulatcd by incubating neurons in forskolin 
(1 µM) before NPA exposure. If inhibition of adenylyl cyclase werc 
a kcy elcment in the signaling mechanism. forsltolin stimulation 
should incrcase the absolute magnitude of the NPA modulation 
(Dattaglia et al.. 1985). lt did not. Although forskolin significantly 
cnhanced tail currents in thc absencc of BAYK 8644 (control 
median = 4S pA; n = 13; forskeoun median = 74 pA; n = 6; p < 
O.OS. Kruskal-Wallis), the absolute modulation of BAYK 8644-
enhanccd tail currents was indistinguishablc from that sccn in 
control ncurons (Fig. 4A; n = S; median reduction = 20%; p > 
O.OS. Kruskal-Wallis). The 0 2 receptor modulation of currcnts 
evoltcd by the test stcp werc unaltered as wcll (n = S; median 
reduction :s:::o 20%; p >O.OS. Kruskal-Wallis). A cyclasc-dcpendcnt 
mechanism also predicts that bloclting thc degradation of cAMP 
should attenuate thc D 2 modulation. Bu~ the phosphodicsterase 
inhibitor IBMX (S µ.M) did not atrect the 0 2 modulation ofslow tail 
currents (n = 6; median moduJation = 19%; p > O.OS. Kruskal-

TIME(msec) 

Wallis) or step currents (n = 6; median modulation = 19%;p >O.OS. 
Kruskal-Wallis). Lastly, blocking thc access of cAMP to PKA 
should blunt the 0 2 modulation. Howcver, as shown in Figure 4B, 
dialysis with a competitive inhibitor of cAMP. the Rp isomer of 
cyclic adenosine monophosphothioate (Rp-cAMPS; 10 #LM). did not 
affect the ability of 0 2 receptors to modulate the slow tail current 
(n = 4; median modulation = 22%; p > O.OS. Kruskal-Wallis) or 
stcp currents (n = 4; median modulation = 20%;p >O.OS. Kruskal
Wallis). Thesc observations, takcn togethcr with thc fact that 0 2 
receptor activation ctf'ectively modulated currents in the abscncc of 
receptor-mediated stimulation of adcnylyl cyclase. clearly suggest 
that D 2 rcceptors were working by another mechanism. 

D2 receptono mobillze lntracellular ca 2 • vta a 
phosphollpa- e pathway 
If 0 2 rcccptors wcrc not acting vía adenylyl cyclasc and PKA. then 
how were they working? A number of studics have shown that 
L-typc Ca 2 +- currcnts can be supprcssed by elevations of the 
intraccllular Ca 2

+ concentration (Chad and Eckert. 1986; Arm
strong et al .• 1991; Lukyanetz et al.. 1998). In cells dialyzcd with 
high concentrations of thc fast Ca 2 + chelator BAPTA (20 mM). a 
concentration su8icient to ºclamp" the free Ca 2 + concentration at 
a low nanomolar lcvcl. quinpirole had littlc or no etfect on the 
BAYK--enhanced tail currents (Fig. SA:). Although quinpirolc 
failcd to modulate thc slow tails in thesc neurons. it continued to 
reduce the peak current (although to a lesser cxtent). suggesting 
that the modulation of non-L-type channcls was intact (n = S; 
median modulation ,.. 11%). Bccause BAPTA can have ell'ects 
unrelated to Ca 2 + bufl'cring (Bernhcim et al.. 1991). cytosolic 
[Ca 2 +) was measured dircctly with ftuoromctric techniques in 
voltage~amped neurons diaJyzed with fura-2 (100 f.IM). Thcse 
experiments revealcd that in neurons in which the slow BAYK tail 
currcnts wcre modulatcd. NPA also induced a rapid and reversible 
elcvation in cytosolic Ca 2 +-. This elcvation occurred in the absence 
of externa) Ca 2 + and with the cell"s mcmbrane held at -80 mV 
(n = 4) (Fig. 58)9 implicating relcase from intracellular stores. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



6990 J. Neuroscl .• December 15, 2000, 20(24):8987-8995 

A 
760 

720 

~ 680 
..... 640 z w g¡ 600 
::> 560 '-' r 520 -rn-

Hernández•López et al. • D:r Modulatlon of L• Type Ca:t • Channels 

-10 B .eo_J 

o 

I 
~-0.5 

1 
-1.0 

/ 
+S.0.YK 
•sulpirlde 
•NPA. BAYK 

480 
O '";~odul.~ -30 

o 30 60 90 120 150 180 210 .. º 60 80 
TIME(M>C) TIME(msec) 

-10 

e 
o 

~ -0.5 

1-1.0 
-1.5 

... 
eoo • ... 

llOO 

300 

SP ENK 
-2.0;.----,.--~---..---..----, 

20 40 60 80 40 60 80 
TIME(msec) TIME(msec) 

A -so_J 

o 

I 
!z -1 

~ •BAYK "' ::> 
'-' 

-2 
+ lonlcolin 

o 20 'º 60 80 TIME(msec) 

NPA failcd to alter intraccllular Ca 2 + lcvcls in those ncurons in 
which thc slow DAYK tail currenl5 werc unmodulated (n """ 3). To 
test this linkagc further,. medium spiny ncurons wcrc loaded with 
fura-2 AM and D ... agonists applicd in the prcscncc and abscncc of 
cxtracellular Ca-r+. Fluorometric mcasuremcnts were taken in 
these ncurons without concomitant patch-clamp recording. NPA 
cvoked a calcium transient in 70% of these neurons regardlcss of 
whcthcr extcrnal Ca 2 + was present or not (14/20; data not shown). 

The best-describcd mechanism for reccptor-mcdiatcd mobiliza
tion of intracellular Ca 2 • storcs is via activation of PLC isofonns 
(Stcrnwcis and Smrcka, 1992). PLC catalyzcs the hydrolysis o( 
phosphatidylinositol 4.S-biphosphate. yielding 1.2-diacylglycerol 
and inositol 1.4.S-triphosphatc qP3 ). Cytosolic· IP3 binds to its 
cognatc receptor. rclcasing Ca + from intraccllular pools. To 
determine whcther 0 2 reccptors relicd on a similar mcchanism. 
neurons wcrc dialyzcd with thc PLC inhibitor U-73122 (10 f&M) 

Figure 4. Thc 0 2 rcccplor modulation is inde-

hy~~~n~r~fn~~~~:~~~fi~ci::=i':~1¿,~:j:{ 1ª:~) 
gaj{ydKt~n~':.~c':cf~iiS~~Jn:!1~u~h~i~o~~ 
ulalionofcurrcnls cvokcd by thc test stcp to -10 
mV. Voltagc protocol is shown at thc '~f· lnsct. 

~:! f~)!5r~:s':o'ii':ilñ~':,1'!!¡~). i!'n'd11gM~!~ 
f>) solulions are shown. Thc asterisk is nn outlicr. 
"l"hcsc dala wcrc not significantly ditrcrcnl. B. 
Ccllular dial~is with thc cAM P antagonist Rp
cAM PS also failcd 10 alter thc N PA modulation 
of DAYK 8644-cnhanccd tail currcnts. /nset. A 
box plot summary of thc lail modulation in con-

~~~r~"ns-is1~i:!~. ~~1:~ ~e: !>~~'!il~ifi~ 
cantly ditrcrcnt. 

bcfore 0 2 receptor stimulation. U-73122 blockcd thc ability of 
NPA to reduce the slow, BAYK-cnhanccd tail currcnts in 
enltcphalin-cxprcssing ncurons (Fig. SC; n == 9; median modula
tion =- 0%; p < O.OS, Kruskal-Wallis). In contrast, non-L-type 
currents evolted by the depolarizing voltagc stcp continued to be 
reduced by NPA (Fig. SC; n = 9; median rnodulation - 19%;p < 
O.OS. Kruskal-Wallis). Dialysis with thL inactive analog U-73343 
(10 ,.a.M) failcd to alter the D 2 modulation of the tail currents (n = 
4; median modulation - 21%; p > O.OS, Kruskal-Wallis). PLC13 
isofonns are gcnerally thought to mcdiate reccptor-driven re
sponses like the oncs obscrved hcre (Sternwcis and Smrclta,. 1992). 
Thc involvcmcnt of othcr PLC isoforms. likc PLC-y, or tyrosinc 
kinasc itself (Diversc-Picrluissi et al .• 1997) sccms unliltely becausc 
of the inability of thc tyrosinc kinase inhibitor genistcin (SO P-M) to 
reduce thc 0 2 receptor modulation (n ""'" 3; p :> O.OS, Kruskal
Wallis) (Lajincss et al., 1993; Rhee and Bae. 1997). Thcre are four 
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isoforms of PLC/3 (1-4) that have bcen cloned (Exton, 1997). AU 
four isoforms wcrc cxprcssed in poolcd striatal tissuc (Fig. 5D, 
top); howevcr, whcn the RT-PCR analysis was limitcd to neurons 
cxprcssing cnkcphalin mRNA, only the PLC¡31 isofonn was dc
tcctcd (Fig. 50, bottom ). 

Thcsc findings are consistcnt with the hypothcsis that 0 2 rccep
tors actívate PLC/Jl. PLCfll, likc thc other PLC~ isofonns, is 

~~':i3~r~!1~.e~~~7)~~~!:~1 ~h~h~rs~ur~i::~~~cii!~c?~ ~L°¿;~: 
in this way, ncurons wcre dialyzed with an inhibitor of G,,..,. signal
ing (¡3ARK-C pcptide; 1 mg/ml) (Koch et al., 1994). ¡3ARK-Cp 
cffcctively inhibitcd the N PA modulation of the BAYK-enhanccd. 
L-typc tail cu.-rcnts, as wcll as the peak current. in cnkephalin
cxpressing neurons (Fig. 6A). Thc median modulation of the slow 
tail cu.-rcnts in the presence of 13ARK-Cp was 6% (Fig. 68. inset; 
11 = 5; p < O.OS. Kruskal-Wallis). Thc NPA modulation of the 
currcnts evokcd by the depolarizing voltagc step was also 6% (n = 
5; p < 0.05, Kruskal-Wallis). In the same ¡lARK-Cp-dialyzed 
ncurons. Gq...,-linkcd Ml muscarinic reccptors continued to reduce 
both peak and slow tail currcnts (Fig. 6B, in.set) (Howe and Sur
mcier, 1995). 

lnhlbltlon of calclneurln blocka the D 2 receptor 
modulatlon of L-type Ca2 • currwnta 
PLC13 isororms regula te intraceltular Ca 2 + tcveJs via thc produc
tion of IP3 • Dialysis with compctitive antagonists of IP3 (hcparin. 
10 mg/mJ; n = 6; xestospongin. 1 J.&.M; n = 13) (Simpson et al., 1995; 
Gafni et al .• 1997) antagonizcd NPA e«ects on L-typc channcls in 
cnkcphaJin-cxprcssing neurons (p <O.OS. Kruskal-Wallis). Lastly. 
caffcine (10 mM; extcrnally applicd), which is known to promote 
thc rcleasc from ryanodine-scnsitive Ca 2 + storcs and inhibir IP~
mediated Ca 2 + rcleasc (Simpson et al., 1995), induced an clevation 
in cytosolic Ca 2 + tevels and occludcd the e8'ects of quinpirole on 
FPL 64176-cnhanccd tail currcnts (n = 10; p < O.os. Kruskal
Wallis). One potcntial mea ns by which elcvations in cytosolic Ca 2 + 

~~Ó~}"~1::k~'dª~:!:mD-;t~~id!fa~io~i~f 1:~tc~~ 
rcnts but not peak cuncnts (n = 5). Voltage 
protocol is shown at thc top. /nscl, A box plot 
summarizcs thc modulations seen with BAPTA 
intcmals (n ::::z 5) and mntched controls (n = 10). 
B. NPA (10 µ.M) rcduced DAYK tail currcnts and 
incrcascd intraccllular Ca 2 + Jevels in thc same 
cclls. /nser~ Thc ratio of 510 nm fura-2 crnission 
after cxcitation al 340 and 380 nm in thc samc 
ncuron is shown. Mcasurcmcnls wcrc taken 

::;!c;.~~~~~~'~:!a'i1C~~~ C~ N~~ TaYidd"~º i::i~d: 
~~~~o~!1d'i!~;~~'!i::.~~~ P~~crn1hi~~~cr"lJ~73;~~ 
(n = 9). lnset, Thc rccordcd ncuron cxprcsscd 
cnkcphalin but not substancc P. D. Top. Thc gel 
shows RT-PCR amplicons for PLCJU-4 in 
poolcd striatal mRNA. Bo11on1, Thc gel shows 
reprcscntativc amplicons from four EN~sitivc 

d'c~~!:'t~ sfuiJ!N1Kur!"~::"cu~~(I,;' ~Lfrf,.1 m A was 

Jcvels could suppress L-typc Ca 2 + currcnts is vía the Ca2+_ 
dependcnt phosphatase caldneurin (Chad and Eckert, 1986). To 
test this possibility. neurons wcre dialyzed with a pcptidc inhibitor 
of calcineurin (25 µM) (Hashimoto et al .• 1990). As shown in 
Figure 6C. the calcincurin inhibitor significantly rcduccd the NPA 
modulation of the BAYK-enhanccd tait currcnts in cnkcphalin
exprcssing neurons (n ==- 4; median modulation = 5%; p < 0.05. 
Kruskal-Wallis) without blocking the modulation of non-L-typc 
currents (median moduJation = 1S%;p <O.OS, Kruskal-Wallis). In 
contrast, inhibition of protein phosphatase 1 and 2A with okadaic 
acid (1 µ.M) had no etrect on the ability of 0 2 agonists to supprcss 
the BAYK-cnhanccd tait currcnt (n = 2; median modulation = 
20%; p > O.OS, Kruskal-Wallis). 

D 2 ntc:eptor actlvlltlon aupprea-• apika actlvlty avoked 
from dapolartzad mambrane potentlala 
L-typc Ca 2 + currcnts are imponant dcterminants of evoked spikc 
activity in medium spiny ncurons (Hemandez-Lopez et al., 1997). 
The inftucncc of these currcnts can be seen by holding mcdium 
spiny neurons at a dcpolarizcd lcvcl. clase to that secn in the 
upstate in vivo. At this potcntial. a bricf current pulse is capable of 
triggering a prolongcd depolarization (hundrcds of mitliseconds) 
that occasionally rcsults in spike generation. This typc of response 
was seen in approximatcly two-thirds of all trials with a givcn 
neuron; in thc othcr trials. thc D1Cmbranc potentia) decayed pas
sivcly back to thc .. rcsting•• potentiat. In thc prescncc of thc L-typc 
channcl agonist BAYK 8644. this quasibistablc response was cn
hanccd in duration and probability (Fig.. 7A). Spikcs bccome a 
much more common cvent in t.his situation as wcll. On thc othcr 
hand, in thc prescnce o( thc L-type channcl antagonist nicardipine 
(S µM), thc bistable behavior was almost cntirely abolished. rcsutt
ing in passivc mcmbranc responses in thc vast majority of trials 
(Hcrnandcz-Lopcz et al. .. 1997). 0 2 receptor stimulation also sup
prcssed the bistable bchavior. In the presence of quinpirolc (10 
µM), the probability of cvoking a sustaincd dcpotarization dropped 
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Figure 6. Jnhibitors of Gi1.,. and calcincurin signal
ing atlcnuntc the 0 2 receptor modulation of L-typc 

~~~k1ccJsi~c· ~~)r"l~ow}:!1.{1~~~i~l:,Crf~P8!(~,t(l 
µM)-cnhanced tail currcnts as wcll as peak cvokcd 

~~~r~n~. 1~e1~~~~~~:¡Cr~;.p,r:~~liT ~~~ofif~~~ 
shown. Thc median modulation of thc tail cuncnts 
in cnkcphalin-cxprcssing ncurons (n = 4) was 4% 
(scc B. in..ret box plot). B, In the samc ncuron dc
pictcd in A, muscarine (Mus; 1 µ.M) continued to 
modulntc both currcnts cvokcd by die stcp to -1 O 
mV nnd slow tail currcnts. In.set, Thc median mus
carinic modulation of thc tail currents was 20% in 
thc prcsencc of tJARK-C. This was very similar to 

~~~~:.¡~~Ji!~~~s~o~~h: ~2d ~~~l~i;i~·nl't;;J ~~ 
plot; thc asterisk is nn outlicr). Previous work has 
shown that thesc ncurons cxprcss high Jcvcls of thc 
a .... -linkcd Ml receptor. C, Dialysis with thc cal-
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significantly (n = 6; p < O.OS, Kruska1-WaUis), even in thc prcs
cncc of BAYK 8644 (Fig. 7A). 

0 2 receptor stimulation also shortened thc duration o( tetraeth
ylammonium (TEA)-cnhanccd Ca 2 + spikcs in medium spiny neu
rons. Whcn hcld al -60 mV in thc presence o( TEA (20 mM), a 
bricf currcnt stimulus cvoked an all-or-nonc Ca 2 + spikc in medium 
spiny ncurons (Kita et al., 1985; Bargas et al., 1989). In this 
rccording situation, thc duration of the Ca 2 + spike was 210 :: 35 
mscc (mean :: SO; n = 40). lf nicardipine (5 IJ.M) or nitrendipinc 
(5 µ.M) werc added, the Ca 2 + spike was reduced in duration to 
150 :!: 40 mscc (n = 15). As with the L-type channel antagonists,. 
quinpirotc (10 µM) rcduccd the duration o( thc TEA-induccd 
Ca 2 + spike in ali thrce cells tcsted (mean duration = 160 ~ 30 
mscc) (Fig. 78, top). In thc presencc o( nicardipine (5 µM). quin
pirole fai1cd to cxen any further rcduction of the Ca 2 + spikc in 
three of five neurons (Fig. 78, bottom). 

By providing a sustaincd depolarizing influence, L-type Ca 2 + 

currents enhance repetitive activity evoked from depolarizcd 
membrane potentials in medium spiny ncurons (Hemandcz-Lopcz 
et al., 1997). 0 2 receptor-mediatcd suppression of these currents 
should diminish cvoked spik.ing. Intracellular recordings from me
dium spiny neurons in tissue slices confirmed this conjecturc. 
Neurons were slightly depolarized (approximately -65 mV) by 
steady current injection, and then repctitivc activity was cvok.cd by 
curre ~ steps. From thesc '"'upstate" membrane potcntials, quinpi
role (10 µM) diminished evokcd spiking in 6 of 10 ncurons (Fig. 
7C). Thc suppression of repetitivc activity was particu1arly cvidcnt 
with small currcnt injections that come clase to mimicking in vivo 
conditions (Fig. 7D, top). But., the rcduction in firing frequency 
induced by quinpirole was cvident via thc whole intensity
frequency plot (Fig. 7D). In quinpirote-responsivc neurons. the 
half-maximum frcquency was reduccd from 45 ::!: 10 to 33 : 12 Hz 
by quinpirole (n = 6; p < O.OS, Kruskal-Wallis). Thc ability or 
quinpirolc to alter evoked activity was suppressed by blockade of 
L-type channels with nicardipine (5 µM; n = 3). Takcn together. 

TIME(msec) 

thcse results clearly argue that 0 2 receptor modu1ation of L-type 
Ca :z+ channcls rcsults in a suppression of repctitive spiking evoked 
from depolarized potentials in medium spiny neurons. 

DISCUSSION 

D:z receptora In strlatal medlum splny neurona activate a 
PLC-IP,.-calcineurln cascade 
The results presented show that activation of 0 2 receptors reduces 
currcnts through L-type Ca 2 + channels. 1eading to a supprcssion 
of evokcd spike activity in enkephalin-expressing striatal medium 
spiny neurons. Even though nearly aU striatal effects of 0 2 receptor 
activation are ascribed to the inhibition of adenylyl cyclase activity 
(Sibley. 1995). this signaling linkage was not responsible for the 
modulation of L-typc Ca 2 + channcls. Manipulation of adenylyl 
cyclase activity, cAM P mctabolism. and dialysis with a competitive 
inhibitor ofcAMP had no etrect on thc modulation. Rather. the o .. 
receptor modulation depended on 0 11-. protein activation of 3 
PLC/U-signaling cascade. mobilization of intraccllular Ca 2 +, and 
activation o( calcineurin. This conclusion is based on five observa
tions. First. the 0 2 receptor supprcssion of L-typc currents was 
blocked by inhibition of G 11.,. signaling. Second. medium spiny 
neurons Cll'.presscd readily detectable Jevcls of PLC~l mRNA (but 
not that of othcr PLC~ isoforms). and the modulation was blocked 
by inhibitors of PLC~l. Third. D 2 receptor stimulation induced the 
releasc of Ca :z+ from intraccllular storcs. Fourth. disruption of J P 3 
signaling or chelation of intracellular Ca 2 + blocked thc modula
tion. Lastly. inhibition of the Ca 2 +-dependent phosphatase cal
cineurin blocked the modulation. Dcphosphory1ation by cal
cineurin has been shown to mcdiate reductions in L-type Ca 2 -

currents in a variety of cell types (Chad and Eckert. 1986; Arm
strong et al., 1991; Lukyanctz et al., 1998). In an intact prcparation. 
the 0 2 receptor-triggered activation of calcineurin may act coop
eratively with a direct Ca 2 +-calmodulin-mediated inactivation 
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proccss (Jmredy and Yue. 1994; Peterson et al.. 1999) to supprcss 
currents through L-typc Ca 2 • channcls funher. 

Although previous biochemical studics o( striatal slices have not 
reponed D 2 receptor stimulation of PLC (Oupta and Mishra., 1990; 
Rubinstcin and Hitzemann. 1990). striatal cellular hetcrogeneily 
complicatcs the intcrprctation of thesc studies. lndiscriminatc ac
tivation o( striatal 0 2 rcccptors can be expccted to have two 
opposing cffects. Onc is activation of PLC in enkcphalinergic 
medium spiny neurons. The othcr is diminished acetylcholine 
rcleasc (Drukarch et al.. 1990) and a reduction in Ml muscarinic 
receptor stimulation of PLC in medium spiny neurons (Akins et al., 
1990; Bcrnard et al.. 1992). Hence. there may be no net changc in 
striatal PLC activity after global 0 2 receptor activation. Although 
thcy have not provided a clear picturc of the signaling mec:hanism. 
studies using hctcrologous expl'CSSion systcms have shown that 0 2 
reccptors are capable of stimulating PLC and mobilizing intracel
lular Ca 2 + pools (Vallar et al .• 1990; MacKenzie et al .• 1994; Yang 
et al.. 1995). 

Thc ability of striatal 0 2 rcceptors to mobilize intraccllular 
Ca 2 + storcs. reduce L-type Ca2 • channel currents. and suppress 
evoked activity etrectivcly rcconciles an apparcntly divergcnt set o( 
obscrvations. On one hand. 0 2 receptor activation is known to 
incrcasc striatal calcincurin and MAP kinasc activity via Ca2 +
dependent mechanisms (Nishi et al., 1997; Van et al • ., 1999). On thc 
other hand. blockade of D 2 receptors or diminished 0 2 receptor 
tone is known to increase striatal immediate early gene (IEG) and 
pcptide expression (Chesselet et al .• 1998). D 2 receptor activation 

also is nccessary for certain forms of striatal use-dependent syn
aptic plasticity (Calabrcsi et al., 1992). Our rcsults directly dcm
onstrale calcineurin aclivation by 0 2 receptors and providc a 
mechanism for Ca 2 ... ·dependent MAP kinase activalion. 
Calcineurin-mediatcd supprcssion of L-type Ca 2 + currents will 
reduce glutamate-induccd CRE-binding protein phosphorylation 
and IEO induction (Rajadhyaksha et al., 1999). By the samc token. 
this D:z rcceptor-signaling pathway provides a ready a1ternative to 
disinhibilion of adenylyl cyclase (Ward and Dorsa. 1999) in cx
plaining the ability of 0 2 receptor antagonists to increase sharply 
striatal 1 EG induction after conical stimulation (Berretta et al .• 
1999). 

D,. receptor .ctlv-on -lectlvety aupJH9•-• actlvlty In 
enkephaHn-e--lng medlum aplny neurona 
In addition to reconciling these more recent observations. our 
results pruvide the first dircct cvidence for one of the oldest 
con1..::cturcs about dopaminergic rcgulation of striatal activity. 
narncly. that 0 2 receptor activation selcctively supprcsses the ac
tivity of enkcphalin-cxpressing medium spiny neurons (Albín et al.. 
1989). This conjccture has served as a comerstone of basal ganglia 
modcls and trcatmcnt stratcgies for Parkinson•s diseasc for over a 
decadc. Yet. the cvidcncc for this conjecturc has becn indirect or 
inconclusive (Nicola et al.. 2000). 

Our rcsults show that 0 2 receptor stimulation inhibits activity 
evokcd from rclativcly depolarizcd membrane potentials mimick
ing the upstatc produced by excitatory conical or thalamic inputs 
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(Wilson and K.awaguchi. 1996). In vivo. mcdium spiny neurons 
movc betwccn this dcpolarizcd upstatc in which they gcneratc 
spikes and a hyperpolarizcd "'downstatc .. in which they are quies
ccnt. Although othcr voltage-depcndcnt channcl types are modu
lated in concert (Sunncicr et al.. 1992; Surmeier and Kitai. 1993; 
Waszczak et al.. 1998). the 0 2 receptor suppression of L-type 
Ca 2 • currents is critica) to this inhibition of activity. Why? Unlikc 
N- and P/0-typc voltagc-dcpcndcnt Ca 2 + channcls in mcdium 
spiny ncurons. L-type channels are active in thc subthrcshold 
potential range of thc upstatc (Bargas et al.. 1994; Song and 
Surmeicr, 1996). This property allows thcm to cxcrt an important 
inftuencc on thc mcmbrane potcntial near spike threshold. pushing 
the mcmbrane potcntial closcr or pulling it farthcr away from spikc 
gencration. Mcdium spiny ncurons cxprcssing 0 1 rcceptors use this 
property o( L-typc Ca 2 "*" currents to enhancc cvokcd activity in the 
prescncc of dopaminc (Sunneier et al., 1995; Hcrnandez-Lopcz et 
aJ., 1997). In contrast. activation of 0 2 rcceptors in enkephalin
cxpressing ncurons should reduce both the magnitude and duration 
of thc response to cortical or thalamic cxcitatory synaptic input, as 
predicted overa dccadc ago by Albín et al. (1989). Moreover. by 
targeting a Ca 2 + channcl with privileged access to transcriptional 
regulation (Bading et al., 1993; Gracf et al.. 1999; Mennelstein et 
al.. 2000). 0 2 rcccptors exen a proximal control over gene exprcs
sion tied to cxtrinsically drivcn activity. This proximal coupling 
may provc to be very important to Jong-tcrm striatal adaptations 
triggcred by alterations in dopamincrgic signaling in Parkinson•s 
disease, prolongcd ncuro1cptic trcatrncnt, and drug abuse (Homyk
icwcz. 1973; Mcltzcr and Stahl. 1976; Ncstlcr and Aghajanian. 
1997). 

REFERENCES 
Akins PT. Sum1cicr DJ. Kitai ST (1990) Thc Ml muscarinic acctylcholinc 

!f~cf~~~~~~!!!°~~:'2~~2'!J~~iatum rcgulatcs phosphoinositidc hydroly

Albin RL. Young AD, Pcnncy JO (1989) Thc functional anatomy ofba.-.aJ 
ganglia disordcrs. Trcnds Ncurosci 12:366-375. 

Armstrong DL. Rossier M F. Shchcrbatko AD. White RE (1991) Enzy. 
matic gating or vollagc-activatcd calcium channels. Ann NY Acad Sci 
635:26-34. 

Bading H. Ginty DD. Greenbcrg ME (1993) Re~ulation of gene exprcs
~~~n~':: ~~~i~~g~ ncurons by distinct calc1urn signaling pathways. 

Baranauskas G. Tkatch T. Surmcicr DJ (1999t Dclayed rectificr currents 
~(~a)t c~~~~if.ªJ'~~~l'~~r'j~~63~:-ª~~ta le to Kv2.1 and Kv3.1/3.2 

Burgas J. Galarrnga E. Accves J v989) An carly outward conductancc 
~~C:,~~~~~s ~~~ C:::::Fn l~~Vs:~~-~~i,~cncy of ncostriatal neurons or thc 

Ba~;l~~;.l~rº:h~~~t~!fz~¡~~ ~¡ ~=~· ~~:-C~~~r a~le~; ~la~~·~~~tª:'a~ 
ncostriatal neurons. J Neurosci 14:6667-6686. 

Battaglia G. Norman AD. Hess EJ. Crccsc 1 (1985) 02 doparninc 
reccptor-mcdiated inhibition of forskolin-stimulated adcnylate cyclasc 
activily in rat striatum. Ncurosci Len 59:177-182. 

Bemard V. Normand E. Bloch D (1992) Phcnotypical characterization ol 
thc rat striatal neurons cxprcssing muscarinic rcccplor genes. J Neurosci 
12:3591-3600. 

Bernhcim t- Bc:ech DJ, Hille B (1991) A difl'usible sccond mcucngcr 
~~'!;,a~esa~h:t~f ~~~r~~~~Ñªrur~uf:~t~/.'tors 10 calcium channcls in 

Bcrretta ;f. Sachs Z. Grai1fiiel AM (199'J) Corticall~ drivcn Fos induction 
~'d~~E~~r~a~~:~jft ~~j&,~~J:.I dopamine D -class receptor block-

Calabrcsi P. Maj R. Pisani A, Mercuri N B. Ocrnardi G ~ 1992) L~·term 

~~~!':!;r~~f.~~~.'~"iJ~u~~tf~~~~i_Pfl;f.~gical an phanna ogicaJ 
Chad JE. Eckert R (1986) An enzymatic mcc.hanism for calcium cutrcnt 

inactivation in dialyscd Hclix ncurones. ,J Ph~iol (Lond) 378:31-51. 
Chessclct M F. Dclfs JM. Mackenzic L (1998) Dopaminc conlrol of JJ.cne 

~S:C:h~..':n~':::.ª~~6~~~~~ .nuclei: stria1al and nonstriatal mcchamsrns. 

Divcrsc-Picrluissi M. Remmers AE,. Neubig RR. Dunlap K (1997) Novel 
~!tl' ~~d'&~ªB's~~~~~'i~-~~2~~in and tyrosine ltinase pathways. Proc 

º~~:~~~.~~ ~~cro;:m'fn:t:'c'c~'fo~ 1.=la~~!~/~~f:~~;.'~~~~~ 
rclcasc in rat slnatum: indic:ations for a common signal trañsduction 

Efi~'!1j:I· (~~;}(!~Wsis!7~1~i:g through guaninc-nuclcotidc·binding reg-

Hernéndez·Lópel! et al. • 0 2 Modulatlon of L·Type Ca2 • Channels 

ulatory protcins (G proleins) nnd phospholipascs. Eur J Diochem 
243:10-20. 

Gafni J. Munsch JA. Lam TH. Catlin MC. Costa LG. Molinski TF. Pessah 

?~sft~9l!4~~;:~;~~:~~~~ ':~~"~o~.c~~~~~~ ~~~~~J.blockcrs of thc 
Gerrcn CR. (1~2). Thc neostriatar ~osaic: muhiplc Jevels of compartmcn

tal orgamzal10n 1n thc basal gangha. Annu Rcv Ncurosci 15:285-320. 
Gracf IA. Mcrmclstein PG. Slankunas K. Neilson JR, Deisscroth K. Tsien 

RW. Crabtree GR (1999) L·type calcium channcls and GSK-3 rcgulatc 

G~~~a ª~:l:~.!1~r~ :;:K'Tf~) h.{P~ff~~':!r d~~~~~~~~l~~:1Ji~:.;-Jgt~r 
~~~s'U?~s9~.'ººsitol phmophate turnovcr in rat striatal sliccs. Diochem lnl 

Hashimoto Y. Pcrrino DA, Soderling TR ( 1990) ldcntification or an au
toinhibitory domain in calcincurin. J Dial Chem 265:1924-1927. 

Hernandcz-Lopcz S. Bargas J. Surmeicr DJ. Reyes A. Galarraga E (1997) 
Dl receptor activation cnhances evoked discharge in neostriatal medium 
spiny ncurons by moc.Julating an L-typc Ca:?• conductancc. J Neurosci 
17:3334-3342. 

"~J1~~im';i~.~~':.~>0:'Mcdm~':.ii i~9~~~2~~~-ganglia. lis role and thcra· 
Howe AR. Surmeicr DJ (1995) Muscarinic rcceptors modulate N-. P·. and 

L·typc Ca 2 • currents in rat striatal ne uro ns through parallel pathways. 
J Ncurosci 15:458-469. 

lmL~:'>' ~pé!~~ ~~n~e~~~~~~ª;14~í'3Q1r_'; jf~.·)-sensitive inactivation ar 

Kita fÍ. Kita T. Kitai ST (1985) Regcnerativc potentials in rat neostriatal 

K:Cehuw,~ ~ª~~nn~rfn~l~ PJ.eE"::".~~~Jr·L~~ ~:O:~':'.~s :r~t' ~"> Ccl· 

ki~ª~"':i;~~~~~t~! t~ l::~xl!~~!~~di!.~r ~~~·:1¡¡~gc_oJP'B?oíeC~~~ 
269:6193-6197. 

Lajiness ME. Chio Ct- Hufl' RM (1993) 02 dopamine receptor stimula· 
tion or mitogcncsis in 1ransfccted Chincse hamster ovary cells: relation· 
ship to dopaminc stimulation of tyrosinc phosphorylations. J Phannacol 
Exp Thcr 267:1573-1581. 

Lukyanetz EA. PiperTP, Sihra TS (1998) Calcincurin involvcment in the 
regulation of high-lhreshold Ca:?• channels in NG108·15 (rodent ncuro
blastoma x glioma hybrid) cells. J Physiol (Lond) 510:371-385. 

ML.~~~e l:8: Ó:r:f;1i:1Kr ~i~~s'Ct!~.;t~~.':a~~· ~tr;:~t~':~~;f'd~ 
~amine 03 receptor exprcssed in transfccted cell lines. Eur J Phannacol 
-66:79-85. 

Mcltzcr HY. Stahl SM (1976) Thc doparninc hypothcsis ofschizophrcnia: 
a rcview. Schizophr Bull 2:19-76. 

Mennelstcin PCi, Fochring RC. Tkatch T. Song WJ. Daranauskas G. 

~aJ~:~c~..¡'¡c!.~9::~r~~~;!i~~:e'i!~!;dwft1~cih:i1ac:~b~~~: i:X~;~ti~~: 
J Neurosci 19:7268-7277. 

Mermelstcin PG. Bito H, Dcisscroth K, Tsien RW (2000) Critica! dcpcn· 
dence of cAMP response clcment·binding protein phosphorylation on 

~;!f~n~·~~'!'cti!1::nnc~nti~fs:j~c~r~~¡::n.~~~~ to EPSPs in 
Morris AJ. Scarlata S (. 997) Regulation of efl'cctors by G-frotein alpha

and beta gamrna-subunits. Rcccnt insights from studies o thc phospho
lipasc C·bcla isocnzymcs. Biochcrn Phannacol 54:429-435. 

Ne."iotler EJ. Aghajanian OK (1997) Molecular and cellular basis of addic
lion. Scicncc 278:58-63. 

Nicola SM. Surmcier DJ. Malcnka RC (2000) Dof.aminergic modulalion 
of neuronal excitability in lhe striatum and nuc cus accumbcns. Annu 
Rcv Neurosci 23:18.S-215. 

Nicr~:PP~3°~'i!.~~:t~~·~ do~~:~? J ºr!,'!¡~="1-4:si':f7~;~¡SS. of 
Pcterson BZ. f:Maria CD. Adclman JP. Yue DT (1999) CaJmodulin is 

the Ca 2 + sensor for Ca2 +-dcpendenl inactivation of L·•ypc calcium 
channcls. Ncuron 22:.549-558. 

R3j:~)k~~~~ ~~ ~ª~ .~ ~.~\i:11~/;.~::~~c~~~~;e~ 
CREO phosphorylation and c-fos gene exprcssion 1n striatal neurons. 
J Neurosci 19:63<48-63.59. 

R= o'j>iJi~~!ii:, -=~~~h.o ~i~~:.::>:1~C:<;,r<::!3lt~faií; 
distinct Ca++ channcl activators,, BAY K 8644 and FPL 64176. J Phar
macol Exp Ther 26S:l 12S-l 130.. 

Rhec so. Bac YS (1997) RcRUlation of fhosphoinoaitidc-spccific phos
pholi~ e isozymea. J BioíChcm 272: .SCMS-15048. 

Rubinstein JE,. Hit~cmann RJ (1990) Furthcr cvidencc apinst thc cou· 
r~!:~Bfoc~~~3'::;~J7W.'nositidc hydrolysi• in rat stria-

5ª~~:r~J ~:!.'R.:C3~J~~ syndromc: a neuropsychiatric dis-
Si~~ ~ui!r9'.1~~=~f~i~::a=.~~C:. (~~r.~:M-X.~~=: 

DJ. eds). pp 2SS-272. Austin, TX: Landes. 
Simpson t-e. Challiss RA. Nahorski SR (1995) Neuronal Ca 2 + storcs: 

activation and function. Trends Neurosci 18:299-306. 

l...\~-8" l TESIS CON I 
____________________ ...L....._.FAu..,¡,¿Lk_A ílR ORT0RN 



Hernéndez•López et al. • D;r Modulatlon of L-Type Caª' Channels 

50~r~,;!; ~nu~c~~o~:ia~~f~':?u~~~.ªfcÑ~~~~~~¡'of ª7A~~2~~~alcium 
StC::r~~;l~s.p~;e~:f!rti~~~~ <J~~?:S~~!S~.ion of phospholipase e by G 
Surmcier DJ, Kitai ST (1993) DI and 02 dopamine receptor modulation 

of sodium nnd potassium currcnts in rat ncostriatal ne uro ns. In: Chemical 
3¡98~~iff. ~m·:.~r~!~:I ~l~~~~~ªr.(Arbuthnott GW. Em~on PC. cds). pp 

Surmcicr DJ. Ebcrwinc J. Wilson CJ. Cao Y, S1efani A. Kitai ST (1992) 
Oopaminc rcccplor subtypes colocalize in rat striatonigral ncurons. Proc 
Nntl Acad Sci USA 89:10178-10182. 

Surmcicr DJ, Dargas J, Hcmmings Jr HC. Nairn AC, Grccngard P (1995) 

~~~~~a~:~~ ~~:~~~uf;. ~:::':c"~1:fu1:1 ~~u~~:::.mrJ~~~~~ f0:~':A~3~~~asc/ 
su~:~.~~Ji·n5!!~~s~i"!.-1~ª~c~i~:..9:ln~~~~~'!i"s~ef N~r.~-:;~¡r6~¿f71.:'~~1~ 
Tukcy JW (1977) Exploratory data analysis. Menlo Park, CA: Addison· 

Wcsley. 
Vallar L. Muca c. Magni M. Albert P. Ounzow J. Mcldolcsi J. Civelli O 

(1990) Differential coupling of dopaminergic 02 receytors exprcsscd in 
l!Uferent cell typcs. Stimulation of phosphatidylinosito 4..S·bisf.hosphatc 

~~~~~%5::.~~~d~~~~:S~b:~s~·Jrb~111~~ij~~~r·Ch~~y26.ri1b32óc~1~32~~ 
Viard P. Exncr T. Maicr U. Mironncau J, Numbcrg B. Macrez N (1999) 

Ghetagammn dimcrs stimulate vascular L·typc Ca~+ channels via phoS· 
phoinositidc 3-kinase. FASEB J 13:685-694. 

J. Neuroscl •• Oecember 15, 2000, 20(24):8987-8995 8995 

Ward RP. Dorsa DM (1999) Molecular und behavioral cffccts mediatcd by 
Gs·coupled adenosinc A2a. but not serotonin 5·Ht4 or 5·Ht6 rcccplors 
following antipsychotic administration. Ncurosciencc 89:927-938. 

w~:~~~~'o~r~~!~.~::~~i!!~~JK~~h~':::;~. !,~ i~~~T/ic~::;¡~~~:i1iJai 
and striatonigral neurons. Proc Natl Acad Sci USA 95:11440-11444. 

Weis.<¡ s. Scbbcn M. Garcia·Sainz JA. Dockacrt J (1985) D2·dopaminc 
reccptor-mcdiated inhibition of cyclic AMP fonnation in striatal neurons 
in primary culture. Mol Pharmacol 27:595-599. 

Wilson CJ. Kawaguchi Y (1996) The origins of two-statc spontaneous 
memhranc potcntial tluctualions of ncostriatal spiny neurons. J Ncurosci 
16:2397-241 o. 

Yaca~+S°c~~::~lsS~~mrc;:r ~e~:.':tJ?al Dc2h~ .. ~~~i~c r::.~c/:i~º.:;::;~~~~~~~ 
membranc-delimi1cd, protein·kinasc-C-insensitivc pathway. J Ncuro· 
physiol 77:1003-1015. 

Van Z. Fcng J, Ficnbcrg AA, G.-ccngard P (1999) 0(2) dopaminc rcccp
tors induce mitogcn·activatcd protcin kinasc and cAM P response 
clemcnt-binding pr-olcin phosphorylation in ncurons. Proc Natl Acad Sci 
USA 96:11607-11612. 

Yao"r8 d~~~i::~O~ª r~~!- 1~ .. º 1~ar.:Sd~~~~n"1~~-c~~tio~ ~}9:~~n:Si~c~~ 
reccptors in stably ~/02 (long-form) reccf.10 .. co·transfcctcd mousc 
fibroblast cell lincs: srndies on inlraccllular ca cium tcvels. Ncurosciencc 
68:729-736. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



APARTAD02. 

El papel de la•i dit"erentcs conductancias de calcio en el disparo repetitivo de la 

neurona espinosa mediana; implicaciones para la modulación de los receptores 

dopaminérgicos tipo 02. 
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Los receptores dopaminérgicos. al igual que otros receptores de tipo metabotrópico 

en el sistema nervioso central, regulan el influjo de calcio al medio intracelular. Estas 

corrientes catiónicas entrantes juegan un papel importante en la excitabilidad de la NEM. 

Como se mencionó en la parte introductoria de esta tesis, diferentes tipos de 

corrientes de calcio han sido descritas en las NEMs. En el artículo que a continuación se 

anexa se estudió detalladamente la implicación directa de bloquear selectivamente 

diferentes conductancias de calcio en el disparo repetitivo de la célula. 

El bloqueo selectivo de las conductancias de calcio tipo L tuvo resultados opuestos 

a los observados como consecuencia de bloquear selectivamente las conductancias de 

calcio tipo N y P/Q, en la excitabilidad de las neuronas. 

Los resultados descritos en este trabajo son de gran utilidad para entender y explicar 

la acciónde los receptores D2. 
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Bloclkade of L-type Ca2 + channels results in a decrease in firlng 
frequency of neostriatal neurons. In contrasc. N- and P/Q-types 
of Ca2 + channel cooperat.e to t.une firlng patt.ern. slnce both of 
dlese channel cype:s have to be blocked t.o enhance firing 
frequency. Paramet.ers of the int.ensity-frequency plot. were 
dlff'en:nt.ially modified by Ca2 + channel antagonisu: while L
t.ype ea2 + channel block reduced t.he dynamic range by about. 

80"· block of N- and P/Q-types of Ca2+ channel generated a 
st.eeper lntensity-frequency plot. These effect.s are explained In 
terms of the sustained depolarizatlon and the aft.erhyperpolar
lzlng pot.encial known t.o be dependent upon L- and N-. P/Q
types of ea2 + channels. respectively. NeuroReport 14: 1253-
1256 4!> 2003 Lippincot.t. Williams & Wilklns. 

K•J' words: Akerhyperpolartzation; Calclum channels: Firing frequency; L·type; N•type: P/Q•types.; SUiatum 

INTRODUCTION 
Ion conductances determine the firing pattem of neurons 
[1,2). Ca2 + influx into neostriatal projection neurons plays 
an important role in tuning firing frequency [3], in part by 
activating K+ conductances [4)- Ca2 + currents in spiny 
neurons are mediated by L-, N-, R- and P/Q--type Ca2 + 
channels [5,6). a 1c and a 1o subunits give rise to functional 
L-type currents (Cavl.2; Cavl.3) [7-9), which are modu
lated by cAMP-depcndent phosphorylation [10) and 
blocked. by dihydropyridines (5,8). L-type Ca2 + currents 
provide spiny neurons with slow depolarizations modu
latcd by dopamine reccptors (11-13). a 1A and a1u subunits 
exprcss functional P/Q- (Cav2.1) and N-type (Cav2.2) Ca2 + 
currents in spiny neurons (5,6,8,9), which are blocked by 
w-agatoxin TK (agatoxin) (14) and 0><onotoxin GVIA 
(conotoxin) (5,8,15), respectively. Ca2 + entering throu~h 
Cav2.1 and Cav2.2 channels preferentially actívate Ca + -
dependent K+ currents that underlie the afterhyperpolar
ization (AHP) (16). AHP reduction could be involved in 
changes in firing frequency (17,18). Ca2 + entering the cell 
in a segregated. and spedallzed fashion may promete 
different physiological events (19-21]. However the impact 
of different Ca2 + conductances on the sustained repetitive 
firing of a given neuron has not been systematically stud
ied by constructing intensity-frequency plots (1-F plots). 
'lñe present experiments show that selective blockade of L
or N- and P /Q-type Ca2 + currents have opposite effects on 
repetitive firing by affecting different parameters of the 1-F 
plot. 

MATERIAL$ AND METHODS 
Methods have been reported elsewhere (12). BrieOy, 30-
day-old male Wistar rats were anaesthetised and decapi-

0759-4965 C> Uppincou Williams & Wilkins 

tated, and thcir brains were removed and submerged in an 
iced saline solution containing (in mM): 1.20 NaCI, 3 KCJ, 
25 NaHCO... 2 CaCI,, 1 MgCl2 and 11 glucose (33-35ºC, 
300m0sm/l with glucose, pH 7.4, after bubbling with 95°/o 
Oi./5º/o CÜ2). Parasagittal sliccs were cut at 350 µrn on a 
vibra tome and let to rest for 1 h at room temperature in the 
same saline. Thereafter, slices were transferred to a record
ing chamber and continuously superfused with the same 
satine at 33-35°C. lntracellular recordings were performed 
from spiny neurons of the dorsal neostriatum using sharp 
electrodes filled with potassium-acetate 3M and 1"/o biocy
tin (d.c. resistance 80-120 MO). Records were obtained 
with an active bridge electrometer (Neuro Data, Cygnus 
Technology, lnc, Delaware Water Gap, PA), digitized, and 
savcd on video tapes (40kHz) for off·line analysis with a 
personal computer. After recordings, neurons were injected 
with biocytin for its anatomical identification. Ali of the 
neuroncs presented here were medium spiny neostriatal 
projection neurons. Ca2 + channel blockers were bath ap
plied and consisted of (in µM.): 2.5 nicardipine, 2.5 nitrendi
pine (Sigma St. Louis MO), 1.0 w-conotoxin GVIA 0.4 w
agatoxin TK, and 1 calc:iseptine (Alomone l.abs, Jeru.salem, 
Israel). Experimcnts were paired, so that records in the 
presence and absence of bath-applied drugs were com
pared in the same neuron with non·parametric statistics 
(Systat v.7. SPSS lnc., Chicago, IL). 

RE...OULTS 
Bloc:lcade of L-~ Ca2+ cond11ct11nces deett1ased firing 
freq,.er.cy: The impact of selectively blocldng L-type Ca2 • 

conductances was evaluated during firing. Neurons were 
depolarized (;. -65 mV) by steady current steps (± 300 ms; 
Fig. la). The intensity of such steps was gradually in-

Vol 14 No 9 1 July 2003 

i-\+- \ 



NEUROREPORT 

control 

(b) 
50 

o.o 

nlcardiplne 

(e) 
50 

45 

~"'° r;: 35 

~ 30 
... 25 

20 

o.6 o.e 1.0 
current: (nA) 

15 

wash out. 

control nicardipine 

Fta. 1. Effects or L-cype ea2+ conductance block on repeti~ve firing. 
(a) Representative tralns or act:Jons potendals evoked by current: sr.eps or 
increasing strength (top) obt:airMld from the sama cell in control (left.), 
durln& nlcardipine (2.5 µH: middle) and after w:ashinc out. the calcium 
blocker (right.). Current strengt.h was similar in all three cases.. (b) Graph 
or the tirln& frequency (reclproc:al of mean last. four lnt:er splke lnt.ervals) 
:as a funct:ion of current stren«t:h (1-F plot). (e) Pairad line plot: sha-ing 
variation In frequency measured :at. ha.lf l·f plot: in t:he whole sample. 

creased to elicit trains of action potentials at different 
frequcncies (Fig. la. left column). 1-F plots were con
structcd with these rccords (Fig. lb). Bath-applied nicardi· 
pine (25 µM). a selective L-type Ca2 + channel blocker, 
reduced firing frequency and increased frequency adapta
tion at similar current intensitics (Fig. la, middle colurnn). 
Frequency measured at half-maximal recorded frequency 
(using last four interspike intervals) was significantly 
reduced in ali cells tested from (mean±s.e.m.) 33±3.5 in 
the control to 22±1.2 Hz in nicardipine (Fig. le; n = 6; 
p < 0.03, Wilcoxon's T) or a 32 ± 5 °/u decrease. This effect 
was reversible (Fig. la, right column). Moreover, the 1-F 
plot (Fig. lb) exhibited a decreased initial slopc and a 
compressed dynamic range during nicardipine. Current 
strength to evoke mini.mal frequency had to be increascd 
during nicardipine (see Fig. lb) from 0.12±0.02nA to 
0.38 ± 0.13 nA (p < 0.03; Wilcoxon's T). Minimal frequency 
was increased from 7.5 ± 1 Hz to 16.5 ± 1.7 Hz (p < 0.03; 
Wilcoxon's T) whereas maximal frequency was reduccd 
(Fig. lb) from >40Hz to 24±3Hz (Fig. lb), rendering in a 
great divergence of control vs test 1-F plots. The net effect 
was a 4-fold compression of the mean dynarn.ic range, as a 
mínimum (since maximal frequencies were not attained in 
order to preserve cell integrity) from 7.5-40 Hz in the 
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controls to 16.5-24 Hz in nicardipine. Calciseptinc (1 f.1?'!1; 
"= 3) and nitrendipinc (n = 3), othcr selective L-type Ca2 + 
channel blockers, had similar cffccts. 

Blockade of N- ª"d PIQ-type Ca2+ cond11ctances incrcaseil 
firing frequency: In another set of experiments, the simul
taneous addition of N- and P/Q--type channels· blockers, 
conotoxin (1 µM) and agatoxin (0.4 ~). increased the mean 
half recorded firing frequency of spiny neurons (Fig. 2a) 
from 29±1.3Hz in controls to 40±1.7Hz in the presence 
of the Ca2 + channel antagonists in ali cells tested (Fig. 2b,c; 
n = 5; p < 0.05, Wilcoxon's T). This amounted to 38 ± 3"Yu of 
mean frequency increase. Stecper 1-F plots (Fig. 2b) and 
largcr maximal frequencies for the same stimulus strength 
were produced by the action of these peptides. Howcver, 
minimal frequency did not change and a great divergence 
between 1-F plots, as that observed for L-type Ca2 + channel 
blockade, was not seen. lt is worth noting that the addition 
of each toxin separately, had only weak effects in firing 
frcquency (data not shown). Agatoxin alone had a clcar 
mild increase in firing frequency in only one of four 
ncurons. 
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FI• 2. IEtrects ol N- and P/Q-.type Ca2+ conducunce bk>ck on 
rep9t:ldve firtna. (•) ... .......,..... t:ralns of acUons potendah h'Dked by 
current stepS al~ s~ (top) obQlned frorn the same c .. ln 
control (left) iMd ~ a rnbdUra of ll>-COllOtoxin GVIA ( 1 JJH) plus w
a.ptoxin TK (0.41""9 rfilht). C&Wl'ent strenath was similar in both casa. 
(b) l·f plocs in both condidons. (e) Paired Une piot: showi"- 'Briat:ion in 

frequency - •• half 1-F""" In .... - umple. 
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CALCIUM CONDUCTANCES ON FIRING pROPERTIES 

Calcirnri in.flux rrgulates firing threshold and AHP: To 
cxplitin why thc blocknde of L-typc Ca2 • channels de
crcased lhc dynamic range and torced an increase in 
stimulus strength to produce firing (Fig. 1), we compared 
the responses to weilk step stimuli befare and during 
nicardipinc (Fig. 3a). Thus, a depolarizing current step thitt 
evokcd two action potentials was unable to evoke them 
when nicardipine was added to the extracellular medium. 
The trajcctory of thc voltage response moved away from 
spike threshold (Fig. 3a). As a result, no firing was evoked 
by the same current strcngth. Nicardipine effccts were 
reversible. Figure 3c shows that post-train AHP amplitudc 
was only slightly rcduced (a mean of 15 ± 3°/u; n = 6; 
p <O.OS, Wilcoxon's "11 by nicardipinc. Trains with the 
same number of action potentials were compared. There
fore,, mild cffects on thc AHP did not counteract the effect 
on voltage threshold and depolarization. lt is suggested 
that the slow dcpolarization thcse neurons exhibit at Iess 
negativc potentials (12) may h.ilve the same origin as this 
sublimin.ill dcpolarization. 
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On lhe other hand, superfusion of agatoxin plus con
otoxin ncilher affected voltage trajectory toward firing 
thrcshotd (Fig. 3b) nor current or voltage thrcsholds. How
ever it reduced the AHP that follows a single AHP [16] 
ilnd morcovcr, the AHP that follows a train of action 
potcntials by about 40:±:11•y .. (Fig. 3d; 11=5; p<0.05; 
Wilcoxon's "J1. 

DISCUSSION 
The present study shows opposite actions of Cavl and Cav2 
classes of channcls on firing frcquency of neostriatal 
neurons. L·type Ca2 • channels enhance whereas N- and P/ 
Q-type channels decrease firing frequency. Slow sustained 
depolarizations that outlast the stimulus may sustain 
repetitive firing in spiny cells (11-13). This behaviour is 
indicative of subthreshold inward currents (2). Acc:ord
ingly, the present experiments show lhat L-type Ca2 + 
channel block decreases firing frequcncy. This blockade 
collapsed the 1-F plot which exhibited a dramatic reduction 
in sJope and maximal frequency with a concornitant in-

1 1 nA 

1 SmV 

contr0I 

Fla:. :J. Ca2 • conduetances reaulate eithw threshold CW' AHP. (a) Superimpos9d responses to depolari:r.lns in· .:ac•llular current pubes of conscant 
strength (0.11 nA) befare. durins and atr.r wuhktS ouc nlcardipine (2.5µM). Nlcardipin• moves the volaae response away from firin& threshold. (b) In 
contrast ~ nicardipine. a mbttare of w-conocoxin GVIA ( 1 ......, plus w-.apt.oxin TK (0.4 µH) dld not chanp the voh::ase trajectory towards flrina
However. the mixture rwduced lhe arnplitude ol the ~. (e) Superimposition o1 two AHPs f'ollowin& cwo trains of ten actk>n potentials (inset). befare 
and durina nicardipin. (2..5 ¡41). Applied a.rrww. sdmuli show tt.r. a stroncer stimulus w.as necessary to achieve the saine number of action potentials 
during nicardiplne (inaet top). (d) Sarne proo9dure u in (e) showinc that th• mixtur8 or ll)o.Conotoxin GVIA plus U>-aptoxin TK reduced the AHP. 
Current sdmulus was adjusted to e'f'Ok• the sanw number ol action potentjals. 
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NEUROREPORT 

crease in minim¡¡l frequency. Blockade of L-type Ca2 + 
ch;1nncls may have rendcred a predominance of subthres
hold K+ conductances (2,22),. increasing voltage threshold. 
This was reflected as both an increase in thc currcnt 
strcngth to ;1ttain minimal firing rate and in the actual 
minim;1l firing ratc. In summary,. the dynamic rangc was 
reduced to nbout 20'Y .. of its original value whcn L-typc 
channels were blocked (Fig. lb). lt is concluded that the 

~~t_~;~~·~~ ... ~~r;_~eu~!a~~=t(~;:~:~:;Yª~~)(~:':í.d~~~~~ 
trast,. the AHP was only slightly rcduccd by L-type Ca2 + 
channcl blockadc. Although this had bccn dcscribcd for 
AHPs following a single spike (16),. thc present work 
generalized this finding for cumulative AHPs generated 
nfter a train of spikcs (Fig. 3c). 

N- and P/Q-type Ca2 + conductances rcgulated AHP 

:~:!~~e(s;g'i~n~~~e;~ot!::i~~~~~~ªt(:K~Yc:r+ª~a~~ 
vated K+-currents (4,18). Furthermore, the majar Ca2 + 
source to actívate these conductanccs comes from N- and 
P/Q-type Ca2 + channels (16]. lt could then be inferred that 
the blockade of any of these channel types,. N or P/Q 
would change firing frequency,. as it is the case of synaptic 
transmission,. where the blockade of any of these channcl 
types reduces transmitter release (23). However,. this logi
cal inferencc was not supported by thc experiments. Wc 
foiled to alter firing frequcncy in severa) instances in which 
only one of the peptidic antagonists, conotoxin or agi.ltoxin,. 
wns administered. However,. whcn both pcptides wcrc 
i.ldministercd together firing frequcncy increased and cu
mulativc AHP dccrcased. Therefore, there is a need to 
block both Ca2 +-channel types in ordcr to achievc signifi
cant effects on repetitivc firing. To our knowledge,. this 
kind of cooperation between Ca2 +-conductances,. to tune 
firing patlem,. has not been previously reported. This 
would be .,n cssential cc:x>pcration as opposed to the 
red.undant cooperation found in synaptic tenninals (23] 
where the block of any channel type is enough to affect 
transmission since it superimposcs to thc effect of othcr 
channel typcs making thc sum of the effect.s > 100°/u 
(supcrndditivity) (23). 

A prediction is that a transmitter has to block signifi
cantly .. both channcl typcs,. to show any relevant rnodula
tion of AHP and pattcming. Allernativcly, synergics 
betwcen transmittcrs are possible. 1-F plots became stceper 
after AHP blockade (less current was needed to reach the 
same frequencies) but a large divergence between 1-F plots 
was not seen. 

In conclusion, N- and P/Q-type Ca2 + conductances 
regula.te the slope of the 1/0 function whereas L-type Ca2 + 
conductanccs regula.te both the slope and the dynamic 
range. Variation is about l()()o/o at high frequencies indi
cating that modulation may greatly vary the response of 
thcse cells. Ca2 +conductances should be conceived as 
regulators of different parameters of the 1/0 function 

E. PÉREZ·GARCI. J. SARGAS ANO E. GALARRAGA 

(s1ope,. rangc) and not just cxcitatory or inhibitory. This 
cndows the systcm with great non-linear capabilities,. since 
diffcrent Ca2 +currents in neostriatal spiny cells are differ
entially modulated by transmitters (12,.13,.24). 

CONCLUSIONS 
The knowlcdgc of transmitters and drugs that reduce or 
cnhance different types of Ca2 +-conductances is rapidly 
incrcasing. These drugs and transmitter analogues are 
important ther&1peutically,. since they bring the opportunity 
to rcgulate specific cellular functions. This work shows that 
blockade of N- and P/Q.type Ca2 + conductanccs facilitates 
repetitive firing by increasing the slope of the 1/0 function. 
On the othcr hand,. blockade of L-type Ca2 + conductance 
dccrcascs repetitive firing by controlling the extent of the 
dynatnic rttnge. These opposing roles for quite similar 
conductances is counterintuitive and likely to differ in 
diffcrcnt neuronal classes. "Iñis type of study aims to set 
the basis for a better understanding of drug and transmit
ter actions. 
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La nicardipina ocluye la acción moduladora de los receptores D2. 

Como se describió en el artículo, el bloqueo de las conductancias de calcio tipo L, 

mimetizó la acción de los receptores D2 sobre la frecuencia de disparo de la NEM. Si estos 

últimos ejercen su acción disminuyendo las conductancias tipo L, se esperaría que los 

efectos de la nicardipina ocluyeran la modulación de los agonistas 02. 

A Control Nlc•rdlpln• Nlc•rdlpln• 
+Quin pi role 

11111111 1 l l l J~v 1 11 
_)1WlJ_l ~00~ 

Jlilllililll jJJllUl _JUJ)_ 
Jlilllllll JillJlilll flilll 

e 40 

g: 30 

J: 
~~.0,.---~~~~o~.2,.-~~~~o~A,.-~ 

Canten.. (nA) 

D 

Control Nlcairdlptna Nlcentlpln• 
•Agonl•b•·D2 

Figura 10. La nicardipina bloquea la acción los agonistas 02. A, registros obtenidos de 
una NEM. Se muestran tres trenes de potenciales de acción provocados por la inyección 
de tres pulsos de corriente de dif"erente intensidad, en situación control (columna 
izquierda). en presencia de nicardipina (2.S µM; columna central) y finalmente con 
nicardipina y quinpirole (S-10 µM; columna derecha). B, curva 1-F de la célula mostrada 
en A. La nicardipina disminuyó la frecuencia de disparo. Este efecto se refleja como un 
desplazamiento de la curva hacia la derecha. El quinpirole aplicado en presencia 
constante de nicardipina. no tuvo un efecto adicional considerable en la curva 1-F. C, la 
nicardipina redujo en un 32 ± S % el valor de la frecuencia media de disparo de la curva 
1-F. Los agonistas D2 aftadidos a cinco de estas células, no provocaron ninguna respuesta 
significativa adicional. D, disminución de la nicardipina y bloqueo de la respuesta 02, en 
la frecuencia media de la curva 1-F de cada una de las cinco células estudiadas. 
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Esta hipótesis fue comprobada mediante la adición secuencial de la dihidropiridina 

nicardipina y los agonistas 02 (ver figura 1 O). Como se menciona en el artículo, el bloqueo 

específico de las conductancias de calcio tipo L redujo significativamente en un 32 ± 5 % el 

valor de la :frecuencia media de la curva Intensidad-Frecuencia (p < 0.05, prueba de 

Wilcoxon; figura 10 C). La adición posterior de los agonistas 02 en cinco de estas células 

(figura 1 O O) no tuvo un efecto adicional significativo en la frecuencia de disparo, 

permaneciendo el porcentaje de reducción en un 36 ± 3.5 % (p > 0.05, prueba de Wilcoxon; 

figura 1 O C). 

Es importante mencionar que las curvas 1-F obtenidas a partir de los registros en 

presencia de los agonistas 02 conservaron en todo momento las mismas características en 

forma a las obtenidas con la nicardipina. Es decir, los valores de las frecuencias mínimas y 

máximas observadas en las curvas 1-F, así como la intensidad de la corriente inyectada para 

lograr cada uno, permanecieron constantes y sin cambios significativos a los establecidos 

por el bloqueo especifico de las conductancias de calcio tipo L (p > 0.05, prueba de 

Wilcoxon): 

- frecuencia mínima observada: con nicardipina, 16.5 ± 1.7 Hz; con nicardipina + 

agonistas-02, 15 ± 3 Hz. 

- corriente necesaria para provocar la :frecuencia mínima: con nicardipina, 0.38 ± 0.13 nA; 

con nicardipina + agonistas-02, 0.40 ± 0.1 O nA. 

- frecuencia máxima observada: con nicardipina, 24 ± 3 Hz; con nicardipina + agonistas-

02, 22± 5 Hz. 

En cuatro de las neuronas registradas con este protocolo, los agonistas 02 

cambiaron notoriamente la forma del PPH que sigue a los potenciales de acción durante el 

tren de disparo (ver figura 1 O A, trazos de la columna derecha). Si bien este efecto fue 

observado en otras células sin previo bloqueo de las conductancias de calcio tipo L (por 

ejemplo ver figura 13 en el tercer apartado de resultados), el hecho de que en presencia de 

nicardipina fuera también observado, sugiere que estos receptores podrían estar modulando 

conjuntamente conductancias de calcio no L, presumiblemente N y P/Q, mismas que como 

se describe en el artículo y en un trabajo previo del laboratorio (Vilchis et al., 2000), 
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regulan de modo importante el PPH. Sin embargo, en ningún momento esta modulación fue 

capaz de compensar o revertir Ja disminución en la frecuencia de disparo, sugiriendo 

nuevamente que el efecto predominante de Jos receptores D2 en la excitabilidad de Ja 

NEM. se da a nivel de las mesetas despolarizantes mediadas por las conductancias de calcio 

tipo L y no en el PPH. Respaldando este hecho, trabajos realizados en nuestro laboratorio 

en NEMs disociadas han demostrado que Jos agonistas D2 disminuyen las corrientes 

aisladas de calcio tipo P/Q pero no las N (Salgado et al., 2002) y como se examinó en el 

artículo, es necesario el bloqueo conjunto de ambas para lograr un aumento significativo en 

la pendiente de la curva 1-F. 

Por otro lado, estos cuatro casos en donde se observó la modulación del PPH en 

presencia de nicardipina pueden ser considerados como evidencia de que se trataban de 

neuronas responsivas a los agonistas D2. 

Los receptores D2 podrían ejercer su acción principal, reduciendo las conductancias de calcio 

tipo L a nivel somato-dendrítico. 

Como se mostró en el artículo anexado en el primer apartado de resultados de esta 

tesis, el agonista quinpirole revirtió el aumento de las mesetas despolarizantes inducidas 

directamente por la aplicación del agonista específico de los canales de calcio tipo L, BA Y

K 8644 (2.5 - 5 µM). 

En dos células en donde se añadió el BA Y-K 8644, el pulso de corriente inyectado 

provocó la generación de un potencial de acción cuya fase de repolarización fue 

constantemente interrumpida por la aparición de eventos regenerativos todo o nada. que por 

su umbral (== -30 mV) y su forma, podrían atribuirse a potenciales de calcio 

presumiblemente de origen dendrítico (ver figura 11; Bargas et al., 1991; Schiller et al., 

1 997). Estos potenciales se observaron con una latencia de aproximadamente 8 

milisegundos después de iniciado el potencial de acción somático, reflejando quizás la 

dinámica de propagación retrógrada del potencial hacia las porciones distales de la dendrita 

(Stuart y Sakmann, 1994). 
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La aplicación de quinpirole (1 O µM) redujo inicialmente (a los 1 O minutos 

aproximadamente) la amplitud máxima del potencial tardío en un 25 %. Después de 15 

minutos de haber sido añadido el agonista. la frecuencia de aparición de dicho evento 

disminuyó hasta desaparecer por completo a los 20 minutos. quedando solamente el 

potencial de acción somático con una fase repolarizante lentificada. 

-55mV 

BAY-K 8644 

/aAY-K 8644 + Quinpirole 
(Efecto temprano) 

BAY-K 8644 + Quinpirole 
(Efecto tardio) 

l 1omv 
~ 

25ms 

FIGURA 11. Los receptores 02 podrían ejercer su acc1on principal reduciendo las 
conductancias de calcio tipo L a nivel somato-dendrítico. La presencia de BA Y-K 8644 (5 
µM) provocó la aparición de eventos regenerativos presumiblemente de origen dendrítico 
debido a su f°orrna y a su elevado umbral de generación("' -30 mV; marcado con asterisco). 
Esta actividad füe gradualmente disminuida en amplitud por la aplicación de quinpirole (5-1 O 
µM) hasta desaparecer completamente. 

Si bien hace falta tener mediciones más precisas de la actividad electrofisiológica de 

las dendritas o de la entrada de calcio en ellas, estos resultados sugieren que los receptores 

02 podrían ejercer su acción reduciendo las conductancias de calcio tipo L presentes a ese 

nivel de la neurona (Caterall, 1998). 
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Conclusiones. 

El calcio que ingresa a la NEM a través de sus dif'erentes canales es procesado de 

manera diferencial, regulando dif'erentes aspectos de la actividad eléctrica celular: 

- 'El bfoqueo selectivo de las conductancias de calcio tipo L disminuye la 

excitabilidad de la NEM mimetizando y ocluyendo el efocto de los agonistas D2. 

- Los agonistas D2. al igual que los antagonistas de las conductancias de calcio tipo 

L, actúan principalmente disminuyendo el componente de despolarización adicional que se 

suma a la despolarización provocada por el pulso de corriente. En consecuencia, ambos 

fármacos disminuyen el rango dinámico de actividad de la NEM. 

- La acción principal de los receptores D2 sobre las conductancias de calcio tipo L 

podría tener lugar a nivel somato-dendrítico. 

- El bloqueo s~lectivo de las conductancias de calcio tipo no-L aumenta la 

excitabilidad de la NEM disminuyendo la amplitud del PPH. 

- La activación de los receptores D2 cambió la f'orrna del PPH que sigue a los 

potenciales de acción en un tren de disparo. Este efecto es observado aún en presencia de la 

nicardipina, lo que sugiere que estos receptores modulan las conductancias de calcio tipo 

no-L. Sin embargo este efecto no repercutió significativamente en la frecuencia de disparo. 
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APARTAD03. 

Interacción funcional entre los receptores dopaminérgicos tipo DI y D2 en la neurona 

espinosa mediana. 

53 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Los resultados presentados hasta ahora demuestran que la activación de los 

receptores 02 disminuye principalmente eventos mediados por conductancias de calcio tipo 

L, demostrando así un claro antagonismo con los efectos previamente descritos para los 

receptores dopaminérgicos D 1 (Sunneier et al., l 995a y b; Hernández-López el al., 1997). 

A continuación se presenta evidencia del impacto fisiológico de activar de manera 

secuencial ambas familias de receptores en una misma NEM. 

La activación de los receptores 02 revierte el aumento en la generación de las mesetas 

despolarizantes inducidas por activación de los receptores DI. 

A potenciales de membrana subumbrales (-50 mV) la inyección intracelular de un 

breve pulso de corriente ("" 20 milisegundos de duración) generó mesetas despolarizantes 

que sobrepasaron la duración del estímulo (figura 12). La aplicación del agonista de la 

familia DI SKF-81297 al medio extracelular aumentó la probabilidad de aparición, la 

duración y la amplitud de estos eventos (n = 515; p < 0.05 prueba de Wilcoxon). 

Control 

_j ~ 
soma 

A.... ·--·~x----==~ 
·5DmV ~ 

SKF-81297 

B~U J .. se::: 
SKF..a1Z97+Qulnelo,..n• 

e·--~---¡;¡¡;;;:::------
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Figura 12. La activación de los 
receptores 02 abolió la generación 
de las mesetas despolarizantes 
facilitadas por los receptores DI. A. 
la inyección de pequeños pulsos de 
corriente (mostrado en la parte 
inferior) a potenciales de membrana 
subumbrales (-SO mV) evocaron 
despolarizaciones sostenidas que 
sobrepasan la duración del estímulo 
(20 ms). B. el agonista SKF-81297 
(1-5 µM) aumentó la probabilidad de 
aparición y prolongó la duración de 
las mesetas, f"acilitando la generación 
de potenciales de acción. C, 
quinelorane (1-5 µM) aftadido en 
presencia del agonista de la familia 
DI, revirtió el efecto despolarizante. 
En cada condición se muestran cinco 
trazos de voltaje superpuestos, 
registrados consecutivamente. 
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La activación de los receptores DI, y la consecuente facilitación de las despolarizaciones 

sostenidas, favoreció la generación de potenciales de acción inclusive varios cientos de 

milisegundos después de haber terminado el estímulo de corriente inyectado. La aplicación 

posterior de los agonistas D2 en presencia de SKF-81297 abolió notoriamente las 

despolarizaciones en las cinco neuronas estudiadas (p < 0.05, prueba de Wilcoxon). 

La activación de los receptores D2 revierte el aumento de la frecuencia de disparo 

provocado por el agonista DI. SKF-81297. 

El agonista dopaminérgico tipo DI, SKF-81297, incrementó en un 32 ± 4.2 % la 

frecuencia de disparo media de la curva 1-F (ver figura 13). El efecto se observó en el 100 

% de las células estudiadas (n = 7; p < 0.05, prueba de Wilcoxon). Estos resultados 

corroboran nuevamente el efecto excitador de los receptores DI debido a la facilitación de 

las mesetas despolarizantes ya descritas (Hemández-López et al., 1997). 

La aplicación posterior de los agonistas D2 en presencia constante del agonista D l 

revirtió el aumento en la excitabilidad de las NEMs situando el valor de la frecuencia media 

de la curva 1-F, en un 7 ± 6 % por debajo del valor control (figura 13 D; p < 0.05, prueba de 

Wilcoxon). Control: 31.3 ± 1.2 Hz; SKF-81297: 41.3 ± 1.8 Hz; SKF-81297 +agonistas D2: 

29.2 ±2Hz. 

Al igual que como se mostró en la figura 10 del segundo apartado de resultados, el 

quinpirole nuevamente cambió la forma de los PPHs durante los trenes de potenciales de 

acción registrados en presencia de quinpirole (ver figura 13 A, registros de la columna 

derecha). 

Los efectos de los agonistas 02 fueron evidentes en el 85 % de las células 

estudiadas (n = 6/7; figura 13 D). En la célula en donde el agonista 02 no provocó ningún 

tipo de respuesta, la curva 1-F permaneció constante por más de 50 minutos en los valores 

establecidos por el agonista SKF-81297. Por otro lado, los experimentos en donde la acción 

de los receptores 02 fue observada, fueron realizados en su totalidad en no más de 30 
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minutos. Estos hechos nos permiten descartar que la disminución en la excitabilidad de la 

NEM observada durante la administración de los agonistas D2, sea atribuida a la 

A Control SKF-81297 SKF-81297 

_)ll)illl~ 
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Figura 13. La activación de los receptores D2 revierte el aumento en la frecuencia de 
disparo provocado por los receptores DI. A, registros obtenidos de una NEM. Se 
muestran tres trenes de potenciales de acción provocados por la inyección de tres pulsos 
de corriente de diferente intensidad. en situación control (columna izquierda), en 
presencia del agonista DI SKF-81297 (1-5 µM; columna central) y finalmente con SKF-
81297 y quinpirole (5-1 O µM; columna derecha). B, curva 1-F de la célula mostrada en A. 
El agonista SKF-81297 aumentó la frecuencia de disparo. este efecto se refleja como un 
desplazamiento de la curva hacia la izquierda. El quinpirole aplicado en presencia 
constante de SKF-81297, revirtió el efecto excitador de los receptores DI desplazando la 
curva 1-F inclusive por valores debajo de la curva control. C, el SKF-81297 incrementó 
en un 40 ± 10 % el valor de la frecuencia media de disparo de la curva 1-F. Los agonistas 
02, redujeron la acción de los receptores DI situando la frecuencia media de la curva 1-F 
en 5 ± 17 % por debajo del valor control. La acción de los agonistas 02 se observó en el 
85 % de las células estudiadas (n = 6/7). D. Se muestra para cada célula estudiada, el 
aumento y disminución en la frecuencia media de la curva 1-F, provocados por los 
agonistas DI y 02 respectivamente. El asterisco indica la NEM en donde el agonista 02 
no revirtió el efec!~ del SKF-81297. 

internalización o desensibilización de los receptores DI (Kabbani et al., 2002) y no a la 

acción de los receptores D2. 
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Los receptores 02 revierten el aumento en la duración del potencial de calcio 

provocado por los agonistas SKF-81297 y BAY-K 8644. 

De acuerdo a estudios previos (Hemández-López et al., 1997), el aumento en las 

conductancias de calcio tipo L, ya sea por la activación de los receptores DI (figura 14 A) ó 

bien directamente por el agonista BAY-K 8644 (figura 14 B), promovieron un aumento en 

la duración del potencial de calcio inducido por TEA 20 mM, en un 30 ± 5 % (n = 3/3) y en 

un 50 ± 10 % respectivamente (n = 2/2). En ambos casos el quinpirole fue capaz de revertir 

estos efectos. El agonista D2 disminuyó el potencial de calcio aumentado por el SKF-

81297, quedando en un 36 ± 7 o/o por debajo de la condición control; mientras que el 

aumento registrado en presencia de nicardipina fue revertido parcialmente en un 30 ± 1 O %. 

La acción del quinpirolc se observó en todas las NEMs estudiadas en cada condición 

farmacológica. 
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Figura 14. La activación de los 
receptores 02 revierte el aumento en 
la duración del potencial de calcio 
provocado por los agonistas SKF-
81297 (1-5 µM) y BAY-K 8644 (2.5 
µM). Se muestran para dos neuronas, 
los registros sobrepuestos de tres 
potenciales de calcio inducidos por 
TEA (20 mM) y provocados por la 
inyección intracelular de un pulso de 
corriente despolarizante (parte inferior 
de cada panel). A, SKF-81297 
incrementó en un 30 ± 5 % (n = 3/3) 
la duración del potencial. La 
aplicación posterior de quinpirole (5-
1 O µM) en presencia continua del 
agonista DI, revirtió el efecto de éste 
último quedando en un 36 ± 7 % por 
debajo de la condición control. B, 
BA Y-K 8644 aumentó en un 50 ± 1 O 
% (n = 212) la duración del potencial. 
El quinpirole revirtió en un 30 ± 1 O % 
el efecto del agonista BA Y-K 8644. 
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Los receptores 02 revierten el aumento en la amplitud del PPH provocado por el 

agonista SKF-81297. 

La capacidad de los agonistas D2 de revertir la acción de los receptores O 1 también 

se observó en el PPH que sigue a un potencial de acción (figura 15). En concordancia con 

lo previamente descrito por nuestro laboratorio (Hernández-López et al., 1996), Ja 

activación de los receptores DI aumentó significativamente la amplitud de los PPH en un 

2S :!: 2 % (n = SIS; p < O.OS, prueba de Wilcoxon). La adición del agonista quinelorane en 

presencia del SKF-81297 revirtió el efecto de este último, quedando el 74 ± S % de la 

respuesta control (n = Sl5; p < O.OS, prueba de Wilcoxon). Control: 8.3 ± 0.3 mV; SKF-

81297: 10.4 ± 0.S mV; SKF-81297 + quinelorane: 6.2 ± 0.5 mV. 
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Figura 15. La activación de los receptores 02 revierte el aumento en la amplitud del 
PPH provocado por el agonista DI. A, registros ampliados y superpuestos de los PPHs 
que siguen a potenciales de acción (truncados), obtenidos por la inyección de un breve 
pulso de corriente ("' 20 milisegundos). Se compran los registros: 1- control y en 
presencia de SKF-81297 (1-5 µM); 2- en presencia única de SKF-81297 y junto con el 
agonista quinelorane (S µM); 3- control y en presencia de ambos fármacos. B, se muestra 
para cada célula estudiada (n = S), la variación en la amplitud del PPH (en valores 
absolutos de voltaje) por la aplicación secuencial de los agonistas DI y 02. 
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Los agonistas 02 fueron capaces de revertir la acción de los receptores Dl en cada 

uno de los protocolos descritos hasta ahora. Sin embargo como se verá a continuación, el 

cambio en el orden de administración de los fármacos reveló un nuevo aspecto de la 

modulación de los receptores dopaminérgicos. 

La administración del agonista SKF-81297 fue incapaz de revertir la disminución en 

la generación de mesetas dcspolarizantcs por la activación previa de los receptores D2. 

La generación de mesetas despolarizantes espontáneas fue drásticamente reducida 

por la activación de los receptores 02 (n = 515; p < 0.05, prueba de Wilcoxon; figura 16). 

La aplicación posterior del agonista SKF-81297 en presencia (n = 3) y ausencia (n = 2) del 

quinelorane no recuperó la aparición de las mesetas (n = 515; p > 0.05, prueba de 

Wilcoxon). 
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Figura 16. La aplicación del 
agonista DI f"ue incapaz de revertir 
la disminución en la generación de 
las mesetas despolarizantes, 
provocada por la acción de los 
receptores 02. A, la inyección de 
pequeños pulsos de corriente 
(mostrada en la parte inferior) a 
potenciales de membrana 
subumbrales (-50 mV), evocaron 
despolarizaciones sostenidas que 
sobrepasan la duración del 
estímulo (20 ms). B, el agonista 
quinelorane (5-1 O µM) disminuyó 
la probabilidad de aparición de las 
mesetas. C, El agonista SKF-81297 
( 1-5 µM) añadido en presencia de 
quinelorane rue incapaz de revertir 
la acción de los receptores 02. En 
cada condición se muestran cinco 
trazos de voltaje superpuestos, 
registrados consecutivamente. 
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El agonista SKF-81297 no revirtió la dis1ninución en la frecuencia de disparo 

ocasionada por activación de los receptores 02. 

Como se mencionó en el primer apartado de resultados. la activación de los 

receptores 02 disminuyó en un 39 ± 6 % la frecuencia del disparo repetitivo de la NEM. 

Este efecto se reprodujo en el 82 % de las células estudiadas (n = 14/17; p < 0.05, prueba de 

Wilcoxon; figura 17). La aplicación de SKF-81297 en seis células con respuesta positiva a 
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Figura 17. El agonista DI no revirtió la disminución en la frecuencia de disparo 
provocada por los receptores 02. A, registros obtenidos de una NEM. Se muestran tres 
trenes de potenciales de acción provocados por la inyección de tres pulsos de corriente de 
dif'erente intensidad, en situación control (columna izquierda). en presencia del agonista 
02 quinpirole (5-10 µM; columna central) y finalmente con quinpirole y SKF-81297 (1-5 
µM; columna derecha). B, curva 1-F de la célula mostrada en A. El agonista 02 
disminuyó la frecuencia de disparo, este efecto se refleja como un desplazamiento de la 
curva 1-F hacia la derecha. El SKF-81297 aplicado posterionnente y en presencia 
constante de quinpirole. no provocó ningún cambio adicional en Ja curva 1-F. c. los 
agonistas 02 disminuyeron en un 39 ± 6 % el valor de la f"recuencia media de disparo de 
la curva 1-F (n = 14/17). La aplicación de SKF-81297 en seis células con respuesta 
positiva a los agonistas 02. no revirtió la respuesta de los receptores 02 (n = 6/6). O, 
Para cada célula estudiada se muestran los valores de la frecuencia media de la curva 1-F, 
establecidos por los agonistas 02 y el D 1. 
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los agonistas 02 no revirtió la respuesta de los receptores 02 (n = 6/6), quedando una 

reducción total del 43 ± 7 % {p > 0.05, prueba de Wilcoxon). Control: 42.5 ± 4.3 Hz; 

agonistas 02: 25.3 ± 1.4 Hz; agonistas 02 + SKF-81297: 24 ± 2 Hz. 

La reducción en la duración del potencial de calcio por la activación de los receptores 

02 es irreversible por el agonista DI. 

Como se describió en el primer apartado de resultados (ver figura 7 B del artículo 

anexado), la activación de los receptores 02 redujo en un 25 % la duración de los 

potenciales de calcio inducidos por TEA (figura 18, n = 515; p < 0.05, prueba de Wilcoxon). 

El agonista O 1 añadido a tres de estas células, no provocó ninguna acción adicional por 

más de 30 minutos (figura 18 B). 
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Figura 18. El agonista DI no revirtió 
la reducción en la duración del 
potencial de calcio, ocasionada por la 
activación de los receptores 02. A, 
registros superpuestos de potenciales 
de calcio inducidos por TEA (20 mM). 
El agonista quinelorane (5 µM), 
disminuyó la duración del evento en 
un 25 % (n = 5/5). La acción de los 
receptores 02 no se alteró por la 
aplicación posterior de SKF-81297 (5 
µM). Los registros fueron obtenidos 
inyectando pulsos de corriente 
despolarizante a una frecuencia baja, 
(0.1 Hz) intercalados con pulsos 
hiperpolarizantes para prevenir 
cambios ocasionados por la 
inactivación de las corrientes. Los 
trazos mostrados fueron seleccionados 
de cada uno de los tiempos 
enumerados en B. B, curso temporal 
del experimento. 
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El agonista Dl no revierte la modulación del PPH por el quinelorane. 

La asimetría funcional descrita hasta ahora entre ambas familias de receptores tiene 

también lugar a nivel del PPH. En este caso, el agonista SKF-81297 no revirtió la reducción 

en la amplitud de los PPHs establecida por la activación previa de los receptores 02 (n = 

515; p > 0.05, prueba de Wilcoxon; figura 19). Control: 8.3 ± 0.6 mV; quinelorane: 5.5 ± 

0.4 mV; quinelorane + SKF-81297: 5.4 ± 0.3 mV. En dos de estas células, la aplicación del 

agonista 02 fue suspendida al momento de que se añadió el agonista D 1. 
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Figura 19. El agonista DI no revirtió la reducción en la amplitud del PPH ocasionada por 
la activación de los receptores 02. A, registros ampliados y superpuestos de los PPHs que 
siguen a potenciales de acción (truncados), obtenidos por la inyección de un breve pulso 
de corriente(= 20 milisegundos). Se comparan los registros: 1- control y en presencia de 
quinelorane (5-1 O µM); 2- en presencia única de quinelorane y junto con el agonista 
SKF-81297 (1-5 µM); 3- control y en presencia de ambos fármacos. B, se muestra para 
cada célula estudiada (n = 5), la variación en la amplitud del PPH (en valores absolutos 
de voltaje) por la aplicación secuencial de los agonistas 02 y DI. 

62 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



Conclusiones. 

- El 100 % de las neuronas en las que primero se añadió el agonista Dl (SKF-

81297), tuvo alguna de las respuestas electrofisiológicas características de esta f'amilia de 

receptores; por otro lado, el 85 o/o de las neuronas en las que se aplicó alguno de los 

agonistas D2, ya sea con o sin la presencia previa del agonista DI, respondió 

electrofisiológicamente. Sólo un alto nivel de coexpresión de receptores f'uncionales de 

ambas f'amilias puede explicar estos resultados. 

- La activación de los receptores D2 revirtió la respuesta de los receptores DI 

previamente establecida. Sin embargo, el agonista D l nunca revirtió la acción previa de los 

receptores D2. Por lo tanto, estos experimentos evidencian una asimetría f'uncional entre 

ambas f'amilias de receptores dopaminérgicos. 
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6. DISCUSIÓN. 

6.1 Efecto de la activación de los receptores dopaminérgicos tipo 02 sobre el patrón de 

disparo de la neurona espinosa mediana. 

Los resultados descritos en esta tesis demuestran el papel inhibidor que juegan los 

receptores dopaminérgicos D2 en el patrón temporal de disparo de la NEM. Este efecto 

modulador tiene lugar a potenciales de membrana relativamente despolarizados(> -60 mV) 

que simulan el denominado "up-state" registrado en preparaciones in vivo (Wilson y 

Groves, 1981; Wilson, 1993; Wilson y Kawaguchi, 1996). A diferencia de los receptores 

DI, la activación de los receptores dopaminérgicos D2 no provoca ninguna respuesta 

moduladora en la rectificación anómala de la célula., que se presenta a potenciales de 

membrana más hiperpolarizados (< -80 mV; Pacheco-Cano et al., 1996). Por lo tanto, el 

rango de acción de los receptores D2 en la regulación del disparo de la NEM se restringiría 

a potenciales de membrana despolarizados, muy probablemente durante el "up-state". 

El efecto inhibidor de los receptores D2 sobre el patrón de disparo de la NEM fue 

reproducido sistemáticamente en un amplio porcentaje de neuronas (el 81 %; n = 60174). 

Cabe destacar que en ningún caso la acción de estos receptores tuvo una respuesta 

excitadora. Este hecho contrasta con otros estudios previos en donde se atribuyó a los 

receptores D2 un papel excitador en el disparo de la NEM (ver por ejemplo Herrling y Hull, 

1980; Uchimura et al. 1986; Akaike et al., 1987). Estas diferencias pueden deberse 

básicamente al tipo de metodología empleada, ya que en varios de estos trabajos para lograr 

la activación diferencial de los receptores DI y 02, se utilizaron diferentes concentraciones 

de DA basándose en Ja selectividad de esta catecolamina por cada receptor (ver por ejemplo 

Akaike et al., 1987). Esta manipulación tiene el inconveniente de que la DA es altamente 

oxidable, además de que es recapturada rápidamente por los transportadores de este 

neuromodulador. Por el contrario, en los experimentos descritos en esta tesis se utilizaron 

fármacos más selectivos para cada familia de receptores que, a diferencia de la DA, no son 

degradados tan fácilmente. 
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Por otro lado, en Jos estudios previos se realizaron registros electrofisiológicos en la 

modalidad de fijación de corriente, sin un control riguroso del potencial de membrana de 

las células, que como ya ha sido revisado en la parte introductoria de esta tesis, constituye 

una variable determinante en la acción moduladora de los receptores dopaminérgicos como 

es el caso de Ja familia DI (Hemández-López et al., 1997). En los experimentos descritos 

en esta tesis, se tuvo especial cuidado en mantener de manera constante el mismo potencial 

de membrana, corrigiendo cualquier variación en el mismo mediante la inyección de 

corriente directa. 

Por último, a diferencia de los trabajos ya mencionados, en los presentes resultados 

se evaluó el efecto modulador de los receptores 02 en diferentes eventos determinantes del 

disparo celular, como son las mesetas despolarizantes y el PPH, cuya naturaleza iónica ha 

sido estudiada en detalle (Hemández-López et al., 1997; Vilchis et al., 2000; Pérez-Garci et 

al., 2003). 

El efecto inhibidor de los receptores dopaminérgicos tipo 02 sobre la excitabilidad 

de Ja NEM se suma a la inhibición de la respuesta postsináptica excitadora en Ja NEM, 

mediada por Jos receptores glutamatérgicos tipo AMPA (Cepeda et al., 1993, Levine et al., 

1 996; Cepeda y Levine, 1998; Hernández-Echeagaray y Levine, 2002); así como al efecto 

inhibidor que ejerce sobre la NEM para inhibir presinápticamente la liberación de GABA 

en el GPe (FJorán et al., 1997; Cooper y Stanford, 2001) y dentro del NE sobre otras NEMs 

(Guzmán et al., 2002). Actualmente no se cuentan con agonistas selectivos para cada 

subtipo de la familia D2 (D2, D3 y 04), sin embargo seria interesante determinar si cada 

uno éstos regula procesos celulares de manera diferencial. 

6.2 Acciones opuestas de los receptores DI y D2 en el disparo de la neurona espinosa 

mediana. 

Los efectos observados por Ja activación de los receptores U2 son opuestos a la 

respuesta excitadora de Jos receptores DI registrada cuando el potencial de membrana de la 

NEM se encuentra despolarizado (Hemández-López et al., 1997). Las acciones contrarias 
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de las dos familias de receptores han sido recientemente corroboradas en NEMs registradas 

intracelularmente en preparaciones in vivo (West y Grace, 2002). En este trabajo, la 

actividad de las dos familias de receptores dopaminérgicos f'ue aislada perf'undiendo 

antagonistas selectivos para cada una de las dos familias, a través de una cánula de 

microdiálisis colocada cerca del área de registro. La acción de la DA endógena sobre cada 

una de las familias no bloqueada por los antagonistas reprodujo los efectos descritos 

previamente para Jos receptores DI (Hemández-López et al., 1997) así como para los D2 

(Hernández-López et al., 2000). 

De manera muy interesante las respuestas excitadoras de los receptores 

dopaminérgicos tipo DI, así como las inhibidoras de los D2, han sido reproducidas en 

neuronas espinosas localizadas en el área X y el lóbulo parolf'atorio de diferentes aves 

(Ding y Perkel, 2002). Estas estructuras guardan un alto grado de semejanza con Jos 

ganglios basales de los mamíferos por su organización topográfica, conectividad sináptica, 

citoarquitectura y neuroquímica (ver Perkel y Farries, 2000; Ding y Perkel 2002). La 

similitud de las acciones mediadas por cada una de las familias de receptores 

dopaminérgicos en el ave, con las previamente descritas en la rata (Hemández-López et al., 

1 997 y 2000), sugiere que las funciones fisiológicas del sistema dopaminérgico se 

encuentran altamente conservadas en los amniotas (Ding y Perkel 2002). 

6.3 Antagonismo dopaminérgico en la modulación de las conductancias de calcio tipo 

L. 

Las conductancias de calcio tipo L constituyen el principal blanco de acción para el 

antagonismo dopaminérgico observado en la modulación del disparo repetitivo de Ja NEM; 

la familia de receptores DI promueve un aumento en las corrientes de calcio tipo L 

(Surmeier et al., 199Sa,b), mientras que Ja activación de los receptores 02 las inhiben 

(Hernández-López et al., 2000). De manera interesante, las vías de seftalización intracelular 

asociadas a cada familia son diferentes, enriqueciendo así las posibles implicaciones 

funcionales de activar cada una. 
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La capacidad de los receptores 02 de promover la liberación de calcio de pozas 

intracelulares, reducir las corrientes de calcio tipo L. y suprimir la actividad regenerativa de 

la NEM. reconcilia parte de la discrepancia reportada previamente por estudios de carácter 

bioquímico. Por un lado, el incremento en los niveles de calcio intracelular provocado por 

la activación de los receptores 02 explicaría el aumento de la actividad de la f"osfatasa 

calcineurina (Nishi et al., 1997) y de la proteína cinasa activada por mitógenos dependiente 

de calcio (Yan et al., 1999). Estos eventos han sido interpretados como evidencia del 

aumento en la actividad celular por activación de los receptores 02. Por otro lado, el 

bloqueo de Jos receptores D2 así como una disminución en el tono dopaminérgico del NE, 

provoca un aumento en la transcripción de genes de expresión temprana. así como de la 

enzima ácido-glutáJnico descarboxilasa y el neuropéptido encef"alina (Gerfen et al., 1990; 

Chesselet et al., 1998). Las corrientes de calcio tipo L se encuentran involucradas en la 

actividad de diferentes reguladores transcripcionales en varios tipos neuronales (Bading et 

al., 1993; Graef"et al., 1999), incluidas las neuronas del NE (Rajadhyaksha et al., 1999). El 

bloqueo de Jos receptores 02, así como una disminución en su actividad debida a una baja 

en el tono dopaminérgico, cesaría la supresión de las corrientes de calcio tipo L induciendo 

un aumento en la expresión de diferentes genes. Esto ha sido interpretado como una 

evidencia bioquímica del papel inhibidor de esta f"amilia de receptores. 

El impacto de bloquear selectivamente las conductancias de calcio tipo L sobre el 

disparo repetitivo de la NEM fue analizado y comparado con el efecto de bloquear las 

conductancias N y P/Q (Pérez-Garci et al., 2003). Estas manipulaciones resultaron en 

efectos opuestos en la excitabilidad de la NEM. El bloqueo de las conductancias de calcio 

N y P/Q, las cuales se han reportado que activan las corrientes de potasio sensibles a calcio 

(Vilchis et al.. 2000). resultó en un aumento en la excitabilidad de las neuronas provocado 

por la disminución en la amplitud del PPH. Por otro lado, el bloqueo farmacológico de los 

canales Cav 1 .2 y Cav 1.3, que median las corrientes de calcio tipo L en las NEMs, 

disminuyó la frecuencia de disparo de la célula mimetizando y ocluyendo el efecto de los 

agonistas 02. Estos resultados demuestran que la acción principal de los receptores D2 para 

regular la excitabilidad en estas neuronas se da a nivel de las mesetas despolarizantes 

sostenidas. 
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Es interesante comparar la acción de los receptores D2 con la modulación ejercida 

por los receptores muscarínicos tipo MI, los cuales al ser activados cuando la célula está a 

potenciales de membrana despolarizados, aumentan la excitabilidad de la NEM reduciendo 

notoriamente la amplitud del PPH en más de un 50 % a través de una vía mediada por la 

proteína cinasa C (Pineda et al., 1995). El efecto excitador promovido por los receptores 

MI tiene lugar a pesar de que se ha demostrado que su activación promueve también una 

disminución en las corrientes de calcio tipo L (Surrneier, 2000). Trabajos de nuestro 

laboratorio han demostrado que la activación de estos receptores colinérgicos disminuyen 

también las corrientes N y P/Q conjuntamente (Pérez-Roselló et al., 2002), que como se 

mencionó en los resultados de esta tesis (Pérez-Garci et al., 2003) es un requisito 

indispensable para reducir sustancialmente la amplitud del PPH y favorecer el disparo 

repetitivo. En contraste, la activación de los receptores D2 sólo disminuyen las corrientes 

P/Q pero no las N (Salgado et al., 2002). Como una posible consecuencia de este efecto 

parcial, la amplitud del PPH solo se redujo en un 28 %, que fue incapaz de revertir o 

compensar la reducción en la frecuencia de disparo provocada por la disminución en la 

generación de mesetas despolarizantes. En el caso de los receptores M 1, la reducción tan 

notable en la amplitud del PPH sí podría ser suficiente para compensar su inhibición sobre 

las conductancias de calcio tipo L. 

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos a las diferentes subunidades 

a.1 que conforman cada uno de los canales de calcio, se ha descrito una 

compartamentalización subcelular en su expresión en diferentes tipos neuronales (revisado 

en Catterall, 1998). Las subunidades ale y a.lo que caracterizan a los canales Cavl.2 y 

Cav 1 .3, respectivamente (Caterall, 2000), se encuentran expresadas preferentemente en el 

soma y en las dendritas de diferentes neuronas (revisado en Catterall, 1998). Este hecho 

concuerda con la observación de la actividad regenerativa presumiblemente de origen 

dendrítico, provocada por el agonista de los canales de calcio tipo L, BA Y-K 8644. El 

agonista quinpirole inhibió la generación de estos potenciales, lo que sugiere que los 

receptores D2 podrían ejercer su acción principal en el patrón de disparo al reducir las 

conductancias de calcio tipo L presentes a nivel somato-dendrítico. 
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Por otro lado, las subunidades a 1 A y a 1 n que determinan la generación de corrientes 

P/Q y N, respectivamente, se encuentran densamente localizadas en las terminales 

presinápticas de varios tipos de neuronas (revisado en Catterall, 1 998). De modo 

consistente con las posibles implicaciones de inhibir las corrientes de calcio tipo P/Q que 

estarían localizadas principalmente alrededor de los botones presinápticos de las NEM, se 

ha demostrado que la activación de los receptores 02 disminuye la liberación de GABA 

proveniente de las NEMs en el GPe (Florán et al., 1 997; Cooper y Stanford, 2001 ), así 

como en las terminales de las colaterales recurrentes de estas neuronas y que inhiben a otras 

NEMs dentro del mismo NE (Guzmán et al., 2002). 

Los resultados reportados en esta tesis sugieren que la acción de los receptores 02 

en la regulación del disparo de la NEM es mediada principalmente por su modulación sobre 

las conductancias de calcio tipo L. El efecto modulador de dichos receptores sobre otras 

conductancias iónicas como el sodio y el potasio no es claro. Por ejemplo, si bien se ha 

descrito la presencia de canales de potasio activados exclusivamente por la activación de 

los receptores 02 (Freedman y Weight 1988; Greif et al., 1995), la naturaleza de dichos 

canales se desconoce. Por su nula dependencia a voltaje podría tratarse de canales que 

median corrientes de tipo '"leak" o bien de canales sensibles a ATP, cuya activación podría 

ser mucho más relevante durante una condición de déficit metabólico celular reduciendo la 

excitabilidad de la NEM (Sun et al., 2001). 

Por otro lado, el estudio de la modulación de las corrientes de sodio por la 

activación de los receptores 02 ha arrojado resultados contradictorios (Surmeier y Kitai 

1993b). Mientras que en un porcentaje de NEMs, la activación de los receptores 02 inhibe 

las corrientes de sodio (en el 55 % de las células estudiadas), en otro las aumenta (el 20 % 

de las células estudiadas). Estos efectos hacen menos la clara la participación de esta 

modulación en la regulación del disparo neuronal. Cabe mencionar que en los resultados 

presentados en esta tesis no se apreciaron cambios significativos en la amplitud máxima de 

los potenciales de acción ni en la pendiente (éJV/éJt) de su fase despolarizante. 
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6.4 Antagonismo Dl-02 en una misma neurona espinosa mediana. 

El l 00 % de las NEMs expuestas al agonista DI respondió electrofisiológicamente 

al f"ármaco, mientras que el 81 % de las neuronas respondió a los agonistas D2. Estos 

resultados se sumarian al creciente número de evidencias anatómicas y fisiológicas que 

demuestra la expresión de miembros funcionales (Dl, 02, D3, D4 y D5) de ambas familias 

de receptores en una misma NEM (Sunneier et al., l 993a y 1996; Aizman et al., 2000; 

David y Harrison, 2002). Esto contradice el modelo tradicional que plantea la segregación 

de éstas neuronas en dos grupos: uno que expresa receptores Dl y que conf"orma la vía 

directa; versus otro que expresa los receptores 02 y que da lugar a la f"ormación de la vía 

indirecta (Gerfen et al., 1 990; Le Moine et al., 1990). Sólo un 19 % de las neuronas no 

respondió a alguno de los agonistas D2. Este porcentaje concuerda con el reportado por 

Surmeier y colaboradores (1996) quienes describen la existencia de un 18 % de NEM con 

niveles detectables de sustancia P (pero no encef"alina). que no coexpresa ningúna clase de 

receptor tipo 02, lo que sugiere que los casos de respuesta negativa a los agonistas D2 

descritos en esta tesis, se pueden deber a neuronas que efectivamente no expresen estos 

receptores. Por otro lado, el agonista SKF-81287 activa indistintamente las isof"ormas Dl y 

D5 que pueden ser expresadas en casi la totalidad de las NEM (Surmeier et al., 1996). 

Si el grado de colocalización de miembros funcionales de ambas f"amilias de 

receptores es tan alto, ¿qué implicación funcional tiene el establecimiento de dos vías de 

salida del NE?. Una alternativa sería que una población de NEMs respondiera 

preforentemente a los agonistas DI (la ••vía directa"), mientras que en otra el ef"ecto 

predominante seria el de los agonistas D2 (la .. vía indirecta"). Sin embargo, esta posibilidad 

resulta improbable. Como se mostró en los resultados de esta tesis, los agonistas D2 

siempre tuvieron una respuesta dominante sobre el ef"ecto del agonista Dl, ya sea 

revirtiéndolo o bloqueándolo una vez que el efocto 02 ha sido desarrollado. 

Esta asimetría funcional debe tener su explicación en las cascadas de seftalización 

involucradas por cada familia. En este sentido, es necesario recordar que las vías de 

seftalización asociadas a cada familia son diferentes y que no se limitan a una relación 
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simple estimulación-inhibición de la enzima adenilato ciclasa. Sería necesaria la realización 

de experimentos ad hoc para poder determinar a qué nivel se establece este fenómeno. 

La acción dominante de los receptores D2 sobre los DI podría explicar el bloqueo 

de la potenciación de la respuesta NMDA, provocada por los receptores D 1 (Flores

Hemández et al., 2002). 

Si la acción de los receptores D2 es dominante sobre la ejercida por los receptores 

DI ¿en qué momento la activación de estos últimos podria tener un efecto fisiológico 

relevante? Como se mencionó previamente, la DA posee una afinidad hasta 100 veces 

mayor por los receptores 02 que por los DI (K; < 0.05 µM vs. K; == 0.5 - 5 µM, 

respectivamente). La concentración homogénea basal de DA en el NE de la rata, estimada 

mediante estudios de microdiálisis in vivo, es de 5-1 O nM. La generación de ráfagas de 

disparo en aproximadamente el 75 % de la neuronas dopaminérgicas de la SNc ante Ja 

presentación de un estimulo reforzante puede elevar la concentración homogénea de DA a 

500 nM e incluso alcanzar una concentración de 3 µM en el sitio inmediato de liberación 

(datos revisados en Schultz, 1998). En este momento la activación de los receptores Dl 

podria ser exitosa, debido quizás al número menor de pasos limitantes implicados en su vía 

de señalización, en comparación con el de las vías asociadas a los receptores 02. Así, los 

efectos excitadores asociados a los receptores D 1 (generación de mesetas despolarizantes y 

facilitación de la respuesta NMDA) podrian desarrollarse, explicando con ello los periodos 

breves de actividad regenerativa fásica (== 500 milisegundos) registrados durante la 

realización de un movimiento. 

6.5 Implicaciones fisiológicas de la modulación dopaminérgica vs. la colinérgica. 

La correcta realización de un movimiento de algún miembro del cuerpo requiere la 

contracción de músculos agonistas, en paralelo con la relajación de músculos antagónicos. 

El NE constituye uno de los posibles sustratos neuronales implicados en esta inhibición 

recíproca. Esto ha sido demostrado por experimentos en los que el enfriamiento local del 

putamen resulta en la contracción simultánea de músculos recíprocamente inhibitorios. Por 
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otro lado. el mal de Parkinson se caracteriza por una rigidez muscular que igualmente se 

explica por un alto grado de contracción simultánea de músculos recíprocamente 

inhibitorios (revisado en Wickens y Oorschot. 2000). 

Los diferentes modelos planteados como hipótesis para explicar el mecanismo 

neoestriatal implicado en la correcta interacción de los músculos recíprocamente 

inhibitorios, tiene como base la inhibición lateral entre NEMs a través de sus colaterales 

recurrentes (Wickens y Oorschot, 2000; Oorschot, 2000. Plenz y Kitai, 2000). En este 

sentido, aquellos grupos de NEMs cuya excitabilidad se vea facilitada (por ejemplo. por la 

activación de las fibras corticales). inhibirán lateralmente a otros grupos de NEMs con las 

que establecen sinapsis y que no estén tan favorecidos. Básicamente estos modelos tratan 

de dar una explicación de cómo el NE es capaz de procesar el alto grado de convergencia 

de información cortical. favoreciendo la salida de información relevante para la contracción 

de unos músculos y la inhibición de otros. para poderse realizar correctamente el 

movimiento (Plenz y Kitai. 2000). 

Por ejemplo. Wickens y Oorschot (2000) plantean en su modelo que la actividad de 

la interneurona colinérgica facilita simultáneamente la excitabilidad de múltiples NEMs en 

extensos dominios del NE. en donde su axón establece contactos sinápticos. Como 

resultado del incremento en la excitabilidad de éstas últimas. la proporción señal/ruido en el 

"output.. del NE disminuiría. favoreciendo así la contracción simultánea de músculos 

opuestos. resultando en rigidez muscular. La estimulación dopaminérgica de las 

intemeuronas colinérgicas provocaría su inhibición; este efecto estaría mediado 

principalmente por los receptores 02 y facilitaría la inhibición lateral (o "competencia .. ) 

entre NEMs. incrementando la proporción sei\al/ruido. La ausencia de dopamina, como 

sería el caso de la enfermedad de Parkinson, provocaría un aumento en la actividad de las 

interneuronas colinérgicas que excitarían simultáneamente varios grupos de NEMs 

favoreciendo asi el síntoma de rigidez muscular. 
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Sin embargo, el papel fisiológico que juegan las colaterales recurrentes de los 

axones de las NEMs apenas empieza a ser entendido (Plenz y Kitai, 2000; Czubayko y 

Plenz, 2002). 

Como se ha descrito en este trabajo, la acción de la DA sobre la NEM, a través de 

sus diferentes receptores, podría mediar de una f"orma más directa el procesamiento de la 

inf"ormación cortical. 

El ef"ecto modulador de los receptores D l sobre Ja rectificación anómala de las 

NEMs sugiere que las células serán menos responsivas a entradas corticales sinápticas 

débiles y desincronizadas. Sin embargo, si un grupo de neuronas recibe una entrada 

sináptica excitadora f"uerte y sostenida, éstas serán seleccionadas y podrán transitar 

favorablemente hacia el estado despolarizado. en donde el ef"ecto de Jos receptores D l será 

ref"orzar Ja respuesta de disparo a través del establecimiento de las mesetas despolarizantes 

y la facilitación de la respuesta glutamatérgica tipo NMDA. 

Recientemente se demostró que la activación de los receptores muscarinicos MI, al 

contrario de los receptores DI, median una disminución en la rectificación anómala de Ja 

célula, Jo que aumenta considerablemente la resistencia de entrada. Como resultado de ésta 

modulación, la célula transita más f"ácilmente hacia regiones despolarizadas cercanas al 

umbral de disparo, favoreciendo así el disparo repetitivo (Figueroa et al., 2002). A éste 

efecto excitador se sumaría el provocado por la reducción en la amplitud del PPH (Pineda 

et al., 1995), lo que resultaría en periodos de intensa actividad regenerativa. 

En contraposición a estas influencias excitadoras, Ja activación de los receptores D2 

dotaría a la célula de un mecanismo sumamente eficaz en el control de la excitabilidad de la 

célula, mediante la inhibición directa de Ja respuesta excitadora de Jos receptores DI. Esta 

acción se swnaria además a otros eventos inhibidores, como la rectificación saliente de la 

neurona y la actividad GABAérgica ejercida por otras interneuronas en el NE y 

posiblemente de otras NEMs. 
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En conclusión, se podría decir que la actividad colinérgica f"avorecería una 

disminución en la proporción señal/ruido en la salida de la actividad neoestriatal. mientras 

que la DA, ya sea actuando de manera directa como se ha descrito en esta tesis o de manera 

indirecta como lo plantean los modelos, aumentaría dicha proporción. 
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