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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 D1 y la D2. La activacion de
los receptores D1 aumenta las corrientes de calcio tipo L evocando la generaciéon de
mesetas despolarizantes que facilitan el disparo repetitivo de la NEM. El papel de los
receptores D2 en la regulacion 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 fijacion de corriente.

Los agonistas D2 abolieron la generacion de mesetas despolarizantes espontineas e
inducidas por el agonista de los canales de calcio tipo L, BAY-K 8644 (2.5uM), lo que
redujo la frecuencia de disparo en un 40%. Los agonistas D2 también redujeron en un 25%
la duracién del potencial de calcio obtenido con TEA (20mM). Estos efectos fueron
ocluidos por nicardipina (2.5uM). Estas acciones son opuestas a las de los receptores D1 y
se deben a una reduccion en las conductancias de calcio tipo L debida a la activacion de la

fosfatasa calcineurina, a través de la via fosfolipasa CpB1-Inositol 1,4,5-trifosfato.

Por otro lado, los agonistas D2 revirtieron el aumento provocado por los receptores
D1 en la generacion de las mesetas despolarizantes, la frecuencia de disparo y la duracion
del potencial de calcio. Sin embargo, el agonista D1 no revertié la accion de los receptores
D2, evidenciando una asimetria funcional en la interaccién D1/D2. El 100% de las NEM
respondié al agonista D1 mientras que el 85% tuvo respuesta a los agonistas D2. Sé6lo un

alto nivel de coexpresion de receptores de ambas familias podria explicar estos resultados.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




SUMMARY.

Dopamine acts on neostriatal medium spiny neurons (MSN) through both: Dl1-like
and D2-like family receptors. Activation of D1-like receptors increases L-type calcium
currents evoking depolarising plateaus which facilitate the repetitive firing. The role D2-
like receptors play in modulating the firing properties of these neurons remains unknown.
In this doctoral thesis, I describe the effect of two D2-selective agonists, quinpirole and
quinelorane (5uM), on MSN excitability. To achieve this, I performed intracellular

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

D2 receptor stimulation abolished the generation of both, spontaneous and BAY-K
8644 (2.51uM)-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 (2.5uM) occluded these effects.
These D2-responses are opposite to those already described for D1 receptors. A novel
phospholipase Cpl-Inositol 1,4,5-triphosphate-calcineurin-signiling cascade accounts for

the L-type calcium conductance reduction.

On the other hand, D2 agonists reverted the D1 augmentation observed in:
depolarising plateaus generation, firing frequency and calcium dependent action potentials.
Surprisingly, the D1 agonist SKF-81297 (1uM) was always ineffective in reverting the
established D2 effect. These results put in evidence a functional asymmetry in the D1/D2-
receptor interaction. Finally, 100% of MSN responded to the selective D1-class receptor
agonist SKF-81297, whereas 85% of MSN responded to the selective D2-class receptor
agonists. Only a high level of co-expression of functional receptors from both dopamine

receptor classes may explain our results.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Ganglios basales: consideraciones anatémicas.

Los ganglios basales (GB) son un conjunto de micleos subcorticales altamente
conectados entre si, que abarcan el telencéfalo, el diencéfalo y el mesencéfalo de los
mamiferos, reptiles y aves. Su grado de semejanza entre diferentes especies, asi como su
considerable tamafio (sobre todo en los mamiferos), hace pensar que esta organizacién de
estructuras neuronales cumple funciones esenciales en el modus operandi del cerebro en los

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

Los GB han sido implicados principalmente en la regulacion de funciones motrices.
La evidencia mas dramatica de este papel funcional se observa en la sintomatologia clinica
de diferentes desérdenes neurodegenerativos, en los que la integridad de dichos micleos 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, asi 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
conexién anatémica 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 continuacion 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 nicleos caudado y putamen; el nicleo acumbens; y el nicleo subtilamico (figura 1):

I) Los nuicleos caudado y putamen. Estos dos micleos comparten la misma
organizacién celular, por lo que comunmente son considerados como uno sélo: el estriado.
Incluso en mamiferos menores, como los roedores, el estriado esta 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’ capsula interna. Al estriado llegan
aferencias glutamatérgicas provenientes principalmente de la corteza cerebral asi como de
los nucleos intralaminares del tilamo. La entrada de informacién cortical al estriado

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

Figura 1. Diagrama simplificado de Ja

—’l Corteza conectividad de los ganglios basales (GB).
+ ' En el neoestriado convergen aferencias
s de la corteza y el tilamo junto con

aferencias dopaminérgicas de la sustancia
nigra compacta (SNc¢) y del area ventral
tegmental (AVT). Las neuronas de
proyeccién del neoestriado proyectan hacia
otros nucleos de los GB: globo palido

'.L Neoestriado
+

interno (GPi), sustancia nigra reticulada
ISNC-AVT1 - (SNr) y el globo palido externo (GPe). Este
altimo establece conexiones reciprocas con
el nicleo subtaldamico (INST). El NST, que
l GPi - SNr J también recibe aferencias de la corteza,

T proyecta hacia la SNr. La SNr proyecta
hacia el tilamo y a otras estructuras del
:[ Talamo J tallo cerebral (no mostradas).
+ vias glutamatérgicas/aspartato
- vias GABAérgicas

primero se localiza principalmente en el putamen y recibe proyecciones bilaterales de la
corteza motora en una modalidad divergente-somatotdpica asi, mediante el uso de
trazadores anterogrados se han podido definir tres bandas longitudinales en el estriado del
primate, cada una con una representacion 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 regién asociativa principalmente localizada en el caudado,
recibe proyecciones homolaterales de las cortezas frontales, parietales, temporales y
occipitales. En conclusion, las terminales nerviosas que recibe el estriado de la corteza,
estan organizadas en una forma compleja, abarcando desde una segregacion total hasta un
alto grado de superposicién, lo que sugiere un procesamiento divergente y convergente de
la informacién cortical (Selemon y Goldman-Rakic, 1985; Flaherty y Graybiel, 1991). En
el estriado también coinciden fibras serotoninérgicas del nicleo dorsal del sistema de raphé,

asi como vias dopaminérgicas provenientes de la sustancia nigra compacta (SNc).
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II) El nicleo acumbens. Este nicleo comparte con el estriado la misma
citoarquitectura; sin embargo, las vias glutamatérgicas que llegan a ¢l provienen
principalmente del hipocampo asi como de la corteza limbica, mientras que su entrada
dopaminérgica proviene del area ventral tegmental (AVT). Los nucleos caudado, putamen

y acumbens, considerados conjuntamente, constituyen el neoestriado (NE; Wilson, 1998).

III) El nlucleo subtilamico (NST). Si bien esta estructura es comunmente
considerada como un nucleo de relevo de la salida de la informacion neoestriatal, es
importante mencionar que su conectividad con la corteza (en especial con las regiones
motoras del 16bulo frontal) y el tilamo, ha sido demostrada anatémica y fisiolégicamente
(Magill et al., 2000).

La neurona principal o de proyeccion del NE es la neurona espinosa mediana
(NEM) y su neurotransmisor principal es el acido y-aminobutirco (GABA). Los axones de
estas neuronas proyectan hacia otros niicleos de los GB. Tradicionalmente se han planteado
dos vias eferentes que tienen su origen en dos poblaciones diferentes de NEMs. Por un
lado, una via formada por NEMs que coliberan los neuropéptidos sustancia P y dinorfina y
que sus axones proyectan hacia el globo palido interno (GPi) y/o hacia la sustancia nigra
reticulata (SNr). Estas dos estructuras integrantes de los GB estan conformadas
principalmente por neuronas GABAGé€rgicas que a su vez proyectan hacia el tialamo,
principalmente a los nicleos ventral anterior y lateral, cuyas neuronas talamo-corticales

cierran un circuito corteza-GB-tialamo-corteza.

Otro grupo de NEMSs, que se caracteriza por coliberar el neuropétido encefalina,
manda sus axones hacia el globo pdlido externo (GPe) que envia proyecciones
GABAdérgicas al NST, cuyas neuronas glutamatérgicas proyectan de regreso al globo palido
externo y hacia los niicleos talamicos mencionados. Las dos vias han recibido los nombres
de directa e indirecta, respectivamente, por su tipo de conectividad con el tialamo y otras
estructuras de salida de los GB. Sin embargo, la diferenciacion entre las dos vias ha sido
puesta en duda por hallazgos en donde se ha demostrado que NEMs cuyos axones

conformarian la via directa, emiten también colaterales hacia el globo pidlido externo
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(Kawaguchi et al., 1990) y que una poblacién considerable de NEMSs 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 poblacion de neuronas neoestriatales (Bennett y Wilson, 2000). El diametro somaitico
de dichas neuronas es de 10 a 20 um y a partir de esta estructura emergen entre 3 y 5
troncos dendriticos, cada uno de los cuales ramifica en dos procesos, que a su vez pueden
ramificar una o dos veces mas, abarcando un volumen esférico de 300-500 upm de diametro.
Dichas dendritas estin 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). Practicamente las cabezas de todas
las espinas dendriticas establecen una especializacion sinaptica de tipo asimétrico con
terminales glutamatérgicas provenientes de la corteza y el tilamo. 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 talamicas (Bennett y Wilson, 2000). Cada NEM
recibe entre 1 y 10 sinapsis de una sola neurona cortical, por lo tanto, entre 750 y 7500
neuronas cdrtico-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 practicamente 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), 1o que resultaria en un factor de divergencia de 300-400 (Schultz, 1998). Cada axén
dopaminérgico se ramifica abundantemente en un area limitada del estriado y tiene
aproximadamente 500,000 varicosidades de las cuales la dopamina (DA) es liberada
(Andén et al., 1966). Cada NEM recibiria en promedio 750-900 sinapsis dopaminérgicas
(Bennett y Wilson, 2000).
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Especializaciones sindpticas de tipo simétrico, marcadas positivamente para la
enzima tirosina hidroxilasa, se han observado en las espinas dendriticas (59 %), troncos
dendriticos (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 poblacion restante de neuronas neoestriatales estd conformada por interneuronas
que bisicamente son de tres tipos (Kawaguchi, 1993; Kawaguchi y Kubota, 1995; Bolam y
Bennett, 1995; Wilson, 1998; Bennett y Wilson, 2000):

I) Interneuronas colinérgicas gigantes. Constituyen €l 1-2 % de las neuronas del NE
en la rata. Expresan la enzima acetilcolinesterasa. Su soma mide entre 50 y 60 um de
diametro y son las de mayor tamaiio en el NE. Estas interneuronas 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 um en el eje dorsoventral y

750-1000 um en el rostrocaudal.

II) Interneuronas inmunoreactivas a parvalbumina. Son de naturaleza GABAérgica
y expresan la enzima quelante de calcio, parvalbimina. Su diametro somatico es de 10-30
pm. Sus dendritas son lisas en las regiones proximales y presentan varicosidades en zonas

mas distales al soma.

IIT) Interneuronas somatostatinérgicas. Estas neuronas se caracterizan por liberar
somatostatina y se distinguen ademas por expresar la enzima oxido nitrico sintetasa
involucrada en la sintesis del neuromodulador 6xido nitrico. Son de tipo bipolar y su soma
mide entre 10 y 20 um de diametro. Sus dendritas son lisas, no espinosas y rara vez

ramifican.

Basicamente estos tres tipos de interneuronas reciben el mismo tipo de aferentes
glutamatérgicas y dopaminérgicas, y todas ellas proyectan terminales sinapticas 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 desérdenes psicomotores. Es por
este hecho, que el estudio de la actividad fisiolégica ejercida por los diferentes receptores
existentes para esta catecolamina, constituye el tema de trabajo de un gran nimero de

laboratorios en todo el mundo.

1.3 Receptores dopaminérgicos.

1.3.1 Estructura genética.

Basandose en estudios de tipo bioquimico y farmacolégico, 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 D1 y otro que la inhibe, el
D2. Posteriormente, con el empleo de técnicas de clonacidén, se describio la existencia de
cinco tipos de receptores dopaminérgicos cuyas caracteristicas fisiologicas, farmacolégicas
asi como por su secuencia de aminoacidos, les permitian ser catalogados en alguna de las
dos categorias (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 homologia con los receptores adrenérgicos tipo B2 (Bunzow et al., 1988). Dicho
receptor consta de una secuencia de 415 aminodcidos. Posteriormente se establecio la
existencia de una isoforma alterna del receptor D2 de 444 aminodcidos 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 receptor para la
DA, hibridizando una biblioteca de DNACc del cerebro de la rata con una sonda derivada de
la secuencia del receptor D2. A este nuevo receptor se le denominé D3. A partir de la
biblioteca de una linea celular de neuroblastoma humano se obtuvo la clonacién de los
receptores denominados D4, distinguiéndose de los receptores D2 y D3 por su alta
selectividad por el antipsicético clozapina (Van Tol et al., 1991). Por poseer caracteristicas

farmacolégicas y estructurales similares a los receptores inicialmente descritos como D2, a




todos estos receptores se les agrupé en una misma familia, la familia D2 (Civelli et al.,
1993; Missale et al., 1998).

A partir de bibliotecas génicas (Dearry et al., 1990; Sunahara et al., 1990) asi como
. del empleo de reacciones en cadena de la polimerasa, aplicadas en una linea celular de
neuroblastoma (Monsma et al.,1990) y en células estriatales (Zhou et al., 1990), se clon¢ el
receptor D1. Utilizando la secuencia de dicho receptor, se aislé el segundo miembro de esta

familia al que se llamé D5 (Sunahara et al., 1991).

La existencia de dos familias de receptores dopaminérgicos sugiere la divergencia
de dos familias de genes que difieren basicamente en la ausencia (familia D1) y presencia
(familia D2) de intrones en su secuencia codificadora (tabla 1). La localizacién 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 D2 se caracteriza por poseer seis intrones (Dal Toso et al.,
1989; Giros et al., 1989; Monsma et al., 1989). El receptor D3 carece del cuarto intrén del
receptor D2 (Sokoloff et al.,, 1990). 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
configuracion inusual intron-exon, en la que se carece de los sitios donadores y aceptores

de la unién *“splicing” que flanquean al intrén (Van Tol et al., 1991).

La presencia de intrones en los genes codificadores de la familia D2 promueve la
expresion de receptores alternativos. Como ya se menciond, dos isoformas funcionales del
receptor D2 han sido descritas, originandose por el procesamiento alternativo de un exén 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
D3, sin embargo, éstos no son funcionales (revisado en Missale et al., 1998). En cuanto al
receptor humano D4, se han descrito diferentes variaciones polimérficas, en las que un
segmento de 48 pares de bases en €l tercer exén, codificador de un segmento de 16
aminoacidos en la tercera asa intracelular, puede aparecer repetido de dos a diez veces (Van

Tol et al.,, 1992). El namero de repeticiones de dicho segmento ha sido correlacionado con
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diferentes rasgos de personalidad (Ebstein et al., 2000) asi como con el grado de delirios

psicéticos (revisado en Sealfon y Olanow, 2000).

" Dos pseudogenes con un grado de homologia de 95 % con el gen hurhano del
receptor D5, codifican formas truncadas no funcionales del receptor D5 (revisado en
Missale et al., 1998).

TABLA'1 .7 Caracteristicas moleculares de
los receptores dopaminérgicos

Familia D1 Familia D2
D, Ds D> D3 D4
D2s D2

Aminoéacidos 446 (1) 475 (r) 415(r) 444 () 446 (r) 387-515(h)’

446 (h) 477 (h) 414 (h) 443 (h) 400 (h) 385 ()
Aminodcidos en la tercera asa intracelular 57 (™ 50 (M 135@) 444 () 166 (r) 101-261 (h)’

57 (h) 50 (h) 134 (h) 443 (h) 120 (h) 106 (v)
Aminoéacidos el segmento COOH- terminal 113 () 117 (r) 16 (v) 16 () 18 (™

113 (h) 116 (h) 16 (h) 16 ¢h) 18 (h)
Intrones o o 6 s 3

r, rata h, humano.

* El namero de aminoacidos en el receptor D4 humano depende del niimero de repeticiones en la tercera asa
intracelular

1.3.2 Estructura proteica.

Los receptores dopaminérgicos forman parte de una familia extensa de receptores
metabotropicos acoplados a proteinas G y estin 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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poseer un segmento COOH-terminal mas
corto y una tercera asa intracelular (13)
mas larga. Los aminoacidos aspartato
(Asp) en el segmento transmembranal 3,
las dos serinas (Ser) en el 5, y una
fenilalanina (Phe) en el 6, estin
implicados en la interaccion con la
dopamina. Sitios potenciales de
fosforilacién se indican en el segmento
COOH-terminal ¢ I3, mientras que en el
segmento NH;-terminal se localizan
residuos potenciales para la glicosilaciéon
de la proteina. Dos residuos de cisteina
en las asas extracelulares El y E2
establecen un enlace de disulfuro
manteniendo la estructura terciaria del
receptor. Modificada de Missale et al.
(1998).

Figura 2. Estructura consenso del
receptor dopaminérgico de la familia D1.
ESPACIO EXTRACELULAR [E2] NH Los receptores D2 se caracterizan por
2
c b

Los miembros de cada una de las dos familias conservan un alto grado de
homologia entre si. Los receptores D3 comparten un 75 % de similitud en sus dominios
transmembranales con los receptores D2 (Sokoloff et al., 1990) mientras que los receptores
D2 y D4 comparten un 50 % (Van Tol et al_, 1991). Los dominios transmembranales de los
receptores D1 humanos comparten un 40 % de homologia con los correspondientes en los
D2 (Dearry et al., 1990). Por su parte, €l receptor D5 comparte un 80 % de homologia con
el receptor D1, mientras que con los receptores D2 y D3 s6lo comparte un 30 % (Sunahara
et al., 1991).

Ambas familias de receptores dopaminérgicos difieren notablemente en €l nimero
de aminoacidos presentes en la tercera asa intracelular (ver figura 2 y tablal). La familia de
receptores D1 se caracteriza por poseer una tercera asa intracelular de corta longitud en
comparaciéon con la correspondiente en la familia D2. El dominio corto de los receptores
D1 ha sido asociado con el acople especifico con una proteina G; promoviendo la
estimulaciéon de la adenilato ciclasa. Por el contrario, los receptores D2 al igual que otros

receptores con un segmento largo en esta asa intracelular, estdn asociados con la interaccién
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especifica con una proteina Gi/0 que inhibe la sintesis de adenosina-3°,5 -monofosfato
ciclico (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 isoformas del receptor D2 se diferencian. La isoforma larga
del receptor D2 se caracteriza por poseer un segmento adicional de 29 aminoacidos (IDal
Toso et al., 1989; Giros et al., 1989; Monsma et al.,, 1989). Esta caracteristica podria
determinar la afinidad del receptor por un tipo de proteina G especifica (Montmayeur et al.,
1993; Falardeau, 1994; Guiramand et al., 1995; Gardner y Strange, 1998; Usiello et al.,
2000) sin embargo, los papeles funcionales de las dos isoformas son comiunmente

considerados equivalentes (Usiello et al., 2000).

El segmento COOH-terminal de los receptores de la familia D1 es hasta siete veces
mas largo que el correspondiente de la familia D2 (ver tablal; para revisiones ver Civelli et
al., 1993; Strange, 1990 y1993; Sokoloff y Schwartz, 1995; Missale et al., 1998; Vallone et
al., 2000, Sealfon y Olanow, 2000). Este segmento contiene un residuo de cisteina comun
en los receptores acoplados a proteinas G y que, al igual que los receptores B-adrenérgicos
y la rodopsina, podria 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-terminal cuenta con residuos de
serina y treonina susceptibles de ser fosforilados, regulando con ello la desensibilizaciéon de
los receptores dopaminérgicos (Jiang y Sibley, 1999, Ito et al., 1999; Vallone et al., 2000;
Kabbani et al., 2002). Recientemente se demostré que el segmento COOH del receptor D5
puede interactuar con la segunda asa intracelular de la subunidad ¥2 del receptor a GABAA,,

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

El segmento NH: terminal en ambas familias estad constituido por un numero
variable de aminoicidos (entre 20 y 39). Los receptores que constituyen a la familia D1
poseen en dicho segmento sélo un residuo de asparragina susceptible de ser glucosilado,
mientras que los receptores de la familia D2 poseen tres, con excepcién del D4 que posee
solo uno (calculado a partir de Van Tol et al., 1991, Sunahara et al., 1991). La presencia de

oligosacaridos en este segmento extracelular resulta en aumentos considerables de la masa
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molecular del receptor D2, siendo de 47 a 50 kDa en su forma deglucosilizada y entre 94 y

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

De manera analoga a otros receptores acoplados a proteinas G, los siete segmentos
transmembranales de los receptores dopaminérgicos, que estarian empacados en una forma
circular siguiendo el sentido de las manecillas del reloj (visto desde el medio extracelular),
formarian 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 ingresarian a través de esta hendidura,
interactuando asi con diferentes aminoacidos wubicados en las hélices alfa
transmembranales, tal como ha sido planteado en estudios de mutacién dirigida realizados
en receptores Br-adrenérgicos, D2 dopaminérgicos, as-adrenérgicos, M; muscarinicos y 5-
HT) A serotoninérgicos (revisado en Dahl y Edvardsen, 1994). Los grupos carboxilo de dos
residuos de aspartato localizados en el segundo y tercer segmento transmembranal
enlazarian el grupo amino de la dopamina, mientras que dos residuos de serina localizados
en la quinta hélice transmembranal establecerian puentes de hidrégeno con los grupos
hidroxilo de la estructura del catecol. Al mismo tiempo, un residuo de fenilalanina
localizado en el sexto segmento intracelular podria establecer interacciones ortogonales con
el anillo aromatico del agonista (figura 2, revisado en Dahl y Edvardsen, 1994; Strange,
1990, 1993; Missale et al., 1998). Como resultado de esta interaccién, el receptor sufre
cambios conformacionales que favorecen el acoplamiento y la activacion de proteinas G
(Sealfon y Olanow, 2000).

1.3.3 Farmacologia.

Las propiedades farmacologicas de los diferentes receptores dopaminérgicos han
sido extensamente estudiadas. Ello se debe principalmente a las implicaciones terapéuticas
en el tratamiento de diferentes patologias (para revisiones ver Seeman y Van Tol, 1994;
Sokoloff y Schwartz, 1995; Missale et al., 1998; Vallone at al., 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 farmacolégico de los diferentes receptores dopaminérgicos.

Las dos familias de receptores dopaminérgicos difieren notablemente en su afinidad
por diferentes ligandos. Por ejemplo, la dopamina es mas afin a los receptores de la familia
D2 que a la familia D1; mientras que para los primeros esta catecolamina tiene una
constante de inhibicién (K;) menor a 50 nM, para los receptores D1 se ha reportado una K;
entre 0.5 y 5 uM (Missale et al., 1998).

A la fecha no se cuenta con farmacos capaces de diferenciar entre los receptores D1
y DS, aunque se ha descrito que el receptor D5 es hasta 10 veces mas sensible para la
dopamina que el receptor D1 (Seeman y Van Tol, 1993). Por otro lado, los diferentes
receptores que integran a la familia D2 (D2, D3 y D4), 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 mas selectivos para la familia D2 se encuentran el
quinpirole y el quinelorane (ambos fiarmacos fueron utilizados en este trabajo de
doctorado).

El quinpirole posee una K; de 576 nM para la isoforma D2, mientras que para la
isoforma D3 es de 5.1 nM (Sokoloff et al., 1990). El quinelorane por otro lado, tiene una K;
de 341 nM para el receptor D2 y de 3.6 nM para el D3 (Foreman et al., 1989; Sokoloff et
al., 1992). En este sentido, estos dos ligandos tienen hasta 100 veces mayor afinidad para la
isoforma D3 en comparacién con la isoforma D2. El quinpirole posee ademas una K; de 46
nM para los receptores D4 (Vallone et al., 2000). A la fecha no se han podido diferenciar
farmacolégicamente las isoformas corta y larga del receptor D2 (Sokoloff y Schwartz,
1995; Missale et al., 1998; Vallone et al., 2000).

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

activacion de los receptores D2 por el agonista quinelorane, inhibe las corrientes de calcio
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tipo L y P/Q. Al estudiarse la relacion dosis-respuesta de estos efectos, se determinéd una
ICso de 513 nM, mientras que el efecto maximo saturante se obtuvo con una concentracion
de 10 uM (Salgado et al., 2002). La aplicacién del antagonista selectivo para los receptores
D2 sulpiride, en una concentraciéon 1 pM, bloqued completamente la respuesta del

quinelorane.

Dentro de los agonistas selectivos de la familia D1 se encuentra la familia de las
benzazepinas, de éstas, uno de los ligandos mas potentes es el SKF-81297. Este farmaco
posee una K; de 2.2 nM. y una EC;o de 18 nM para estimular a la enzima adenilato ciclasa.
Esta misma droga posee una K; mayor a 1 uyM para los receptores D2 (Andersen y Jansen,
1990).

1.3.4 Localizacién celular en el neoestriado.

A partir de la clonacion de los diferentes receptores dopaminérgicos, diversos
grupos de investigacion han estudiado la distribucién 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 anilisis de transferencia “Northern™ asi como de
técnicas de hibridizacion in situ, se demostr6 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., 1989; 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.,
1991). Estos resultados han sido corroborados con técnicas inmunochistoquimicas dirigidas
a detectar la presencia de la proteina-receptor (Ciliax et al., 1994; Ariano et al., 1995), asi
como con la visualizacién 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 interpretaciéon de los datos
obtenidos por su uso. Como consecuencia de ello, el estudio de la localizacién de los
receptores dopaminérgicos a nivel celular, ha dado lugar a resultados contradictorios

originando fuertes polémicas.
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En 1990 Gerfen y colaboradores utilizando sondas para hibridizacién in situ en
NEMs identificadas como estriado-nigrales con el uso de trazadores retrégrados,
encontraron que un amplio porcentaje de estas células mostraban marca positiva para el
ARNm de los receptores D1, asi como para los péptidos sustancia P y dinorfina. De este
grupo de neuronas, solo un pequefio porcentaje (= 17 %) presentaba marca para la sonda de
receptores D2 y el neuropéptido encefalina. Resultados similares empleando la misma

metodologia fueron reportados por Le Moine y colaboradores en 1991.

Por otro lado, neuronas con marca positiva al neuropéptido encefalina colocalizaban
con la presencia de ARNm del receptor D2. Estas neuronas constituirian presumiblemente
la via estriado-palidal (Gerfen et al., 1990; Le Moine et al., 1990).

Por su gran valor heuristico, este modelo segregacionista de la expresion de
receptores dopaminérgicos en las NEMs ha sido predominante en la literatura concerniente
a la fisiologia de los GB. Sin embargo, otros trabajos utilizando ésta y otras metodologias,
han puesto en duda el modelo y reportan niveles significativos de colocalizacién de ambas

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

Estas diferencias se deben basicamente a las limitaciones inherentes a la técnica de
hibridizacién in situ (Ciliax et al., 1994; Ariano et al., 1995):

- Con el empleo de sondas de oligonucledtidos no se puede determinar
completamente el grado de extension a nivel celular de la expresion de receptores, como su

incorporacion a procesos dendriticos y axénicos distales.

- La técnica de hibridizacion in situ podria no detectar bajas cantidades de ARNm,
ademais de que serian dificiles de visualizar en autoradiografias, soslayando con ello la

expresion de proteinas funcionalmente estables.
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Aunado a estas limitantes metodoldgicas, los trabajos de Gerfen y Le Moine sélo
emplearon sondas dirigidas a detectar ARNm para los receptores D1 y D2, pero no

consideraron la presencia de ARNm para cada uno de los subtipos de las dos familias.

Mediante el uso de transcripciones inversas seguidas de reacciones en cadena de la
polimersa (RT-PCR) en células unicas disociadas, Surmeier y colaboradores (1993a y
1996; para una revisién ver también Nicola et al., 2000) demostraron que neuronas con
niveles detectables de sustancia P pero no encefalina (45.71 % de su muestra de neuronas; n
= 35), expresaban abundante ARNm del receptor D1. Una subpoblacién considerable de
este grupo co-expresaba ARNm para los receptores D2 (19 %) D3 (38 %) 6 D4 (25 %0).
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
(isoformas corta y larga) y una subpoblacion de este grupo (10-25 %) coexpresaba ARNm
para las isoformas D1 y DS5. Finalmente, estos autores también describen la presencia de
una poblacién de NEMs (28.71 % de su muestra de neuronas; n = 35) con niveles
detectables de ARNm para ambos péptidos. Este grupo se caracterizé por coexpresar
ARNm abundante para los receptores D1 y D2 y varias de las isoformas de cada una de las

dos familias.

Estudiando la modulacién de corrientes idnicas por la aplicacion de agonistas
dopaminérgicos selectivos para cada familia de receptores, Surmeier y colaboradores
(1996) demostraron también que las NEMs expresaban proteinas-receptores funcionales,

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

Por otro lado, visualizando anticuerpos especificos con marca fluorescente para los
receptores D1 y D2 con microscopia confocal de alta resolucién, 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 D1 y D2.
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Diferentes estudios funcionales utilizando agonistas selectivos para las dos familias
de receptores, han descrito respuestas D1 y D2 que serian dificiles de interpretar si estos
receptores no estuvieran colocalizados en la misma célula. Este es el caso de varios de los

resultados que se mostraran en el presente trabajo de tesis.

La expresion de receptores dopaminérgicos en los tres tipos de interneuronas del
NE, no ha sido estudiada en detalle debido principalmente a su escaso niumero en ¢l NE
(Nicola et al., 2000). Trabajos de hibridizacion in situ demostraron la presencia de ARNm
para los receptores D2 pero no D1, en interneuronas colinérgicas gigantes (Le Moine et al.,
1990). Posteriormente, la aplicacién de RT-PCR en estas ncuronas demostré la expresion
de receptores D2 (en sus dos isoformas), pero ademas revel6 la presencia de receptores D5
en virtualmente todas las interneuronas colinérgicas (Yan et al., 1997; Yan y Surmeier,
1997; Nicola et al., 2000).

1.3.5 Transduccién de sefales.

Como muchos otros receptores acoplados a proteinas G, la activacion de los
receptores dopaminérgicos promueve la generacion de diferentes cascadas de seflalizacién

intracelular que tendran como objeto mediar diferentes aspectos fisiolégicos de la célula.

Desde finales de los afios setenta era claro que cada una de las dos familias de
receptores dopaminérgicos, promovian efectos antagénicos sobre la proteina adenilato
ciclasa (Kebabian y Calne, 1979). Con la clonacion de los receptores D1 y su posterior
transfeccion en diferentes lineas celulares, se demostré que su activacion promovia
aumentos considerables en los niveles de AMPc (revisado en Missale et al.,, 1998), este
efecto estaria mediado principalmente por proteinas G;, aunque también se ha descrito la
mediacién de proteinas Gorr (Hervé, 1995). Por el contrario, la activaciéon por DA de los
receptores D2 disminuia los niveles de AMPc en células de la pituitaria, este efecto es
principalmente mediado por proteinas Gj, sensibles a la toxina pertusis (Vallar y
Meldolesi, 1989).
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La utilizacién de agonistas selectivos para cada una de las dos familias de receptores
permitié 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 proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA; Surmeier ct al.,
1995a,b). A su vez, la subunidad catalitica de la PKA actuard fosforilando diferentes
proteinas regulando con ello su actividad. Entre estas proteinas se encuentran canales
iénicos como el canal de calcio tipo L que, al ser fosforilado directamente por la PKA,
cambia su estado conformacional aumentando la probabilidad de apertura y por ende la
conductividad del i6n calcio (Surmeier et al., 1995a,b). De manera paralela, también se ha
descrito que la activacion de los receptores D1 promueve la disminucion de las corrientes
de calcio N y P. Este efecto es mimetizado por analogos de AMPc y bloqueado por
inhibidores de la PKA y el inhibidor de fosfatasas, el acido okadaico (Surmeier et al.,
1995a,b). El modelo propuesto en este caso, es que la actividad de la PKA activaria a la
proteina fosfatasa-1 (PP-1). Con ello, PP-1 desfosforilaria los canales N y P que pasarian a
un estado no conductivo (Surmeier et al., 1995a,b). Sin embargo, esta posibilidad no ha

sido demostrada experimentalmente en la NEM.

La activacién selectiva de receptores D1 promueve también la reduccién de
corrientes de sodio en NEMs. Este efecto es mimetizado por andlogos de AMPc (Surmeier
y Kitai, 1993b) y se debe a la fosforilacién directa del canal por la PKA (revisado en Nicola
et al., 2000). Cabe mencionar que en neuronas piramidales de la corteza prefrontal, la
activacion de receptores D1 disminuye selectivamente (por la via AMPc-PKA-canal) las
corrientes inactivantes rapidas de sodio (atribuidas a los canales Navl.6), pero no las
corrientes persistentes de ese mismo i6n (atribuidas a los canales Navl.ly 1.2; Maurice et
al., 2001).

Otro blanco para la via de seiializacion de los receptores D1, son los canales de

potasio activados a potenciales de membrana hiperpolarizados (< -80 mV) y que median la
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rectificacion anémala de la NEM (atribuida principalmente a la presencia de canales Kir2.2
y 2.3; Nisenbaum y Wilson, 1995; Mermelstein et al., 1998). La activaciéon de los
receptores D1 incrementa la rectificacion 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 D1 disminuye corrientes de potasio salientes de inactivacion
lenta (Ias) activadas por la despolarizacion de la NEM, sin embargo, estos efectos fueron
atribuidos principalmente a un efecto alostérico o bloqueo directo sobre ¢l canal, mas que a

una via de sefializacion mediada por AMPc (Nisenbaum et al., 1998).

De manera paralela, la subunidad catalitica de la PKA también fosforila a la
proteina citosélica DARP-32, una fosfoproteina 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 fosforilada, DARP-32 constituye un potente inhibidor de la proteina PP-1,
favoreciendo la permanencia en el estado fosforilado de las diferentes proteina efectoras
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 1999).

El estudio de las vias de seiializacion generadas por activacion de los receptores D2
en células de la pituitaria, ha demostrado que junto con la inhibicion de la proteina
adenilato ciclasa, los receptores D2 inhiben también la hidrélisis de fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato por la proteina fosfolipasa C, disminuyendo consecuentemente los niveles de los
segundos mensajeros inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. Estos eventos, aunados
a la activacion de una corriente saliente de potasio que hiperpolariza el potencial de
membrana de la célula, median la inhibicion de la secrecién de prolactina que se observa en
presencia de DA (Vallar y Meldolesi, 1989).

En NEMSs del NE, la activacion selectiva de los receptores D2 disminuye el nivel
basal de fosforilacion de la proteina DARP-32 ademias de revertir el aumento en la
fosforilacion de esta proteina, inducida previamente por los receptores D1, forskolina (un
activador de la enzima adenilato ciclasa), asi como por anilogos del AMPc (Nishi et al.,

1997). La accion de los receptores D2, es dependiente del calcio intracelular y es bloqueada
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por la inhibicion de la proteina fosfatasa dependiente de calcio, calcineurina (PP2-B), lo
que sugiere que la activacion de estos receptores provoca un aumento en los niveles
intracélulares de calcio y, por consiguiente, la activacion de l!la calcineurina, la cual
desfosforila a la DARP-32 (ver figura 3; Nishi et al., 1997). Sin embargo, los mecanismos
por los cuales la activacién de los receptores D2 estimula el aumento en los niveles de

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

La activacién de los receptores D2 en cultivos primarios de neuronas estriatales
induce una potenciacién en la liberacion de acido araquidénico mediada por calcio
(Schinelli et al.,, 1994). Sin embargo, no se ha descrito que esta via de sefializacion regule

alguna conductancia iénica.

En interneuronas colinérgicas del NE la activacion de los receptores
dopaminérgicos D2 redujo significativamente las corrientes de calcio tipo N. Este efecto
fue mediado por una via delimitada a membrana con la mediacion de una proteina Gi/ no
regulada por PKC (Yan et al., 1997).

La incidencia directa de estas vias de sefializacion sobre los diferentes canales

iénicos de la NEM, permite a la DA modular importantemente la excitabilidad de la célula.
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Receptores-D1 Receptores-D2

Adenilato

O
?
Ca?*

*—— Calcinewrina
DARP-32-PO,

PP-1

Ca?*L/Cerrado Ca**L/Activo

Figura 3. Vias de seiializacion
asociadas a la activacién de las
familias de receptores D1 y D2,
Los receptores tipo D1 estimulan
la fosforilacion de diferentes
proteinas efectoras (eg. el canal
de Ca® tipo L) a través de una
via AMPc/PKA. La PKA
también fosforila a DARP-32
convirtiéndola en un potente
inhibidor de fa proteina
fosfatasa-1 (PP-1). Este efecto
favorece la permanencia del
canal en el estado fosforilado.
Por el contrario, la activacién de
los receptores D2 esta asociada a
un_aumento en los niveles de
Ca®* intracelular, el cual activa la
fosfatasa calcineurina, misma
que desfosforila a DARP-32
deshinibiendo asi a PP-1. Los
mecanismos por los cuales los
receptores D2 aumentan el calcio
intracelular se desconocen.
Basado en Greengard et al.
(1999).

1.4 El patrén 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 electrofisiolégica 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 fisica su patrén de disparo

durante la realizacion de movimientos, asi como durante la presentaciéon 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 fluctia 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 limite de cada uno de estos dos estados esti delineado por la presencia de
conductancias rectificadoras de potasio: una corriente rectificadora entrante (Iki;) 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 activacion de estas dos

| 20 mv

A Ve M =T

78 mV —

1.0 segundo

Figura 4. Fluctuaciones espontineas del potencial de membrana de una NEM registrada
intracelularmente in vivo. La generacion de potenciales de acciéon ocurre durante el periodo de
relativa despolarizaciéon subumbral, como resultado de pequeiias fluctuaciones en el potencial de
membrana. Estos periodos son interrumpidos por transiciones hacia un estado mas polarizado,
cercano al potencial de inversion del i6n potasio. Tomada de Stern et al. (1997).

conductancias disminuye la resistencia de entrada de la NEM. Este efecto se refleja como
una disminucién en la pendiente de la curva funcion corriente-voltaje, a lo largo del rango
de voltaje en la que cada una estad activa (Galarraga et al., 1994; Nisenbaum y Wilson,
1995).
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La transicién entre los dos estados en el comportamiento biestable de la NEM
depende fuertemente de la entrada sindptica 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 anémalas), hara transitar el potencial de membrana hacia el
estado despolarizado, en donde puede permanecer por tiempos variables (0.1-3 segundos).
Asi,  pequeiias fluctuaciones en el potencial de membrana determinaran la generacion o no
de potenciales de accion. Entradas sindpticas corticales mas débiles y desincronizadas
temporalmente, seran incapaces de mantener el estado despolarizado provocando la

transicién al estado hiperpolarizado.

La realizacion de decorticaciones extensas asi como la desaferentacién talamo-
estriatal previenen la transicién hacia el estado despolarizado (Wilson, 1993). En esta
situacion, el potencial de membrana permanece en el ““down-state”, cercano al potencial de
inversion del i6n 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 cértico-

estriatales han sido seccionadas (Pacheco-Cano et al., 1996; Hernandez-Lépez et al., 1997).

Si bien la entrada de informacién cortical es indispensable para el desarrollo de la
biestabilidad en la NEM, la probabilidad de hacer una transicion favorable al estado
despolarizado y su cinética, asi como la permanencia en cada estado, son factores
determinados por las propiedades intrinsecas 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
activaciéon de los receptores dopaminérgicos y las vias de sefializacion asociadas a cada uno
de ellos son decisivos en la regulacion de diferentes proteinas efectoras implicadas en la
regulacion de la excitabilidad de la NEM.
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1.4.2 Modulacién dopaminérgica de la respuesta postsiniaptica excitadora

Los receptores ionotropicos N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazole acido propiénico (AMPA) y kainato (estos dos ultimos son comuinmente
considerados como no-NMDA), median la respuesta postsinaptica excitadora rapida del

glutamato y aspartato en la NEM (Cherubini et al., 1988; Jiang y North, 1991).

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
asi con la excitacién de la célula (Herrling, 1985; Cherubini et al., 1988; Cepeda y Levine,
1998).

Las dos familias de receptores dopaminérgicos modulan postsinapticamente 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-Herndndez et al., 2002). La
activacién de los receptores D1 potencia la respuesta NMDA aislada farmacolégicamente e
inducida por estimulacion de las fibras aferentes cortico-estriatales, asi como la inducida
por la aplicacién iontoforética de glutamato y NMDA. El efecto puede ser mediado por la
activacién de corrientes de Ca?*, en especial de tipo L y/o por la fosforilacién directa del
receptor NMDA, ya que la facilitacién es atenuada por bloqueadores de los canales de
calcio tipo L, por la inhibicion farmacolégica de la PKA (Galarraga et al., 1997; Cepeda y
Levine, 1998) y en ratones mutantes que carecen de DARP-32 (Flores-Hernandez et al.,
2002); por el contrario, la aplicacion de forskolina y el acido okadaico, al igual que la
activacion de los receptores D1, aumentan la respuesta NMDA (Galarraga et al., 1997;
Cepeda y Levine, 1998). La aplicacion de quinpirole disminuye en forma consistente la
potenciacién provocada por los receptores D1 (Flores-Herniandez et al., 2002). Este ultimo
efecto es notorio, considerando que los receptores D2 por si solos tienen poco o ningun
efecto sobre la respuesta mediada por la activacién de los receptores a NMDA (Cepeda et
al., 1993; Levine et al., 1996; Cepeda y Levine, 1998; Flores-Hernandez et al., 2002).
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Por otro lado, la activaciéon de los receptores D2 disminuye selectivamente los
potenciales postsindpticos excitadores mediados por AMPA aislados farmacoldgicamente,
asi como las respuestas a pulsos de glutamato y AMPA aplicados por iontoforesis (Cepeda
et al., 1993, Levine et al., 1996; Cepeda y Levine, 1998; Herndandez-Echeagaray y Levine,
2002). En este caso, poco se sabe de los mecanismos que intervienen en esta interaccion
(Cepeda y Levine, 1998).

1.4.3 Regulaciéon dopaminérgica del patron de disparo a través de otras
conductancias.

Como ya se menciond, el rango de actividad de los receptores dopaminérgicos
abarca, ademas de los receptores glutamatérgicos, diferentes canales idnicos de la NEM
implicados en la regulaciéon del patrén temporal de disparo. En este sentido, diferentes
trabajos realizados en nuestro laboratorio han descrito el papel que juegan los receptores
D1 en la regulacion de la excitabilidad de la NEM. A continuacién se resumen estos

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

Como se mencioné previamente, la activacion selectiva de los receptores D1 induce
un aumento significativo en la rectificacion anémala 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 transiciéon hacia el estado despolarizado de la NEMSs, se demostré que
la activacion selectiva de los receptores D1 inhibié la generacién de potenciales de accién
durante el estado mas despolarizado de la rampa (Pacheco-Cano et al., 1996). Este
protocolo permite ademas 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 anidlisis detallado de la relacién corriente-voltaje, revel6é que la

activacion de los receptores D1 indujo un aumento en la rectificacién anémala de la célula

24 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




dando como resultado una disminucién en su resistencia de entrada, alejando asi el

potencial de membrana del umbral de disparo.

En este mismo trabajo se demostré6 que la activacion de los receptores D2
"~ disminuy6 la frecuencia de disparo de la célula, sin alterar la resistencia de entrada a nivel
subumbral, lo que sugiere que la neuromodulacion ejercida por dichos receptores se da a

potenciales de membrana ya cercanos al umbral de disparo.

Mediante la realizacion de registros electrofisiologicos en la modalidad de “‘cell-
attached” “‘patch-clamp” en NEMs, se ha descrito la presencia de canales i6nicos de potasio
con una conductancia de 85 pS cuya probabilidad de apertura depende absolutamente de la
presencia de DA 6 de agonistas selectivos de los receptores D2; la activacion de estos
canales es insensible al voltaje (Freedman y Weight 1988; Greif et al., 1995). Actualmente
se desconocen los mecanismos de accién mediante los cuales los receptores D2 regulan la

conductividad de estos canales, asi como su implicacion en el disparo de la NEM.
Conductancias de sodio:

Como se menciond previamente, la activacion de los receptores dopaminérgicos D1
disminuye las corrientes aisladas de sodio en NEMs disociadas (Surmeir y Kitai 1993b).
Esta modulacion es mediada por la fosforilacion directa de los canales (atribuida a PKA) y
se manifiesta como una disminucién en la corriente maxima asi como un desplazamiento de
la curva de inactivacién (4,) de dichas corrientes, hacia potenciales de membrana mas

hiperpolarizados (Surmeir y Kitai 1993b).

Por otro lado, Cepeda y colaboradores (1995) han descrito que la activaciéon de los
receptores D1 también reduce corrientes persistentes de sodio susceptibles de ser
bloqueadas por tetradotoxina y que podrian estar implicadas en la regulacion de
oscilaciones ritmicas, asi como en el disparo repetitivo de la NEM.
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En cuanto a la acciéon de los receptores D2 sobre las conductancias de sodio,
Surmeier y Kitai (1993b) han reportado que en un grupo de NEMs (en el 55 % de las
células estudiadas) la accién de los agonistas D2 disminuye la amplitud de las corrientes de
sodio aisladas, mientras que en otro grupo (el 20 % de las células estudiadas) la activacién

de los receptores D2 incrementa su amplitud.

Conductancias de calcio:

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

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

El influjo de este cation divalente esta 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 (Bargas et al., 1994; Cantrell
et al., 1995; Mermelstein et al.,1999; Foehring et al., 2000). Cada una de estas corrientes
entrantes catiénicas promueve diferentes aspectos en el disparo de la NEM: Las corrientes
tipo L proveen a la célula con una despolarizacién lenta subumbral que facilita el disparo
repetitivo de la célula (Hernandez-L6pez 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 accién
(Vilchis et al., 2000).

Como ya se menciono, la activacién de receptores D1 induce un aumento en las
corrientes de calcio tipo L (Surmeier et al., 1995a,b). Cuando el potencial de membrana se
mantiene a niveles despolarizados (> -60 mV) en donde la influencia de la rectificacién
andmala es minima, la activacién de los receptores D1 promueve la generacion 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 generacién de potenciales de accion, facilitando e incrementando la frecuencia de
disparo de la célula (Herndndez-Lopez et al., 1997). Ello ocurre pese a que los receptores

D1 también incrementan de manera moderada la amplitud del PPH, efecto que es ocluido
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por cl agonista de los canales de calcio tipo L, €l BAY-K 8644 (Hernindez-Lépez et al.,
1996).

L'zrlrmodu]acién de los receptores D1 sobre las conductancias tipo L es también
observada como un aumento en la duracién de los potenciales de Ca?" inducidos por el
bloqueador de canales de potasio, cloruro de tetraetilamonio (TEA; Kita et al., 1985). Este
efecto fue ocluido por el BAY-K 8644 (Herndndez-Lopez et al., 1997).

En el contexto de la biestabilidad de la NEM, la familia de receptores D1 juega un
doble papel modulador. Durante el estado hiperpolarizado, la accion de estos receptores
sobre la rectificacién anémala de 1a NEM ejercera un efecto inhibitorio en la neurona. Sélo
un comando excitador suficientemente fuerte y sincronizado haria transitar el potencial de
membrana hacia el estado despolarizado. Una vez ahi, los receptores D1 tienen un efecto
excitador al promover las conductancias de calcio tipo L y potenciar la respuesta NMDA.
Estas dos acciones conjuntas compensarian la influencia de la rectificacion saliente,
ayudando al potencial de membrana de la célula a alcanzar el umbral para la generacién de

potenciales de accion.

El conocimiento que se tiene sobre los mecanismos por los cuales los receptores D1
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 D2 sobre el patron temporal de disparo de la NEM. Este hecho adquiere una
mayor relevancia si se considera que gran parte de la terapéutica de varios desérdenes
psicomotores y endocrinos, se basa en la administracion 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 accién moduladora de

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

Antccedentes:

El papel que juegan los receptores D2 en la regulacion de las propiedades de disparo
de las neuronas neoestriatales de proyeccion, permanece como un enigma. La literatura
concerniente a este respecto es limitada y controversial. 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).

Cominmente se asume que la activaciéon de esta familia de receptores suprime la
actividad de la NEM encefalinérgica. Este supuesto esta fundamentado en dos tipos de
evidencias:

- Lesiones de las vias nigro-estriadas, con una consecuente disminucién en los
niveles dopaminérgicos, inducen un aumento significativo en la expresion del neuropéptido
encefalina (Gerfen et al., 1990).

- El bloqueo selectivo de estos receptores induce un aumento en la transcripcién de
genes de expresioén temprana, asi como de la enzima descarboxilasa del acido glutamico
(Chesselet et al., 1998).

Estos cambios son considerados como evidencia del papel inhibidor de los
receptores D2 sobre la actividad neuronal y la transcripcion genética. Sin embargo, existen
otros reportes dificiles de reconciliar con este modelo. Por ejemplo, la activacién de los
receptores D2 en rebanadas de cerebro, incrementa la actividad de la proteina fosfatasa
dependiente de calcio, calcineurina (Nishi ¢t al., 1997) y de la proteina cinasa activada por
mitégenos dependiente de calcio (Yan et al., 1999). La estimulacion de los receptores D2 es
también necesaria para la induccién de fenémenos plasticos 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 los niveles de calcio intracelular.
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Los trabajos electrofisioldgicos en donde se han realizado registros intracelulares y
extracelulares para estudiar la modulacién del patréon de disparo de las NEMs por la
activacion de los receptores dopaminérgicos D2, no han arrojado resultados claros y
reproducibles. La activacion por DA de los receptores D2 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 aiin mas el entendimiento del papel fisiolégico que

juegan estos receptores en la excitabilidad de la neurona.

Por otro lado, un numero creciente de evidencias experimentales demuestra la
extensa colocalizacién de miembros de ambas familias de receptores dopaminérgicos en la
NEM, lo que plantea la interrogante de cuil es la relevancia fisiolégica de activar ambas

familias de receptores en una misma NEM.

En el presente trabajo de tesis se presentan resultados electrofisioldgicos que dan
cuenta del papel fisioldgico de los receptores D2, en la regulacién de la excitabilidad de la

NEM, asi como de la interaccidén 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 sistematica, la accién moduladora de los receptores D2 en el patrén temporal de
disparo de la NEM:

- Se evalué el efecto de activar farmacoldgicamente los receptores D2 en el potencial de
accién de calcio inducido por TEA, con el objeto de determinar si esta familia de receptores
modula alguna conductancia especifica de este catién (Kita et al., 1985; Hernandez-Lépez

etal., 1997).

- Se estudio el efecto modulador de los agonistas de la familia D2 en la generacién de las
mesetas despolarizantes, asi como en el PPH que sigue a un potencial de accion. Estos dos
eventos regulan directamente la excitabilidad de la NEM (Pineda et al 1992; Hernandez-
Lépez et al., 1997).

- Se efectuaron ademas protocolos de estimulacion intracelular, inyectando pulsos de
corriente despolarizante de diferentes intensidades, con el objeto de estudiar el impacto
fisiolégico de activar la familia de receptores D2 en el disparo repetitivo de la NEM. Para

ello se efectuaron andlisis de las curvas funcion “Intensidad-Frecuencia™ (I-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
caracterizé la respuesta moduladora de los receptores D2 sobre el disparo repetitivo de la
NEM, se quiso estudiar la posible interaccién funcional que existe entre los receptores D1 y
D2 en una misma célula; y asi determinar si alguna familia tiene algin efecto dominante

sobre la otra.
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4. METODO.

Los resultados que se presentan en esta tesis fueron obtenidos mediante registros
intracelulares de NEMs del NE, en la modalidad de fijacion de corriente, en rebanadas de
cerebro de ratas Wistar de 30 dias de edad (100-120 gr.).

4.1 Obtencion de las rebanadas de cerebro.

Cada rata fue anestesiada con éter antes de ser decapitada. El cerebro fue removido
rapidamente del craneo y sumergido en liquido cerebroespinal artificial (LCEA) helado (=
5° C), constituido por (en mM): 120 NaCl, 3 KCI, 25 NaHCOs3, 2 CaCl;, 1 MgCl, y 11
glucosa (pH=7.4, 300 mOsm/l con glucosa). En todo momento, esta solucién estuvo
constantemente burbujeada por una mezcla de 95 % de O2 y 5 % de CO,. 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 um de grosor.

Las rebanadas con NE fueron seleccionadas € inmediatamente después de cada
corte, fueron sumergidas en un vaso de precipitados con LCEA a temperatura ambiente.

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

Cada rebanada fue colocada y sumergida en una camara 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 electrofisiolégicos:

Cada neurona fue empalada utilizando microelectrodos de vidrio (borosilicato,

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

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

La sefial registrada fue amplificada con un sistema de amplificacién 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 sefial electrofisiolégica fue
monitoreada en un osciloscopio (Nicolet 310, Madison WL.), teniendo especial cuidado en

balancear el puente ante cualquier desajuste.

A través del electrodo de registro se inyectaron pulsos de corriente de diferente
duracién y amplitud generados por una unidad de aislamiento (Digitimer LTD. DS2A) y
disparados por un estimulador (Grass Instruments S88, Quincy MA.). Con la inyeccién de

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

4.3 Desarrollo de cada experimento.

Una vez obtenido el empale, se aseguré que la célula no presentara evidencia
eléctrica de daiio celular y que su patrén de disparo tuviera las caracteristicas de una NEM
sin signos notables de dafio celular (Wilson, 1998). En estas condiciones el potencial de

reposo registrado fue de -85 =5 mV.

Cada experimento consto basicamente de dos fases: Una de control, en la que cada
protocolo de estimulacion 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 aiiadidos en el medio de perfusién. Con este sistema se logré un
recambio total del liquido en la camara de registro, en un tiempo aproximado de 10
minutos, después de lo cual se realizaron los registros experimentales. Al término de cada
experimento, la neurona fue inyectada con biocitina por 15 minutos para su posterior
identificacion anatémica (Horikawua y Armstrong, 1988). Brevemente, las rebanadas se
fijaron en paraformaldehido al 4 % y acido picrico al 1 % en un amortiguador de fosfatos
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0.1 M, pH 7.4) durante 24 horas. Posteriormente fueron cortadas en el vibratomo
obteniendo rebanadas mas delgadas (60 um). Estas ultimas fueron incubadas con avidina-
peroxidasa (Kit ABC-HRP de Vector) y triton X-100 (0.2 %). Después los cortes fueron
lavados éon una soluciéon salina amortiguada a temperatura ambiente. Finalmente la
actividad de peroxidasa se reveld con 3,3-diaminobenzidina (0.05 ©°4) y peréxido de

hidrégeno (0.01 %) por un periodo de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

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

figura 5).
4.4 Farmacos.
Para la realizacién de los experimentos se emplearon los siguientes farmacos;

~Agonistas D2: Quinpirole y Quinelorane (5-10 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO).

-Agonista D1: SKF-81297 (1-5 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO).

-Agonista de canales de calcio tipo L: BAY-K 8644 (2.5-5 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO).
-Bloqueador de canales de calcio tipo L: Nicardipina (2.5 uM; RBI-Sigma St. Louis, MO).
-Bloqueador de canales de calcio tipo N: w-Conotoxina GVIA (1 uM; Alomone Labs.
Jerusalem-Israel).

-Bloqueador de canales de calcio tipo P/Q: w-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 mas de una hora antes de su utilizacién). Por
su sensibilidad a la luz, la mayor parte de estos farmacos 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 parametros
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electrofisiolégicos medidos en este trabajo; por esta razéon, en la presente tesis se han

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

4.5 Procesamicnto de datos.

La seifial electrofisioldogica fue transferida a una computadora PC mediante el uso de
programas disefiados 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 “razén” (frecuencia,
tiempo, voltaje, etc.); sin embargo, no contamos con evidencia a priori acerca del tipo de
distribucién que siguen. Ademas, por el tipo de metodologia utilizada asi como por el costo
de varios de los experimentos, se contd con muestras pequeiias de neuronas. Por estas
razones se efectuaron comparaciones estadisticas no paramétricas (Siegel y Castellan,
1998). Los resultados obtenidos son pareados, es decir, en cada neurona se compard la
respuesta previa y posterior a la manipulacidon experimental (por ejemplo, la adicién de
algin farmaco), por ello se utilizé 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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5. RESULTADOS.

Los resultados que a continuacién se presentan fueron obtenidos en NEMs
identificadas electrofisiolégica y anatémicamente (ver figura 5). Todas ellas fueron

ubicadas en la regién 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 D2 en diferentes fendmenos determinantes del disparo de la NEM. Parte de mis
resultados fueron publicados en un articulo (Hemandez-Loépez et al., 2000) en colaboracion
con el laboratorio del Dr. James Surmeier del Institute for Neurosciencie, en Northwestern
University Medical School, Chicago. El articulo es anexado en este apartado y en €l se
describe la modulacion de los receptores D2 sobre las corrientes aisladas de calcio tipo L en

NEMs disociadas, asi como las vias de sefializacion implicadas en ésta respuesta.

En el segundo apartado se anexa un articulo de mi autoria, en donde se examina con
detalle la participacién 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

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

Por altimo, en el tercer apartado se presenta evidencia electrofisiologica que da
cuenta de la interaccion funcional existente entre ambas familias de receptores

dopaminérgicos en una misma NEM.
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Figura 5. Ejemplos de dos neuronas espinosas medianas a diferente amplificacion
(ver escalas de tamaifio). marcadas intracelularmente con biocitina y reveladas
mediante el protocolo descrito en ¢l método. Todas las neuronas registradas se
localizaron en la porcion dorsal del estrindo. Notese en la foto superior, el limite
entre el cuerpo calloso (en blanco) y el estriado.
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APARTADO 1.

La activaciéon de los receptores dopaminérgicos tipo D2 reduce la excitabilidad de la

neurona espinosa mediana.
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La activacion de los receptores D2 disminuye las conductancias de calcio tipo L.

Como se ha descrito en la introduccion de esta tesis, los receptores D1 ejercen gran
parte de su accion fisiologica en la NEM, modulando las diferentes conductancias de calcio
de estas células (Hernandez-Lopez et al., 1997), que cumplen un papel importante en la
regulacién de la excitabilidad (Galarraga et al., 1989). Por otro lado, la acciéon de los
receptores D2 podria 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 estan activas (> -60 mV). Por esta razon, se evalud el
efecto de activar esta familia de receptores en el potencial de accion de calcio inducido por
TEA (20 mM).

Como se observa en la figura 7B del articulo anexado en este apartado, asi como en
la figura 18 del tercer apartado de resultados de esta tesis, los agonistas quinpirole y
quinelorane (5-10 uM) redujeron en un 25 % la duracion del potencial de accién de calcio
(n = 5/5; p < 0.05, prueba de Wilcoxon). Este efecto fue ocluido por el antagonista de los
canales de calcio tipo L, nicardipina (2.5 y 5 nM; n = 3; ver figura 7 B del articulo), lo que
sugiere que los receptores D2 actuan disminuyendo estas conductancias de calcio. Esta
ultima posibilidad fue corroborada mediante el registro de las corrientes aisladas de calcio,
provocadas por la inyeccion de comandos despolarizantes de voltaje en NEMs disociadas.
La activacion farmacolégica de los receptores D2 disminuyé en un 29 %25 la corriente total
de bario a través de los canales de calcio (ver figura 1 del articulo). Este efecto fue
reproducido en el 65 % de las células estudiadas. En presencia nifedipina (5 pM), un
antagonista de los canales de calcio tipo L, el efecto modulador de los receptores D2
disminuyé significativamente siendo solamente de un 10 % (ver figura 2 A y B del
articulo).

Por otro lado, el agonista de los canales de calcio tipo L, el BAY-K 8644 (2.5 -5
puM), aumentd significativamente la corriente total de calcio, asi como el curso temporal de
las corrientes de cola registradas durante la fase de repolarizacion 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 activacion selectiva de los receptores D2 (ver figura 2 C y D del

articulo).

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

receptores D2, sulpiride (5 uM; ver figura 3 A y B del articulo).

Los experimentos realizados en la modalidad de fijacion de voltaje en NEMs
disociadas permitiecron ademas estudiar las vias de sefializacion implicadas en la
modulacién de los receptores D2. Con base en estos resultados, a continuacion se describen

las cadenas de seifializacion que estarian involucradas al activar estos receptores (figura 6).

R tores-D1 Receptores-D2 . . o e ..
ecepto , Figura 6. Vias de sefializacién

asociadas a la activacién de las
familias de receptores D1 y D2.
Los receptores tipo D1 estimulan
la fosforilacién del canal de Ca®*
tipo L a través de una via
AMPc/PKA. La PKA también

fosforila a DARP-32

convirtiéndola en un potente

. ) . inhibidor de ta proteina

<«— Calcineurina : fosfatasa-1 (PP-1). Este efecto

favorece la permanencia del
canal en el estado fosforilado.
Por otro lado, los receptores D2
inducen un aumento en la
liberacién de Ca?* proveniente de
pozas intracelulares, a través de
la via fosfolipasa C-B1/IP3. Este
cation activa a la fosfatasa
calcineurina que desfosforilaria a
DARP-32 deshinibiendo con ello
a PP-1. La calcineurina también
podria desfosforilar directamente
Ca?*L/Cerrado Ca?**L/Activo el canal.

DARP-32.PO; CL. 7'-

I 2

PP-1 f o
]

La activacion de los receptores dopaminérgicos tipo D2 promovié la estimulacién
de la isoforma PB1 de la fosfolipasa C, a través de las subunidades By de la proteina G. La
activacion de la fosfolipasa C indujo un aumento en los niveles intracelulares del segundo
mensajero IP3, el cual provocé la liberacion de calcio proveniente de pozas intracelulares.

La elevacién en los niveles intracelulares de este cation activé a la proteina fosfatasa

39 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




dependiente de calcio, calcineurina (PP2-B) que en su forma activa, podria desfosforilar a
DARP-32 suspendiendo asi su efecto inhibidor sobre la PP-1. Esta ultima estaria libre para
desfosforilar el canal de Ca’* tipo L, aunque también se plantea la posibilidad de que la

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

Modulacién de las tas d larizantes por activaciéon de los r

ptores tipo D2,

Las corrientes de calcio tipo L en las NEMs determinan la generacion 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 inyeccion de un breve pulso de corriente (= 20
milisegundos) y pueden desarrollarse por varios cientos de milisegundos e inclusive
provocar la generacion de potenciales de accion ain después de que el pulso de corriente ha

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

La activacion de los receptores D2 disminuyod significativamente (p < 0.05, prueba
de Wilcoxon) la probabilidad de aparicion, la duracién y la amplitud de las mesetas
despolarizantes registradas en ausencia de algun farmaco (n = 7/12; ver figura 16 B del
tercer apartado de resultados), asi como aquellas exacerbadas por el agonista BAY-K 8644
(n = 6/6; ver figura 7 A del articulo).

Modulacién del PPH por activacion de los receptores tipo D2.

El PPH que sigue a un potencial de accién y que depende de conductancias de
potasio dependientes de calcio, canales tipo BK y SK, juega un papel importante en la
regulacion de la frecuencia de disparo de las NEMs (Pineda et al., 1992). Las conductancias
de calcio implicadas en la regulacién de estos eventos son las N y P/Q (Vilchis et al., 2000).
Diferentes neuromoduladores ejercen su accion a este nivel (Pineda et al., 1995), por lo que
en este trabajo se evalué también la accion de los agonistas de los receptores D2 en el PPH
(figura 7).

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

respectivos PPHs (ver amplificacion de los PPHs en la parte inferior de la columna A y B).
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Cada potencial fue provocado por la inyeccion intracelular de un pulso de corriente
despolarizante de duracién breve (= 20 milisegundos), mientras el potencial de membrana
era mantenido con corriente DC continua a niveles despolarizados subumbrales (> -60
mV). La activacién de los receptores D2 por los agonistas quinpirole 6 quinelorane (5-10
nM), 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 observé
en 7 de 12 células estudiadas. En el recuadro de la columna A se muestra la variacién en la
amplitud del! PPH (en valores absolutos de voltaje), en cada una de las células que tuvieron
respuesta positiva a los agonistas. En la columna B se ejemplifica un caso en donde el
quinpirole no modificé la amplitud del PPH. La ausencia de efecto a los agonistas D2 fue

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

An jma _ B
CONTROL CONTROL Figura 7. El quinpirole reduce
20mv la amplitud del PPH. Se
I muestran los potenciales de

soma accion de dos células seguidos
_/ __) por sus respectivos PPHs (ver
-60mv -E5mV amplificacion del PPH en la
QUINPIROLE QUINPIROLE parte inferior de A y B). A, el
quinpirole (5-10 uM), redujo la
amplitud del PPH en un 28 + 2
J ", %. Este efecto se observé en el

L/-————'—’—- 58 % de las células estudiadas
(n = 7/12), ver en el recuadro la
disminucién en la amplitud del
PPH (expresada en valores
absolutos de voltaje) en cada
uno de los casos positivos. B, se
CONTIS. AFONATAS 2 muestra un caso en donde el

agonista no tuvo respuesta.

|

bl PP (a¥)

CONTROL ¢ QUINPIROLE

Modulacién de la frecuencia de disparo por activacién de los receptores tipo D2.

Al reducirse la amplitud del PPH, el potencial de membrana de la célula estaria mas

proximo a alcanzar nuevamente el umbral de generacién del potencial de accién, lo que
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favoreceria ¢l disparo repetitivo de la NEM. En este sentido, la accion de los receptores D2
seria incrementar la frecuencia de disparo de la célula; sin embargo, la inhibicién en la
generacién de las mesetas despolarizantes mediada por estos receptores tendria el efecto
opuesto.

Como se muestra en la figura 7 C y D del articulo anexado en este apartado, la
activacién de los receptores D2 por el agonista quinpirole redujo la excitabilidad de las
NEMs. Este efecto se observo también con el agonista quinelorane (5-10 uM; ver figura 17
en el tercer apartado de resultados). En total, la respuesta en el disparo a los agonistas D2 se
reprodujo en el 82 % de las células estudiadas (n = 14/17). Dichos farmacos redujeron en
un 39 = 6 % (p < 0.05, prueba de Wilcoxon; n = 14/17) el valor de la frecuencia media de la
curva I-F (ver las figuras 7 C y D del articulo y las 17 A y B en el tercer apartado de
resultados). En el 18 9% restante de las células, los agonistas D2 no ejercieron ningan tipo
de respuesta (figura 8).

A Control Quinpirole

Figura 8. Ejemplo de una NEM

-60mv

sin respuesta al agonista D2. A, se
muestran, tres trenes de potenciales
de accién provocados por la
inyeccion de tres pulsos de
corriente de diferente intensidad,
en situacién control (columna
izquierda) y en presencia de
quinpirole (5-10 uM; columna
derecha). B) curva relacion
intensidad-frecuencia (-F),
obtenida graficando el promedio
del inverso de los ultimos cuatro

B ) eo periodos inter-espigas de cada tren,
== versus la intensidad de la corriente
40 inyectada para provocarlo. Notar
e Control cémo la curva I-F en este caso, no
g 20 Quinpirole sufre ningin desplazamiento.

w

0.2 o4 o.e
Corriente (nA)
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En las NEMs con respuesta positiva a los agonistas, los efectos sobre el PPH y la
frecuencia de disparo fueron simultaneos. Este hecho se estudié con detalle en tres células
(figura 9).

A Control 8 Quinelorane c Quinelorane
(10 minutos) (15 minutos)
20mv
l 1nA
S50ms
— | S
E /conlrol
-S5mV \

Quinelorane 10mVv
10nA

25ms
Quinelorane

—_—d 1

Figura 9. Los agonistas D2 disminuycron la frecuencia de disparo de la NEM, pese a que
el PPH fue también disminuido. Superposicion de cuatro trazos de la respuesta en voltaje
a un pulso rectangular de corriente inyectado intracelularmente (320 ms), en condicion
control (A), a los 10 minutos de aiiadido el quinelorane (B) y después de 15 minutos en
presencia del agonista (C). D, se muestran tres trenes superpuestos representativos de A,
B y C. Notar cdmo 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 mas despolarizado (-55
mV). La intensidad y duracién del pulso de corriente fue ajustado para obtener un solo
potencial de accién, asi como mesetas despolarizantes que sobrepasaran la duraciéon del
estimulo. Nétese como en cada caso el agonista D2 disminuyd 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 duracién, en situacién control y en
presencia de quinelorane. En condiciones control el pulso de corriente inyectado provoco

de manera constante la generacién de trenes de ocho potenciales de accién (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 completo. Este efecto fue gradual, pasando de una
disminucion en la frecuencia y sincronia del disparo (efecto observado a los 10 minutos de
afiadido el agonista; figura 9 B), a un cese total de cualquier evento regenerativo (15
"miﬁiltbs'después de afiadido 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
yde corriente, tal y como se observa al sobreponer un trazo representativo de cada momento
(figura 9 D). En esta misma célula, el agonista quinelorane también disminuy6 la amplitud

de las mesetas despolarizantes, asi como el PPH (figura 9 E).

En conjunto, estos resultados demuestran que el efecto principal de la activacion de
los receptores D2 es inhibir la frecuencia de disparo a través de una disminucién en la
amplitud y duracién de las mesetas despolarizantes activadas a potenciales subumbrales. La
reduccién observada en el PPH no es el efecto mas importante del quinpirole, pues su

disminucién no produce un aumento en la frecuencia de disparo.

Conclusiones.

En cada uno de los protocolos estudiados, la activacion de los receptores D2
provocé respuestas opuestas a las previamente descritas para los receptores D1 (Surmeier et
al.,, 1995a y b; Hernandez-Lépez et al., 1997). Contrariamente a lo descrito para los

receptores D1, los receptores D2:

1° Disminuyeron las conductancias de calcio tipo L. Este efecto fue evaluado mediante los
potenciales de calcio generados por TEA, asi como por las corrientes aisladas de calcio

registradas en NEMs disociadas;

2° Disminuyeron la generacion de mesetas despolarizantes sostenidas, registradas a

potenciales de membrana justo por debajo del umbral de disparo;

3° Disminuyeron la frecuencia del disparo repetitivo de la NEM, pese a que la activacién de

estos receptores también redujo la amplitud del PPH que sigue a un potencial de accién.
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La reduccidén en las conductancias de calcio tipo L fue mediada por la activacién de
la proteina fosfatasa calcineurina por el calcio liberado de pozas intracelulares, a través de

la cascada de sefializacion: fosfolipasa C31-1P3.

El hecho de que los receptores D2 disminuyan las corrientes aisladas de calcio tipo
L en NEMSs disociadas, indican que los resultados presentados se deben a eventos post-

sinapticos.
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D, Dopamme Receptors in Striatal Medium Spiny Neurons Reduce
L-Type Ca®** Currents and Excitability via a Novel PLCB1-I1P—

Calcineurin-Signaling Cascade
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In spite of the recognition that striatal D, receptors are critical
determinants in a variety of psychomotor disorders, the celiular
mechanisms by which these receptors shape neuronal activity
have remained a mystery. The studies presented here reveal that
D, receptor stimulation in enkephalin-expressing medium spiny
neurons suppresses transmembrane CaZ2* currents through
L-type Ca?* channels, resulting in diminished excitability. This
modulation is mediated by G,, activation of phospholipase C,
mobilization of intracellular Ca * stores, and activation of the

calcium-dependent phosphatase calcineurin. In addition to pro-
viding a unifying mechanism to explain the apparently divergent
effects of D, receptors in striatal medium spiny neurons, this
novel signaling linkage provides a foundation for understanding
how this pivotal receptor shapes striatal excitability and gene
expression.

Key words: neostriaturn; patch clamp; dopamine; neuromodu-
lation; medium spiny neuron; basal ganglia; electrophysiology:
single-cell RT-PCR; ion channel; calcium

Disruptions (in striatal dopaminergic signaling arc thought to un-
derlie a varicty of psychomotor disorders including drug abuse,
schizophrenia, Tourette's syndrome, and Parkinson’s diseasc
. (Hornykiewcz, 1973; Meltzer and Stahl, 1976; Sandor, 1993; Nes-
tler and Aghajanian, 1997). In spite of the recognition that alter-
ations in dopaminergic signaling arc the basis of these psychomotor
disorders, the cellular h by which d i aﬂ'ec!s stri-
atal function have remained sc hing of a my y. This is par-
ticularly true of D, receptors. These rcceptors are expressed at high
levels by scveral groups of neurons in the striatum, including

rather than decreases, activity and intracellular Ca?** levels in
striatal medium spiny neurons.
Direct measurements of ncuronal activity have not provided a
of explaini these ingly contradictory findings. Be-
cause the tmnscnpuonal and biochemical cvents at the heart of the
signaling discrepancy are Ca?* dependent, a key question is
whether D, receptors can directly influence intracellular Ca?*
levels. An obvious way this mlght happen is via the modulation of
tr brane ion ble of carrying Ca?®* ions into
the cy 1. One potential !argcl of this type of modulation is

GABAcrgic mcdium spiny necurons that project to the globus
pallidus and express enkephalin (Gerfen, 1992; Surmeier et al.,
1996).

the L.- ly;:e Ca?* channel, a channel that has a privileged associa-
tion with transcriptional regula(ors in many neurons (Bading et al.,
1993 Graef et al,, 1999). Although they can be enhanced by several

The prevailing model of the striatum (Gerfen, 1992) sugg
that D, receptor stimulation suppresses the activity of enkephalin-
expressing striatal medium spiny ncurons. Th nl'erence IS based
primarily on two indirect observ: First, dc leting
fesions increase striatal expression of cnkcphahn, a pepndc re-
leased by medium spiny neurons exp D,r P (Gerfcn,
1992). Second, neuroleptic blockade of D, P increases
striatal expression of immediate carly genes and glutamic acid
decarboxylase (Chesselet et al., 1998). These changes are taken as
evidence of D, rcccplor-mcdinlcd suppression of neural activity
and gene transcription. However, there are a number of observa-
tions that are difficult to reconcile with this model. For example, D2
receptor stimulation in strlalal slices increases the activity of a
Ca?*-d protein phosph in) and of Ca>"-
dcpendcn( mx(ogcn-acﬂva(ed prolem (MAP) kinase (Nishi et al.,
1997; Yan ct al,, 1999). D> ion also is y for
the induction of synaptic plnsucnty in the striatum (Calahml etal.,
1992). These studies argue that D, P

(Vlard et al., 1999) in medium spmy neurons L-type
Ca?* currents are i d by lation of adenylyl

and p ki A (Surmelet et al., 1995). Because the
bcst-dmnbed cffect of striatal D, receptors is inhibition of adeny-
Iyl cyclase (Sibley, 1995), D, receptor activation should, in princi-
ple, reduce L-type currents.

The studics dcsctﬂ:ed here were intended to test this hypothesis.
Thcy show that ind. p on suppresses L-type
CaZ* currents in kep I' p ing di spiny ncurons.
But, the supp ion is not iated by inhibition of adenylyl
cyclase. Ralher, D, receptor stimulation mob es intracellular
Ca>* stores via Gg,, 1 of a ,“ pholipase CB1 pathway,
leading to a cal i P ducti ln L-type currents.
This novel sig ish i by which D
receptors can suppress spnke activity and CaZ?*-dependent gene
transcription but activate Ca?*-dependent intracellular enzymes.

13 tink.
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A quinpirole B -80
900 — o “quinpirole
g 800 / ’
= -0.5
Figure I, Da-cla { whole- & 2 o
cell Ba* current through Ca** channcls in acutely 5 7007 =
isolated striatal ncurons. A, Plot of pcak BaZ* currcnts = @ -1.0- , S -10
evoked by a step to —10 mV from a holding potential 2 6004 14 =1 controt
of —80 mV. Qum irole (10 uM) revessibly decreased o s -20
peak currents. B, cprcscnlauvc currcats used to con- (=]
struct A. Voltagc protocol is shown at the top. lnser. A 500 -1.5+4 a®.ao
box plot y of the n pcal
current produced by quin sirole (n = 5). Thc central
line of the box is the median of the distribution. The 400 - 2.0
edges of the bax arc the intcrguartiles. ‘The fines run- T v ~— T
from the edge of the box show the extremes of the o 180 o 10 30 40 S0 60

g from 0 »
distribution, excluding outliers.

60 120
TIME (sec) TIIE (maec)

isolated medium-sized striatal neurons tested. At _saturating ago-

“sewer capillary array (Surmecicr ct al., 1995; Mermelstein et al.,
1999). terminus of 3 adrenergic receptor kinase 1 (BAR

(BA X}{ is com risecd of residucs 548-671 of the rat homolog of
BA RK ﬂ K-Cp ( 9 mg/ml) was dmlyzed i the ri

n ther g intermal for a

final conc:nlr- ionof 1 mg/ml
Intracellular recordings were performed on rat dorsal neostriatal slices
maintained in vitro as reported previously (Hernandez-Lopez et al., 1997).
Recording was done in a submerged- l{lpc chamber superfused with saline
of the same composition (34--36°C). Sharp microclectrodes filled with 3 M
K-acctate and 17 were used. Rectangular current pulses of
varying steengths and durations were uscd to evoke spike activity. Records
were o lalncd wnh an active bridge clectrometer euro Data, Cygnus
. D Wnt:r ap, PA) dlgmzcd and saved on vidco
tapes (40 ﬁHz) “for off-li . Neurons
wecre injected with biocytin as descnbcd prevnously. All ncurons were
medium_ spiny projection ncurons. Experiments were paired, so that
rccords in the preseénce and absence of bath-applied drugs were compared
in lhc samc ncuron.
For incd patch clam,

and fluorometry, ncurons were
loaded with fura-z pentapotassium sall 100 um; Molecular Probes, Eu-
gene, OR) through the patch p -free ing internal
solution gscc above). Concomnam ﬂuoromelry and palch—clamp mcordmg
used B: as the charge carricr to eliminatc transmembrane flux as a
conlnbulor to the ﬂuoromelrlc sugnal. For fluorometry without galch
recording, Ncurons were in buffer i fura-2 AM (.
Molccular Probes) for 25 min at 37°C in the dark. After loading, ncurons
were rinsed with saline and cqulhbmled for 20 min at room temperature.
Changes in cytoplasmic Ca?* concentration were determined by measur-
ing the fluorescence ratio (510 nm) after excitation with 340 and 380 nm
1 light. ratios were corrected for background fluorcs-
cence. d with a Nikon Diaphot equipped with
a DecltaScan ﬂuoromclry system (Photon Technology International) run-
ning proprictary software.
ingle-cell reverse PCR pr L. Protocols slmnlar to those
deseribed prevnousl were uscd (Baranausku <t al., 1 ermelstein ct
al., 1999). ‘ Primers were from
usmg 0 GO soﬁware (anlonal Bloscnences). The primers used for
and P amplification have been publishcd
Surmeicer et al., 1996). The primers for phospholipase C g1
NA (GenBank acccssnon number M2 0636) were 5'-AAA
G GTT G GAG GAC AG-3’ and 5°-TTC AGG CTA A
Thc(predsctcd product length was 253

reviously
'éPLCB]) cl

GAT GTT TCT

pnme.s for PLC[!2 é ac AJOI 103 wcrc
ATC CAA GCC A'I‘G A C AAA GTC-3' and 5°-GTC
TGC CTT ATG TG-3'. redicted product lengl'l was 541 Thc
rimers for PLCB3 cDNA ( enBan mber were
g GC GCA A T CAG A-3’ and.'—C'l‘C'I' CTC

CGC CAG TI‘C AAA G 30, The pred-ct:d product length was 420 bp. The

rimers for PLCB4 cDNA (GenBank accession numbef LISS 6) were
g GC AAT GAA GCA GTC GAA AGA-3' lnd C G ATC
TCT(SGTGT’I’CTAT The pi 246 bp.

209and
ata rformed ‘vl(h SYSTAT (vcr-
sion 5.2; SP§S Inc., Chicago, IL). Sample sllllsucs arc given as means =
S Box plols were used for graphic presentation of the data because of
the small sample sizes.

RESULTS
Dy P activation red Ca?* currents
‘Whole-cell Ba®* currents through Ca2* channels were reversibly

inhibited by the Ds-class receptor agonists (—)-quinpirole (Fig. l)
and R(—)-propylnorapomorphine (NPA) in —65% of the

nist cc ations (10 um), the mean reduction in peak current
cvoked by a voltage step to —10 mV was 28 = 29 (n = 5) for
qulnplrole and 26 = 3% for NPA (n = 4). L.ower agonist concen-
trations produced smaller, qualitatively similar modulations
(0.50-5 um; n = 6). Previous studies have shown that DD, receptors,
tike other G;,,-coupled receptors, inhibit N- and P/Q-type Ca2*
channels but typically do not modulate L-f -type Ca2* channels (Yan
et al., 1997). However, in medium spiny necurons, the L-type
channcl antagonist mfcdlpmc significantly reduced the modulation
prod 1 b inpirole, s ing that L-type channels were a
major target of the D, receptor pathway (Fig. 24,8). The mean
modulation in the absence of nifedipine was 29% (n = 8), whereas
it was only 10% (n = 6) in the pr of dipi (p < 0.05,
Kruskal-Wallis).

Another way of testing the involvement of L-type Ca®* channels
is via use of the dihydropyridine agonists such as (—)-1,4-dihydro-
2,6-dimethyl-5-nitro-4-{2-(trifluoromethyl)-phenyl]-3-pyridine car-
boxylic acid methyl ester (BAYK) 8644 and 2,5-dimethyl-4-[2-
{phenyimethyl)benzoyl]- 1H-pyrrolc-3—carboxyhc acid methyl ester
(FPL) 64176 (Rampe et al., 1993). These agonists slow the deacti-
vation of L-type Ca?* channels during repolarization of the mem-
brane; this selective slowing provides a convenient way of isolating
currents through L-type channcls. NPA reversibly reduced the
slowly deactivating tail current attributable to L-typc Ca?* chan-
ncls (sec Flg. 2C. D). As shown ln Figure 2C, inser box plot, the

ion in the litude of the slow tail current by NPA
Qo uM) was just >20% in rcsponswe neurons (n = 13).

To verify the involvement of Dz-class r P in the resp
the ability of (—)-sulpiride to onize the resp was
ined. Sulpiride (5 M) (Weiss et al,, 1985) had no effect of its own
on the BAYK-cnhanced L-type currents but blocked the effect of
NPA (10 um) on both step and tail currents; the effect of NPA
recmerged when sulpiride was washed off the cell (Fig. 34, B). In six
ncurons, the median NPA-induced modulation of the slow tail
cusrent was 22% in the absence of sulpiride and 2% in its presence
(sce Fig. 3A, inser; p < 0.05, Kruskal-Wallis). The modulation of
the current cvoked during the depolarizing step also was antago-
nized by sulpiride (# = 6; median modulation = 4%:; p < 0.0S,
Kruskal-Wallis).

There are three D;<class receptors (D, Dj, or D,) with a high
affinity for NPA, qumplrole. and Sulpll’lde. Although the D, re-

is the p striatal isoform, previous studics have
identified a sub 1 sub of di spiny ncurons that ex-
press D, receptors (Surmeier et al., 1996). ‘To determine which of
these Ds-class receptors was responsible for the modulation, whole-
cell recordmg; were followed by a smgle-cell reverse transcription
(scRT)-PCR ly: B the or mRNAs

to be of relatively low abund. and difficult to detect after
whole-cell teeotdmg. the scRT-PCR experiments focused on two

\Ws-3

high mRNASs that are strongly correlated with
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h control (N1} -1.2]
100 Q0 -20 -40
% modulation -1.44
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0 120 180 240 o s0 100 150 Figure 2. Da-class receptor agonists decrease
TIME (sec) TIME (msec) currents lhrough L-ty| '(’:a"‘ ghnnncls. A, Plot
-10 of peak Ba" currcnl cvoked by a vollnFe ramp
BAYK 8844 D N -60 (sce B). (S um cur-
-80 fents and occluded the cflects of quinpirole (10
o4 control i um); off restored the quin l-
role modulallon. Inset, A box plot summary of t|
4 e BAYK modulation in the presence and al nce (oontrol)
-1 of nifedipine (# = 6). The asterisk is an outlicr,
= NPA, BAYK defined as a point that is cither greater than three
= B
= halves the interquartile range above the upper
s 24 interquartile or less than threc halves the inter-
iy uartile range below the lower interquartile
-3 ukey, 1977). B, Representative currents uscd to
2 -3 construct A, Vollagc protocol is shown at the ra
o C, Plot of tail current amplitude evoked b:
prolocol shown in D and measurcd at the da:hcd
-4 vertical Imr:i:n D. BAYK 8644 increascd tail am-
buel. A box plot summary of the rcent reduc-
S o tion in_tail currcnl amplitude pr

receptor expression. D; receptor expression is limited to medium
spiny ncurons expressing the rel ptide enk lin (Ger-
fen, 1992; Surmeier ct al,, 1996). On the other hand, D, receptor
expression is limited to a subpopulauon of mecdium spiny neurons
cxpressing substance P in thc dorsal striatum (Surmeier et al.,
1996). In neurons expressi halin, the dulation of L.-type
Ca?* channels was robust (F|g. 3C; n = 6; median modulation =
19%), whereas ncurons that only expressed substance P failed to
cxhibit a significant responsc (Fig. 3D; n = 3; median modulation =
0%), clearly implicating D, receptors in the modulation.

The D. receptor modulation is not dependent on
inhibition of adenylyl cyclase

‘The activation of D, P inhibits adenylyl cy activity,
rcducmg cytosolic cAMP lcvcls and protein kinase A (PKA)
activity (Sibley, 1995). PKA can enhance L-typc Ca2* channel
currents in medium spiny neurons (Surmeier ¢t al., 1995). To test
dltecdy whether D, receptors reduced L-type currcnts by inhibit-
ing adcnylyl cyclasc. lhrcc expenmcnls were petformed. First,

adenylyl cy in forskolin
(1 zm) bel'orc NPA exposure. If inhibition of ad ylyl cy were
a key in the si ng h forskoli i on

should increase the absolute magnitude of the NPA modulation
(Battaglia ct al., 1985). It did not. Although forskolin significantly
enhanced tail currents in the absence of BAYK 8644 (control
median = 45 pA; n = 13; forsken median = 74 pA;n = 6;p <
0.05, Kruskal-Wallis), the absolute modulation of BAYK 8644-
enhanced tail currents was indistinguishable from that scen in
control neurons (Fig. 44; n = 5; median reduction = 20%; p >
0.05, Kruskal-Wallis). The D, receptor modulation of currents

0 40
TIME (m3ec)

uced b{(
{n = 13). The filled circle is an outlicr. cprc-
sentative current sraces used to construct C.

Wallis) or step currents (n = 6; median modulation = 19%:; p > 0.05,
Kruskal—Wallis). Lastly, blocking the access of cAMP to PKA
should blunt the D, modulation. However, as shown in Fugure 4B,
dialysis with a competitive inhibitor of cAMP, the Rp isomer of
cyclic adenosine monophasphothioate (Rp-cAMPS; 10 um), did not
affect the ability of D, receptors to modulate the slow tail current
(n = 4; median modulation = 22%; p > 0.05, Kruskal-Wallis) or
step currents (7 = 4; median modulation = 20%:; p > 0.05, Kruskal—
Wallis). These observations, taken together with the fact that D,
rcccplor acnvanon eﬂ'ectlvely moduiated currents in the absence of
r or- lation of adenylyl cyclase, clearly suggest
that D~ receptors were working by another mechanism.

D, receptors mobilize intracellular Ca?* via a
phosphollp.u C pathway

If D, P were not via adenylyl cyclase and PKA, then
how were lhcy working? A number of studies havc shown that
L-type Ca currents can be d i of the
intr ] Ca?2* tration (Chad and Eckert, 1986; Arm-
strong et al., 1991; Lukyanetz ct al., 1998). In cells dmlyzcd with
high concentrations of the fast Ca>* chelator BAPTA (20 mMm), a
concentration sufficient to “clamp” the free Ca2* concentration at
a low nanomolar level, quinpirole had little or no effect on the
BAYK-cnhanced tail currents (Fig. 54). Although quinpirole
failed to modulate the slow tails in these neurons, it continued to
reduce the peak current (although to a lesser extent), suggesting
that the modulation of non-L-type channcls was intact (n = 5;
median modulation = 1195). Because BAPTA can have effects
unrelated to CaZ?* buffering (Bernheim et al, 1991), cytosolic
[Caz‘] was measured dircctly with flucrometric techniques in

evoked by the test step were unaltered as well (n = 5;
reducnon = 20%; p > 0.05, Kruskal-Walhs) A cyclase-dependent
also predi that blocking the degr i of cAMP

dialyzed with fura-2 (100 um). These
cxpcnmems ‘revealed that in neurons in which the slow BAYK tail
currents were modulated, N PA also induced a rapid and reversible

the D, modulation. But, the p asc
inhibitor IBMX (5 uM) did not affect the D, modulation of slow tail
currents (n = 6; median modulation = 19%:; p > 0.05, Kruskal-—

“Ws->

in cytosolic Ca?*. This elevation occurred in the absence
of external Ca®* and wnth the cell’s membrane held at —-80 mV
(n = 4) (Fig. SB), imp ing rel from intracellular stores.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN



8990 J. Neurosci., December 15, 2000, 20(24):8987-8995

A

Hernandez-Lépez et al. « D2 Modulation of L-Type Ca?' Channels

@
E

[[ B
S 2 +NPA alone, BAYK
= = -0.5-
i) o] *suipinda+NPA, BAYK
g g +BAYK
o
© s20 ~Suipirde -1.0
] ~{T} NPA
480 4
O o Moduimgon ¢
0 30 60 _90 120 150 180 210 20 o Y 80
TIME (sec) TIME (msec)

0

Figure 3. The modulation is dependent on
D, recelJlors.A A plot of Baz’ current tail
of time (sce Fig.

2Dj). Su-rmdc (5 M) blocked the cffects of
um); washing sulpiride off restored

lhe NP \ modulanon. ln.rzl, A box plot sum‘;

n the
abscncc ISN PA) of sulpurndc (n = 6) is shown.
The filled circle is an outlier. B, Representa-
tive ‘currents used to construct 4 arc pre-
sented. Voltage prolocol is shown at the rop.
C, NPA modulated Ba?* currents only in
neurons shown by scRT-PCR to express en-
kephalin (n = 6). Inset, The gel shows the 1.5+
presence of cnkc,)halm (ENK) and abscnce

of in this cell. D,
Necurons cxpressmg substance P, but not en-
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CURRENT (nA)
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kephalin, did not r:s‘:ond o NPA (n = 3). -2.0
Inset, The gel shows the SP amplicon derived
from this neuron.
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Figure 4. f’l‘hc: D, rcceptor modulation is inde-

in adeny,yl cyclase activ-
|ly. A, Prcincubation of cells in forskolin (1 um)

NPA, BAYK l‘mled to alter the NPA (5 um) modulation of
YK nhanccd tail currents or the mod-
o o of currents y the test step to —10

mV Voltage protocol is shown at the 10{1 ln.r:t,
Ylou of the tail modulation in conlr (

0), forskolin (FSK; n = 5), and n =

'l) soluuons are shown. The asterisk ls nn oulher.

hese data were not significantly different. B,

Cellullr dialysis with thc cAMP antagonist Rp—

MPS also failed to aller lhe N PA modulation

box plot summary of the tail modulauon in con-
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NPA failed to alter intracellular Ca2* levels in those neurons in
which the slow BAYK tail currents were unmodulated (n = 3). To

40 60
TIME (msac)

neurons is s
cantly different.

before D, receptor stimulation. U-73122 blocked the ability of
NPA to reduce the slow, BAYK-cnhanced tail currents in

test this lin} further, di spmy were ded with kephalin-cxp neurons (Fig. 5C; n = 9; median modula-
fura-2 AM and D, agomsls applied in the presence and absence of  tion = 0%:; p < 0.05, Kruskal-Wallis). In contrast, non-L-type
extracellular Ca®*, Fluorometnc mecasurcments were taken in currents ked by the depolarizing vol step i d to be
these neurons without o« patch: rding. NPA  reduced by NPA (Fig. 5C; n = 9; median modulanon = 19%; p <

evoked a calcium transient in 70% of these ncurons regardless of
whether external Ca?* was present or not (14/20; data not shown).
The best-described h for d mobiliza-

0.05, Kruskal-Wallis). Dialysis with the inactive analog U-73343
(10 M) failed to alter the D; modulation of the tail currents (n =
4; median modulation = 21%; p > 0.05, Kruskal-Wallis). PLC8
|sol'omxs are generally thought to mediate receptor-driven re-

tion of intracellular Ca®™ stores is via ion of PLC isof
(Stcrnwcls and Smn:ka 1992) PLC the hydrolysis of
phc .2-dwcylgxycerol

and inositol 1 4,5~ tnphosphate gP,) Cytosohc 1P, binds to its
cognate receptor, releasing Ca from mlracellular pools. To
determine whether D, receptors relied on a

like the ones observed here (Sternweis and Smrcka, 1992)
“The involvement of other PLC isoforms, like PLCYy, or tyrosme
kinase itself (Diverse-Pierluissi et al., 1997) unhkcly

of (he lnabllny of the tyrosi kmasc i in (50 uM) to

neurons were dialyzed with the PLC inhibitor U-73122 (10 jum)

WS-

e D, (n = 3; p > 0.05, Kruskal—
Wallis) (Lapness ctal., 1993' Rhee and Bae. 1997). There are four
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isoforms of PLCf (1-4) that have been cloned (Exton, 1997). All
four isoforms were expressed in poolcd striatal tissue (Fig. 5D,
top): however, when the RT-PCR analysis was limited to neurons
cxpressing enkephalin mRNA, only the PLCg1 isoform was de-
tected (Fig. 5D, bottomn).

These findings arc consistent with the hypothesis that D recep-
tors activate PLCB1. PLCg1, like the other PLCB isoforms, is
capable of being activated by Gg,, subunits (Exton, 1997; Morris
and Scarlata, 1997). To test whet er D, receptors activated PLCB1
in this way, neurons were dialyzed with an inhibitor of G, signal-
ing (BARK-C peptide; 1 mg/ml) (Koch et al, 1994). ﬁARK-Cp
effectively inhibited the N PA modulation of the BAYK-enhanced,
L-typc tail currcnts, as well as the peak current, in enkephalin-
expressing neurons (Fig. 6.4). The median modulation of the slow
tail currents in the presence of BARK-Cp was 6% (Fig. 6B, inset;
n = 5; p < 005, Kruskal-Wallis). The NPA modulation of the
currents evoked by the depolarizing voltage step was also 6% (n =
5; p < 0.05, Kruskal--Wallis). In the same BARK-Cp—dlaIyzed
ncurons, G,,-linked M1 inic o
both peak and slow tail currents (Fig. 6B, m.czl) (Howe and Sur-
meier, 1995).

tnhibition of i blocks the D, >

modutation of L-type Cn” currents

PLCB isoforms regulate intracellular Ca2?* levels via the produc-
tion of 1P,. Dialysis with competitive antagonists of 1P, (hcparin,
10 mg/ml; n = 6; xestospongin, 1 um; n = 13) (Simpson ct al., 1995;
Gafni et al., 1997) antagonized N PA effects on L.-type ch 1s in

Wy iy
%-‘?%@

80 Figure 5. D is on
the relcase St mlraccllulnr Cn” via a PLC-
Tysis with BAPTA
(20 mm) blocked the Da ‘modulation of tail cur-
rents but not peak currents (n = 5). Voltage
prolocol ls shown at the top. Insct, A box plot
the scen with BAPTA
|n(=rnals (n = 5) and matched controls (# = 10).
B, NPA (10 M) reduced BAY K tail currents and
mcrcnsed intraccllular Cua2* levels in_the same
cells. Inses, The ratio of 510 nm fura-2 emission
after cxcitation at 340 and 380 nm in the same
neuron is shown. Measurements were taken
while the cell was clamgcd at ~80 mV and in the
absence of external Ca C. NPA failcd to mod-
ulate slow tail currents in enkephalin-expressin
ncurons dialyzed with the PLC inhibitor U-7312:
(n = 9). Inset, The r ncuron
but not sub P. D, Tlfg ‘f‘hc gel
shows RT-PCR amplicons for in
pooled striatal mRNA. Honom, The el shows
representative amphcons from four EN RKlosmvt:
medium spiny neurons. Only PLCBI m A was
detected in ENK ncurons (n = 20

levels could suppress L-type Ca®* currents is via the Ca?*-
dependent phosphatase calcineurin (Chad and Eckert, 1986). To
test this possibility, neurons were dialyzed with a peptide inhibitor
of calcineurin (25 um) (Hashimoto ct al, 1990). As shown in
Figure 6C, the calcineurin inhibitor significantly reduced the NPA
modulation of the BAYK-enhanced tail currents in enkephalin-
expressing neurons (n = 4; median modulation = 5%; p << 0.05,
Kruskal-Wallis) without blocking the modulation of non-L-type
currents (median modulation = 15%; p < 0.05, Kruskal-Wallis). In
contrast, inhibition of protein phasphatase 1 and 2A with okadaic
acid (1 M) had no effect on the ability of D, agonists to suppress
the BAYK-cnhanced tail current (n = 2; median modulation =
20%; p > 0.05, Kruskal-Wallis).

D, receptor activation suppresses splk. activity evoked

from dopolarlud membrane potentials

L-type Ca?* currents arc important determinants of evoked spike
activity in medium spiny ncurons (Hernandez-Lopez et al., 1997).
The influence of these currents can be secn by holding medium
spiny ncurons at a depolarized level, close to that seen in the
upstate in vivo. Al this po(enllal a brief current pulse is capable of
triggering a p dreds of milliseconds)
that occasionally results in splke generation. This type of response
was secn in approximately two-lhmds of all tnals wnh a given
neuron; in the other tnals. the
sively back to the ial. In the

channel agonist BAYK 8644, this was cn-

d pas-
of the L. -type

cnkcphalm-cxprcssmg neurons ( p < 0.05, Kmskal—Walhs) Lastly,
caffcine (10 mm; cxtemally applied), which is known to promote
the rel ﬁom ry - ve Ca?* stores and inhibit 1P,

diated Ca®* rel (Si on et al., 1995), induced an clevation
in cytosolic CaZ* levels and occluded the effects of quinpirole on
FPL 64176-cnhanced tail currents (n = 10; p < 0.05, Kruskal—
Wallis). One potential by which ele in cytosolic Ca2™*

ns-=

in ¢ and probablhly (Fig. 7A) Splkes become a
much more common cvent in this situation as well On the _other
hand, in the presence of the L-type ch. ]

(5 um), the bistable behavior was almost enti rely abo |shed result-
ing in passive membrane responses in the vast majority of trials
(Hemandez-Lopez et al., 1997). D, receptor stimulation also sup-
pressed the bistable behavior. In the presence of quinpirole (10
M), the probability of evoking a sustained depolarization dropped
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CURRENT (nA}

e pe
chnnncls.A Dmlys-s with BA RK-C peptide 20 zM)
blocked the NPA 'A (10 um) modulation of B, K (1
#um)-cnhanced tail currents as well as peak cvokcd
currents in enkeph &
neurons. nset, The gel from the scRT-PCR pmf?c is
shown. The median modulation of the tail currcnts
in enkcphalm-cxprcssmg necurons (n = 4) was 4%
(sce B, inset box plot). B, In lhc snmc ncuron de-
picted in A, muscarine (Mus, continued to
modulate both currcnts cvokcd b c step to —10
mV and slow tail currents. Inser, he median mus-
carinic modulation of the tail currents was 20% in
the presence of BARK-C This was very similar to
that scen previously (Howe and Surmeier, 1995) and
indistinguishable from thc D, modulation (see box
plot; the asterisk is an outlier). Previous work has
shown that thesc necurons express high levels of the
~linked M1 receptor. C, Dialysis with the cal-
cineurin nulomhnbtlo?« peptide (25 um) blocked the
NPA modulation of thc slow tail curreats in
enkephalin-expressing ncurons but not that of the

o
¢

-1.04

CURRENT (nA)

1.5

40
TIME {(msec)

+calcineurin inhibitor

peak currents (1 = 4), Inset, The gel shows ENK but
not SP amplicons derived from the recorded neuron.
Voltage protocol is shown at the top.

-2.0
o 20

significantly (n = 6; p << 0.05, Kruskal-Wallis), even in the pres-
ence of BAYK 8644 (Fig. 74).

D; receptor stimulation also shoncncd thc durallon of tetraeth-
ylammonium (TEA)-cnh d Ca?* spiny ncu-
rons. When held at —60 mV in the prcsencc ot‘ TEA (20 mM), a
brief current stimulus evoked an all-or-none Ca?* spike in medium
spiny ncurons (Kita et al., 1985; Bargas et al, 1989). In this
recording situation, the duration of the Ca2* spike was 210 = 35
msec (mean * SD; n = 40). If nicardipine (5 uMm) or nitrendipine
(5 um) were added, the Ca?* spike was reduced in duration to
150 * 40 mscc (n = 15). As with the L-type channel antagonists,
quinpirole (10 uM) reduced the duration of the TEA-induced
CaZ2* spike in all three cells tested (mean duration = 160 = 30
msec) (Fig. 7B, rop). In the presence of nicardipine (5 _um), quin-
pirole failed to exert any further reduction of the Ca** spike in
three of five neurons (Fig. 78, bottom).

By providing a sustained depolarizing influence, L-type Ca?*
currcn!s enhance rcpctmve activity evoked from depolarized

brane pc in di spiny (Hernandez-Lopez
ct al., 1997) D. receptor-mediated suppression of these currents
should diminish evoked spiking. Intracellular recordings from me-
dium spiny necurons in tissuc slices confirmed this conjecture.
Neurons were slightly depolarized (approximately —65 mV) by
steady current injection, and then repetiuvc activity was cvoked by
curre . steps. From lhese brane p
role (10 M) dimi in 6 of 10 ncurons (Flg.
7C). The suppression of repetitive acnvny was particularly evident

gy sp s

40
TIME ({maec)

80

these results clearly arguc that D, receptor modulation of L-type
Ca?* channcls results in a suppression of repetitive spiking evoked
from depolarized potentials in medium spiny neurons.

DISCUSSION

D, receptors in striatal medium spiny neurons activate a
PLC-IP, arin o
‘The results presented show that activation of D, receptors reduces
currents through L-type Ca3* chnnncls. lcndlng to a suppresnon
of evoked spike activity in h ing striatal
spmy neurons. Even though nearly all stnatal eﬂects of D, receptor
activation are ascribed to the inhibition of ad 1 activity
(Sibley, 1995), this SIgnahng llnknge was not responsnblc for the
modulation of L-type Ca2* ion of adenylyl
cyclase activity, cCAM P metabolism, and dlalysuS with a competitive
inhibitor of cAMP had  no effect on the modulation. Rather, the D5
; d on Gg, protein actnvatlon of a
PLCBI moblll of intracellular Ca%*, and
activation of calci in. This conclusion is based on five observa-
tions. First, the D, receptor suppression of L-type currents was
blocked by mhlblllon of 98 signaling. Second, medium spiny

1 4.

exp d readily ble levels of PLCBI mRNA (but
not that of other PLCB isoforms), and the lation was bloch
by inhibitors of PLCB1. Third, D> i ion ind d the

release of Ca?* from intracellular stores. Fourth disruption of IP,

ing in vivo
conditions (Fig. 7D, top). But, the reduction in firing trequency
induced by quinpirole was evident via the whole i

with small current injections that come close to icki

or chelation of intracellular Ca’* blocked the modula-
non Laslly. mhlblnon of !he Ca s ! h cal-

the by cal-

h L"..'

frequency plot (Fig. 7D). In qui lhe

half-maximum frequency was reduced from 45 = 10 to 33 = 12 Hz
by quinpirole (n = 6; p < 0.05, Kruskal-Wallis). The ability of
quinpirole to alter evoked activity was suppressed by blockade of
L-type channels with nicardipine (5 um; n = 3). Taken together,

WS —(

in has been shown to mediate reductions in L- -type Ca2*
currents in a varicty of cell types (Chad and Eckert, 1986; Arm-
strong et al., 1991; Lukyanctz et al., 1998). In an intact preparation,
the D; receptor-triggered activation of calcineurin may act coop-
eratively with a direct Ca2*—calmodulin-mediated inactivation
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quinplrole

stimulation suppresses

Figure 7. Dy rccc‘rlor
ium spmy necurons recorded i in

evoked ac: y in me
brain sllccs. A.

100ms

Orief curvent pu[se (scc prolocol below the nuca)
evokes a in the p
BAYK 8644 (2.5 Mf The depolarization was Sl
nificantly shoncned by the addition of quinpirole ( 0
u.MI) Similar results were scen in all six cells tested.
ntracellular recordings from medium spiny ncu-
rons in the prescnce of TEA (20 mm nrc ¥|
Cells were maintained near —60 mV.
role (10 uM) shortened the duration o th
ﬁ ike (median reduction = 25%; n_ = 3). Bonom In
c presence of nicardipine (5 uM), the TEA splkc
was of shorter duration. The addition of quinpirole
had little or no cffect in the presence of nicardipine
{median reduction = 2%; n = 3). C, Activity evoked
by intr current from a ized
(approximately —65 mV) mcmbranc polcmml was
suppressed by quinpirole. Left, Records evoked by
increasing current steps (3 msec in duration) in
control conditions arc shown. Right, Records taken
from thc same cell after the ndd‘:uon of quinpirole
(10 uMm) are shown. Note that in the presence of
quinpirole, the dlsCh:ll'%? frequenc: decrcas:d for
similar current steps. D, Plots of discharge frequenc
as a function of injected current for the ncuron in
are shown. Top, The plot is the frequency (reciprocal
of first lnl:rspxkl. mtcrvnl) in the presence and ab-
sence of qui 10 ™). The ge of
the last four interspike lmcrvals in the cvoked train

OW .
Qumpl-
<~quinpirole

+quinpirole

0.2 0.4

E_los JE—

process (Imredy and Yue, 1994; Peterson ct al,, 1999) to suppress
currents through L-type Ca?* channcls further.

Although previous biochemical studies of striatal slices have not
reportced D; receptor stimulation of PLC (Gupta and Mishra, 1990;
Rubi in and Hit 1990), striatal cellular helcrogencny
compllcatcs the interpretation of these Indiscrimi ac-

0.6 0.8
CURRENT (nA)

in the pr is shown.
Sumllar results were obtained |n five other responsive
ncurons.

1.0

also is nccessary for cestain forms of striatal use-dependent syn-
aptic plasticity (Calabresi et al,, 1992). Our results directly dem-
onstrate calcineurin activation by D, receptors and provu.lc a
mechamsm for Ca”-depcndcm MAP klnasc activation.
P 1 i diat uppr of L-type Ca?* currents will

tivation of striatal D, receptors can be expected to have two
opposing cffects. One is activation of PLC in enkephalinergic
medium spiny neurons. The other is diminished acetylcholine

1] d CRE-binding protcin phosphorylation
and 1EG induction (Rujadhyaksha ct al., 1999). By thc same token,
this D, receptor—sxgnahng pathway provides a ready alternative to
dnsmhnbmon of adenylyl cyclase (Ward and Dorsa. 1999) in cx-

rclease (Drukarch et al., 1990) and a red in M1 inic

receptor stimulation of PLC in medium spiny neurons (Akins et al,,

1990; Bernard ct al., 1992). Hence, there may be no net change in
bal D.

ing the ability of D, to sharply
striatal 1EG induction after cortlcal stimulation (Berretta et al.,
1999).

striatal PLC activity after gl P acti i Although o . .

they have not provided a clear pi of the signaling D3 recep activation i y st activity in

studies using heterologous ion have sh that D, H xpe 9 piny neurons

receptors are capable of sumulanng PLC and mobilizing i 1 In additi to 1 iling these more recent observations, our

lular Ca?* pools (Vallar et al., 1990; MacKenzic et al,, 1994; Yang results provide the first direct evidence for one of the oldest

ct al., 1995). oonj..ctures about dopammergw regulanon of striatal activity,
The ability of striatal D, rccep(ors to mobilize i 1lular Jy, that Dz P acti ively the ac-

Ca2* stores, reduce L-type Ca2?* ch 1 cur; and supp tivity of enk 1} d spiny ncurons (Albin et al.,

evoked activity cffectively r iles an app y diverg set of 1989) ‘This oonjecture ‘has served as a comerstone of basal ganglia

observations. On one hand, D, receptor actlvauon is known to
lncl'ease stnatal ulcmcuﬁn and MAP kinase activity via Ca>*
(Nishi et al., 1997; Yan et al., 1999) On lhe

and tr for Parkinson’s discase for over a
Yet, the evid for this j has been indirect or
inconclusive (Nicola et al., 2000).

4. oy

other hand, blockade of D, ptors or
tone is known to increase striatal immediate early gene (l EG) "and
peptide expression (Ch let et al., 1998). D, receptor activation

Our Its show that D, i i inhibi
evoked from relatively depolnrlzed b pC ial

ing the upstate produced by excitatory cortical or thalamic inputs
— TESIS CON
NS- FALLA DE ORIGEN
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(Wilson and Kawaguchi, 1996). /n vivo, medium spiny ncurons
move between this depolarized upstate in which they generate
spikes and a hyperpolarized “downstate” in which they are quics-
cent. Although other voltage-dependent channel types are modu-
lated in concert (Surmeicr et al., 1992; Surmecier and Kitai, 1993;
Wnsztzak ct al., 1998), the D, receptor suppression of L-type
Ca>* currents is critical to this inhibition of activity. Why? Unlike
N- and P/Q-type voltage-d fent Ca? h 1 1i
spiny ncurons, L-type channels arc active in the sublhrcshold
potential range of the upstate (Bargas ct al, 1994; Song and
Surmeier, 1996). This property allows them to excrt an important
influence on the membranc potential near spike threshold, pushing
the membrane potential closer or pulling it farther away from spike
gencration. Medium spmy ncurons expressing D, rcceptors use this
property of L-type Ca2* currents to enhance evoked activity in the
prescnce of dopamine (Surmecier ct al., 1995; Hernandez-Lopez et
al., 1997) In contrast, activation of D, receptors in enkephalin-
expressing ncurons should reduce both the mngmtude and duration
of the response to cortical or th ptic input, as
pred:cled over a decade ago by Albin et al. (1989) Morcover, by
targeting a Ca** channcl with privileged access to transcriptional
regulation (Bading et al., 1993; Gracf et al.,, 1999; Mermelstein ct
al., 2000), D receptors exert a proximal conlrol over gene expres-
sion ticd to extrinsically driven activity. This proximal coupling
may prove to be very important to long-term striatal adaptations
triggered by alterations in dopaminergic signaling in Parkinson’s
disease, prolonged ncuroleptic treatment, and drug abuse (Hornyk-
iewcz, 1973; Meltzer and Stahl, 1976; Nestler and Aghajanian,
1997).
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APARTADO 2.

El papel de las diferenics conductancias de calcio en el disparo repetitivo de la
neurona espinosa mediana; implicaciones para la modulaciéon de los receptores

dopaminérgicos tipo D2.
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Los receptores dopaminérgicos, al igual que otros receptores de tipo metabotrépico
en el sistema nervioso central, regulan el influjo de calcio al medio intracelular. Estas

corrientes catidnicas entrantes juegan un papel importante en la excitabilidad de la NEM.

Como se mencioné en la parte introductoria de esta tesis, diferentes tipos de
. corrientes de calcio han sido descritas en las NEMs. En el articulo que a continuacién se
anexa se estudié detalladamente la implicacién 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 Ny P/Q, en la excitabilidad de las neuronas.

"‘Los tgsqltédos descritos en este trabajo son de gran utilidad para entender y explicar

la accién de i@s _r“ei:fe_‘pt’ox»jes"' D2.
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The role of Ca?t channels in the repetitive
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Blockade of L-type Ca2+ channels results in a decrease in firing
frequency of neostriatal neurons. In contrast, N- and P/Q-types
of Ca?* channel cooperate to tune firing pattern, since both of
these channel types have to be blocked to enhance firing
frequency. Parameters of the intensity—frequency plot were
differentially modified by Ca?* channel antagonists: while L-
type Ca?* channel block reduced the dynamic range by about

Key words: Afterhyperpolarization; Calcium channels; Firing frequency:

L-type; N-type; P/Q-types; Striatum

80%, block ov N- and P/Q-types of Ca?** channe! generated a
plot. These effects are explained in
terms of the susunned depolzrmdon and the afterhyperpolar-
izing p to be depend upon L- and N-. P/Q-
types of Ca?* channels, respectively. NeuroReport 14:1253—
1256 © 2003 Lippincott Williams & Wilkins.

INTRODUCTION

Ion conductances determine the firing pattern of neurons
[1,2). Ca?+ influx into neostriatal projection neurons plays
an important role in tuning firing frequmcy [3), in part by
activating K* conductances [4]. Ca?* currents in spiny
neurons are mediated by L-, N-, R- and P/Q-type Ca?*
channels [5,6]. aic and a;p subunits give rise to functional
L-type currents (Cav1.2; Cav1.3) [7-9], which are modu-
lated by cAMP-dependent phosphorylation [10] and
blocked ‘by dihydropyridines [5,8]). L-type Ca?* currents
provide spiny neurons with slow depolarizations modu-
lated by dopamine receptors [11-13]. a;a and a;s subunits
express 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 w-conotoxin GVIA
(conotoxin) [5,8,15), respectively. Ca?* entering through
Cav2.1 and Cav2.2 channels preferentially activate Ca®*-
dependent K* currents that underlie the afterhyperpolar-
ization (AHP) {16]. AHP reduction could be involved in
changes in firing frequency [17,18]. Ca?* entering the cell
in a ated and specialized fashion may promote
different physiological events [19—-21]. However the impact
of different Ca?* conductances on the sustained repetitive
firing of a given neuron has not been systematically stud-
ied by constructing intensity—frequency plots (I-F plots).
The present experiments show that selective blockade of L-
or N- and P/Q-type Ca?* currents have opposite effects on
repetitive firing by affecting different parameters of the I-F
plot.

MATERIALS AND METHODS
Methods have been reported elsewhexe [12] Brieﬂy, 30-

day-old male Wistar rats were and decapi-

tated, and their brains were removed and submerged in an
iced saline solution containing (in mM): 120 NacCl, 3 KCI,
25 NaHCOs, 2 CaClz, 1 MgClz and 11 glucose (33-35°C,
300 mOsm/1 with glucose, pH 7.4, after bubbling with 95%
0O, /5% CO;). Parasagittal slices were cut at 350 um on a
vibratome and let to rest for 1h at room temperature in the
same saline. Thereafter, slices were transferred to a record-
ing chamber and continuously superfused with the same
saline at 33-35°C. Intracellular recordings were performed
from spiny neurons of the dorsal neostriatum using sharp
electrodes filled with potassium-acetate 3M and 1% biocy-
tin (d.c. resistance 80-120M£Q2). Records were obtained
with an active bridge electrometer (Neuro Data, Cygnus
Technology, Inc, Delaware Water Gap, PA), digitized, and
saved on video tapes (40kHz) for off-line analysis with a
personal computer. After recordings, neurons were injected
with biocytin for its anatomical identification. All of lhe
neurones presented here were medi spiny r i
projection neurons. Ca?* channel blockers were bath ap-
phed and consisted of (in pM) 2.5 nlcardnpme. 2.5 nitrendi-
pine (Sigma St. Louis MO), 1.0 w-conotoxin GVIA 04 w-
agatoxin TK, and 1 calciseptine (Al e Labs, Jer
Israel). Experiments 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 Inc., Chicago, IL).

RELULTS
Blockade of L-type Ca®* d o d firing
Sreq Y i np of selectively blocking L-type Ca2+

d during firing. Neurons were
depolanzed (> —65 mYV) by steady current steps (£ 300ms;
Fig. 1la). The intensity of such steps was gradually in-

0959-4965 © Lippincott Williams & Wilkins
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Fig. 1. Effects of L-type Ca?* conductance block on repetitive firing.
(a) Representative trains of actions potentials evoked by current steps of
increasing strength (top) cbuained from the sama cell in controt (left),
during nicardipine (2.5 1M; middle) and after washing out the calcium
blocker (right). Current strength was simifar in all three cases. (b) Graph
of the firing frequency (reciprocal of mean tast four inter spike intervals)
as a function of current strength (I-F plot). (c) Paired line plot showing
variation in frequency measured at half I-F plot in the whole sample.

creased to elicit trains of action potentials at different
frequencies (Fig. 1a, left column). I-F plots were con-
structed with these records (Fig. 1b). Bath-applied nicardi-
pine (2.5uM), a selective L-type Ca?* channel blocker,
reduced firing frequency and increased frequency adapta-
tion at similar current intensities (Fig. 1a, middle column).
Frequency measured at half-maximal recorded frequency
(using last four interspike intervals) was significantly
reduced in all cells tested from (meanxs.em.) 33x£3.5 in
the control to 22:+1.2Hz in nicardipine (Fig. 1c; n=6;
p <0.03, Wilcoxon’s T) or a 32z 5 % decrease. This effect
was reversible (Fig. 1a, right column). Moreover, the I-F
plot (Fig. 1b) exhibited a decreased initial slope and a
compres: dynamic range during nicardipine. Current
strength to evoke minimal frequency had to be increased
during nicardipine (see Fig. 1b) from 0.12+0.02nA to
0.38 £ 0.13nA (p < 0.03; Wilcoxon’s T). Minimal frequency
was increased from 75x1Hz to 16.5+t1.7Hz (p <0.03;
Wilcoxon’s T) whereas maximal frequency was reduced
(Fig. 1b) from > 40 Hz to 24 & 3 Hz (Fig. 1b), rendering in a
great divergence of control vs test I-F plots. The net effect
was a 4-fold compression of the mean dynamic range, as a

ini (since imal freq ies were not attained in
order to preserve cell integrity) from 7.5-40Hz in the

controls to 16.5-24 Hz in nicardipine. Calciseptine (1 uM;
n=3) and nitrendipine (;1 =3), other sclective L-type Ca?*
channel blockers, had similar effects.

Blockade of N- and PIQ-type Ca?* conductances increased
firing frequency: In another set of experiments, the simul-
taneous addition of N- and P/Q-type channels blockers,
conotoxin (1 uM) and agatoxin (0.4 uM), increased the mean
half recorded firing frequency of spiny neurons (Fig. 2a)
from 294+ 1.3Hz in controls to 40+ 1.7Hz in the presence
of the Ca2* channel antagonists in all cells tested (Fig. 2b,c;
n=>5; p <0.05, Wilcoxon’s T). This amounted to 38 3: 3% of
mean frequency increase. Steeper I-F plots (Fig. 2b) and
larger maximal frequencies for the same stimulus strength
were produced by the action of these peptides. However,
minimal frequency did not change and a great divergence
between I-F plots, as that observed for L-type Ca?* channel
blockade, was not seen. It is worth noting that the addition
of each toxin separately, had only weak effects in firing
frequency (data not shown). Agatoxin alone had a clear
mild increase in firing frequency in only one of four
neurons.

(@)

e —
I nA
1omv
—60 mV
W IOFms W
conotoxin
control + agatoxin
) (5]
SO 50
— 45
g £ 4
z 30 & 3s
e S
2 2 g
£ £ 25
10 20
L 15
O.4 02 0.3 0.4 o5 conotoxin
current (RA) control + agatoxin

Fig. 2. Effects of N- and P/Q-type Cal* conductance block on
rep firing. () Repr trains of » by
serength (top) obtained from the sama celt in
mixture of w-conotoxin

agat
(b) I-F piots in both conditions. (€) Paired line plot showing variation in
frequency measured at half I-F plot in the whole sample.
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CALCIUM CONDUCTANCES ON FIRING PROPERTIES
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Calcium influx regulates firing threshold and AHP: To
explain why the blockade of L-type Ca?* channels de-
creased the dynamic range and forced an increase in
stimulus strength to produce firing (Fig. 1), we compared
the responses to weak step stimuli before and during
nicardipine (Fig. 3a). Thus, a depolarizing current step that
evoked two action potentials was unable to evoke them
when nicardipine was added to the extracellular medium.
The trajectory of the voltage response moved away from
spike threshold (Fig. 3a). As a result, no firing was evoked
by the same current strength. Nicardipine effects were
reversible. Figure 3c shows that post-train AHP amplitude
was only slightly reduced (a mean of 15%x3%; n=6;
p<<0.05, Wilcoxon's T) by nicardipine. Trains with the
same number of action potentials were compared. There-
fore, mild effects on the AHP did not counteract the effect
on voltage threshold and depolarization. It is suggested
that the slow depolarization these neurons exhibit at less
negative potentials {12] may have the same origin as this
subliminal depolarization.

() ©

wash out
nicardipine /
control
(®)

1 nA

20 mv
— conotoxin
50 ms + agatoxin

control

Fig.3. Ca?* conductances regulate sither threshold or AHP. (a)

strength (0.1 | nA) before, during and after washing oue

contrast to nicardipine, a mixture

However, tha mixture ndu:-d tha amplitude of the AHP. (c)
timuli show that

On the other hand, superfusion of agatoxin plus con-
otoxin neither affected . voltage trajectory toward firing
threshold (Fig. 3b) nor current or voltage thresholds. How-
ever it reduced the AHP that follows a single AHP [16}
and moreover, the AHP that follows a train of action
potentials by about 40+11% (Fig. 3d; n=35; p<0.05;
Wilcoxon'’s T).

DISCUSSION

The present study shows opposite actions of Cav1 and Cay2
classes of channels on firing frequency of neostriatal
neurons. L-type Ca?* 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]. Accord-
ingly, the present experiments show that L-type Ca2+
channel block decreases firing frequency. This blockade
collapsed the I-F plot which exhibited a dramatic reduction
in slope and maximal frequency with a concomitant in-

| inoa
— ™

I 40 mVv

100 ms

nicardipine

control

conotoxin
4+ agatoxin

conwrol

nies to depolarising in- aceliular currenct pulses of consane

Superimposed respo:
HM). Nicardipine moves the voltage response away from firing threshold. (b) In
of w-conotoxin GVIA (! M) plus m-.pwxdn ™= (OCuM) did not dnng. the voltage trajectory towards firing.
Stmkbn

bllonmngtwo

of tan action potentials (inset), bcfor‘

and during nicardipina (2.5 j1M). Applied current s

ms the same number of action potentials

during nicardipine (inset top). (d) Same procedure as in (c) M‘ dn( the mixture of m-cof-o(oxin GVIA plus w-agatoxin TK reduced the AHP.

Current stimulus was adjusted to evoke the same P
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crease in minimal frequency. Blockade of L-type Ca2+
channels may have rendered a predominance of subthres-
hold K+ conductances {2,22], increasing voltage threshold.
This was reflected as both an increase in the current
strength to attain minimal firing rate and in the actual
minimal firing rate. In summary, the dynamic range was
reduced to about 20% of its original value when L-type
channels were blocked (Fig. 1b). It is concluded that the
dynamic fiﬂng range of neostriatal spiny neurons depends
on L-type Ca**conductances (probably a,p) [5,8]. In con-
trast, the AHP was only slightly reduced by L-type Ca2+
channel blockade. Although this had been described for
AHPs following a single spike [16], the present work
generalized this finding for cumulative AHPs generated
after a train of spikes (Fig. 3¢).

N- and P/Q-type Ca?* conductances regulated AHP
amplitude. This AHP is largely mediated by apamine-
sensitive (SK) and iberiotoxin-sensitive (BK) Ca** -acti-
vated Kt-currents [4,18). Furthermore, the major Ca2+
source to activate these conductances comes from N- and
P/Q-type Ca?* channels [16]. It 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 channel
types reduces transmitter release {23]. However, this logi-
cal inference was not supported by the experiments. We
failed to alter firing frequency in several instances in which
only one of the peptidic antagonists, conotoxin or agatoxin,
was administered. However, when both peptides were
administered together firing frequency increased and cu-
mulative AHP decreased. Therefore, there is a need to
block both Ca?*-channel types in order to achieve signifi-
cant effects on repetitive firing. To our knowledge, this
kind of cooperation between Ca?*-conductances, to tune
firing pattern, has not been previously reported. This
would be an essential cooperation as opposed to the
redundant cooperation found in synaptic terminals [23]
where the block of any channel type is enough to affect
transmission since it superimposes to the effect of other
channel making the sum of the effects > 100%
(superadditivity) [23]).

A prediction is that a transmitter has to block signifi-
cantly, both channel types, to show any relevant modula-
tion of AHP and patterning. Alternatively, synergies
between transmiitters are possible. i-F plots became steeper
after AHP blockade (less current was needed to reach the
same frequencies) but a large divergence between I-F plots
was not seen.

In conclusion, N- and P/Q-type Ca?* conductances
regulate the slope of the 1/O function whereas L-type CaZ*
conductances regulate both the slope and the dynamic
range. Variation is about 100% at high frequencies indi-
cating that modulation may gmauy vary the response of
these cells. CaZ*cond be ¢ ived as
regulators of different parameters of the I/0 function
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(slope, range) and not just excitatory or nnhnbnory. 'ﬂ'us
endows the system with great non-linear capabilities, since
different Ca?*currents in neostriatal spiny cells are differ-
entially modulated by transmitters [12,13,24).

CONCLUSIONS

The knowledge of transmitters and drugs that reduce or
enhance different types of Ca2+-conductances is rapidly
increasing. These drugs and transmitter analogues are
important therapeutically, since they bring the opportunity
to regulate specific cellular functions. This work shows that
blockade of N- and P/Q-type Ca?* conductances facilitates
repetitive firing by increasing the slope of the I/0 function.
On the other hand, blockade of L-type Ca2?* conductance
decreases repetitive firing by controlling the extent of the
dynamic range. These opposing roles for quite similar
conductances is counterintuitive and likely to differ in
different neuronal classes. This 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 acciéon moduladora de los receptores D2,

Como se describié en el articulo, el bloqueo de las conductancias de calcio tipo L,
mimetizé la accién de los receptores D2 sobre la frecuencia de disparo de la NEM. Si estos
ultimos ejercen su accién disminuyendo las conductancias tipo L, se esperaria que los

efectos de la nicardipina ocluyeran la modulacion de los agonistas D2.

Control Nicardipina Nicardipina = €
+Quinpirole =
3
3 § oo
2
100ma o 140 -]
=
.2 429 -
N, 2 n=6&/6 nasi6
g 100 Control
-] I
2
2“7
8 e
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! 2 +Agonistas.-D2
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g 0 Nlclrdlplna £
3 H
'g 20 meuulpcnaooulnplmn z
0
2 10 &
[
10 Nk

nA .t
canunl- (nA) +Agonistas-D2

Figura 10. La nicardipina bloquea la accion los agonistas D2. A, registros obtenidos de
una NEM. Se muestran tres trenes de potenciales de accién provocados por la inyeccién
de tres pulsos de corriente de diferente intensidad, en situacién control (columna
izquierda), en presencia de nicardipina (2.5 pM; columna central) y finalmente con
nicardipina y quinpirole (5-10 uM; columna derecha). B, curva I-F de la célula mostrada
en A. La nicardipina disminuyé la frect 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 I-F. C, la
nicardipina redujo en un 32 + 5 % el valor de la frecuencia media de disparo de la curva
I-F. Los agonistas D2 afiadidos a cinco de estas células, no provocaron ninguna respuesta
significativa adicional. D, disminucién de la nicardipina y bloqueo de la respuesta D2, en
la frecuencia media de la curva I-F de cada una de las cinco células estudiadas.
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Esta hipétesis fue comprobada mediante la adicién secuencial de la dihidropiridina
nicardipina y los agonistas D2 (ver figura 10). Como se menciona en el articulo, el bloqueo
especifico 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 adicion posterior de los agonistas D2 en cinco de estas células
(figura 10 D) no tuvo un efecto adicional significativo en la frecuencia de disparo,
permaneciendo el porcentaje de reduccién en un 36 = 3.5 % (p > 0.05, prueba de Wilcoxon;

figura 10 C).

Es importante mencionar que las curvas I-F obtenidas a partir de los registros en
presencia de los agonistas D2 conservaron en todo momento las mismas caracteristicas en
forma a las obtenidas con la nicardipina. Es decir, los valores de las frecuencias minimas y
maximas observadas en las curvas I-F, asi 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 minima observada: con nicardipina, 16.5 = 1.7 Hz; con nicardipina +
agonistas-D2, 15 £+ 3 Hz.

- corriente necesaria para provocar la frecuencia minima: con nicardipina, 0.38 & 0.13 nA;
con nicardipina + agonistas-D2, 0.40  0.10 nA.

- frecuencia mixima observada: con nicardipina, 24 + 3 Hz; con nicardipina -+ agonistas-

D2, 22+ 5 Hz.

En cuatro de las neuronas registradas con este protocolo, los agonistas D2
cambiaron notoriamente la forma del PPH que sigue a los potenciales de accién durante el
tren de disparo (ver figura 10 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 podrian estar modulando
conjuntamente conductancias de calcio no L, presumiblemente N y P/Q, mismas que como

se describe en el articulo y en un trabajo previo del laboratorio (Vilchis et al., 2000),
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regulan de modo importante el PPH. Sin embargo, en ningtin momento esta modulacién fue
capaz de compensar o revertir la disminucién en la frecuencia de disparo, sugiriendo
nuevamente que el efecto predominante de los receptores D2 en la excitabilidad de la
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 los agonistas D2 disminuyen las corrientes
aisladas de calcio tipo P/Q pero no las N (Salgado et al., 2002) y como se examiné en el
articulo, es necesario el bloqueo conjunto de ambas para lograr un aumento significativo en

la pendiente de la curva I-F.

Por otro lado, estos cuatro casos en donde se observé la modulacion 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 podrian ejercer su ion principal, reduciendo las conductancias de calcio

tipo L a nivel somato-dendritico.

Como se mostré en el articulo anexado en el primer apartado de resultados de esta
tesis, el agonista quinpirole revirtié el aumento de las mesetas despolarizantes inducidas
directamente por la aplicacion del agonista especifico de los canales de calcio tipo L, BAY-

K 8644 (2.5 - 5 pM).

En dos células en donde se aiiadiéo el BAY-K 8644, el pulso de corriente inyectado
provocd la generacion de un potencial de accion cuya fase de repolarizacién fue
constantemente interrumpida por la aparicion de eventos regenerativos todo o nada, que por
su umbral (= -30 mV) y su forma, podrian atribuirse a potenciales de calcio
presumiblemente de origen dendritico (ver figura 11; Bargas et al.,, 1991; Schiller et al.,
1997). Estos potenciales se observaron con una latencia de aproximadamente 8
milisegundos después de iniciado el potencial de accion somitico, reflejando quizas la
dinimica de propagacién retrégrada del potencial hacia las porciones distales de la dendrita

(Stuart y Sakmann, 1994).
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La aplicacién de quinpirole (10 M) redujo inicialmente (a los 10 minutos
aproximadamente) la amplitud maxima del potencial tardio en un 25 %. Después de 15
minutos de haber sido aifiadido el agonista, la frecuencia de aparicién de dicho evento
disminuyd hasta desaparecer por completo a los 20 minutos, quedando solamente el

potencial de accién somatico con una fase repolarizante lentificada.

BAY-K 8644

10mVv
0.5nA

25ms

(Efecto tardio)

1

FIGURA 11. Los receptores D2 podrian ejercer su accién principal reduciendo las
conductancias de calcio tipo L a nivel somato-dendritico. La presencia de BAY-K 8644 (5
M) provocd la aparicion de eventos regenerativos presumiblemente de origen dendritico
debido a su forma y a su elevado umbral de generacién (= -30 mV; marcado con asterisco).
Esta actividad fue gradualmente disminuida en amplitud por la aplicacién de quinpirole (5-10
M) hasta desaparecer completamente.

Si bien hace falta tener mediciones mas precisas de la actividad electrofisioldgica de
las dendritas o de la entrada de calcio en ellas, estos resultados sugieren que los receptores
D2 podrian ejercer su accion 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 diferentes canales es procesado de

manera diféi;éﬂéial, regulando diferentes aspectos de la actividad eléctrica celular:

f-—y'El bloqueo selectivo de las conductancias de calcio tipo L disminuye la

cxcxtablhdad de la NEM mimetizando y ocluyendo el efecto de los agonistas D2.

.- Los agonistas D2, al igual que los antagonistas de las conductancias de calcio tipo
L, actian principalmente disminuyendo el componente de despolarizacién adicional que se
suma a la despolarizacion provocada por el pulso de corriente. En consecuencia, ambos

farmacos disminuyen el rango dinamico de actividad de la NEM.

- La accion principal de los receptores D2 sobre las conductancias de calcio tipo L

podria tener lugar a nivel somato-dendritico.

- El bloqueo selectivo de las conductancias de calcio tipo no-L aumenta la

excitabilidad de la NEM disminuyendo la amplitud del PPH.

- La activacion de los receptores D2 cambié la forma del PPH que sigue a los
potenciales de accioén en un tren de disparo. Este efecto es observado ain en presencia de la
nicardipina, 10 que sugiere que estos receptores modulan las conductancias de calcio tipo

no-L. Sin embargo este efecto no repercutio significativamente en la frecuencia de disparo.
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APARTADO 3.

Interaccién funcional entre los receptores dopaminérgicos tipo D1 y D2 en la neurona

espinosa mediana.
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Los resultados presentados hasta ahora demuestran que la activaciéon de los
receptores D2 disminuye principalmente eventos mediados por conductancias de calcio tipo
L, demostrando asi un claro antagonismo con los efectos previamente descritos para los

receptores dopaminérgicos D1 (Surmeier et al., 1995a y b; Hernandez-Lopez et al., 1997).

A continuacién se presenta evidencia del impacto fisiologico de activar de manera

secuencial ambas familias de receptores en una misma NEM.

La activacion de los receptores D2 revierte ¢l aumento en la generaciéon de las mesetas

despolarizantes inducidas por activacion de los receptores D1.

A potenciales de membrana subumbrales (-50 mV) la inyeccion intracelular de un
breve pulso de corriente (= 20 milisegundos de duracién) generé mesetas despolarizantes
que sobrepasaron la duracion del estimulo (figura 12). La aplicaciéon del agonista de la
familia D1 SKF-81297 al medio extracelular aumenté la probabilidad de aparicién, la
duracién y la amplitud de estos eventos (n = 5/5; p < 0.05 prueba de Wilcoxon).

Gentrol Figura 12. La activacién de los

20mv receptores D2 abolié la generaciéon
0.5nA de las mesetas despolarizantes
So0ms facilitadas por los receptores DI1. A,

la inyeccién de pequeiios pulsos de
corriente (mostrado en la parte
inferior) a potenciales de membrana
subumbrales (-50 mV) evocaron

despolarizaciones sostenidas que
sobrepasan la duracion del estimulo
B A

SKF-81297

(20 ms). B, el agonista SKF-81297

(1-5 uM) aumentoé la probabilidad de
. P rnsoren S et e . aparicion y prolongé la duraciéon de
las mesetas, facilitando la generacién
SKF-01297+Quinsiorans de potenciales de accién. C,
quinelorane (1-5 uM) ailadido en
presencia del agonista de la familia
D1, revirtié el efecto despolarizante.
En cada condicién se muestran cinco
trazos de voltaje superpuestos,
registrados consecutivamente.
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La activacion de los receptores D1, y la consecuente facilitacion de las despolarizaciones
sostenidas, favorecié la generacion de potenciales de accién inclusive varios cientos de
milisegundos después de haber terminado el estimulo de corriente inyectado. La aplicacién
posterior de los agonistas D2 en presencia de SKF-81297 abolié notoriamente las

despolarizaciones en las cinco neuronas estudiadas (p < 0.05, prueba de Wilcoxon).

La activacién de los receptores D2 revierte el aumento de la frecuencia de disparo

provocado por el agonista D1, SKF-81297.

El agonista dopaminérgico tipo D1, SKF-81297, incrementé en un 32 + 4.2 % la
frecuencia de disparo media de la curva I-F (ver figura 13). El efecto se observo 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 D1 debido a la facilitacién de

las mesetas despolarizantes ya descritas (Hernandez-Lépez et al., 1997).

La aplicacion posterior de los agonistas D2 en presencia constante del agonista D1
revirtié el aumento en la excitabilidad de las NEMs situando el valor de la frecuencia media
de la curva I-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 4= 2 Hz.

Al igual que como se mostré en la figura 10 del segundo apartado de resultados, el
quinpirole nuevamente cambié la forma de los PPHs durante los trenes de potenciales de
accioén registrados en presencia de quinpirole (ver figura 13 A, registros de la columna

derecha).

Los efectos de los agonistas D2 fueron evidentes en el 85 % de las células
estudiadas (n = 6/7; figura 13 D). En la célula en donde el agonista D2 no provocé ningin
tipo de respuesta, la curva I-F permaneci6é constante por mas de 50 minutos en los valores
establecidos por el agonista SKF-81297. Por otro lado, los experimentos en donde la acciéon
de los receptores D2 fue observada, fueron realizados en su totalidad en no mas de 30
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minutos. Estos hechos nos permiten descartar que la disminucién en la excitabilidad de la

NEM observada durante la administracion de los agonistas D2, sea atribuida a la

A Contral SKF-81297 SKF-81207 . c
+Quinpirole &
g I
2 el =717 n=6/7
-4
—f.———-“ [ e8]
B
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.
.
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- 8 204
8 40
5 g
20 SKF-81297+Quinpirole 20
&
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1 Controt SKF-81297 SKF-81297
02 orriens tny ot *Agonatas-O2

Figura 13. La activacién de los receptores D2 revierte el aumento en la frecuencia de
disparo provocado por los receptores DI1. A, registros obtenidos de una NEM. Se
muestran tres trenes de potenciales de accién provocados por la inyeccion de tres pulsos
de corriente de diferente intensidad, en situacién control (columna izquierda), en
presencia del agonista D1 SKF-81297 (1-5 uM; columna central) y finalmente con SKF-
81297 y quinpirole (5-10 uM; columna derecha). B, curva I-F de la célula mostrada en A.
El agonista SKF-81297 aumenté 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, revirti6 el efecto excitador de los receptores D1 desplazando la
curva I-F inclusive por valores debajo de la curva control. C, el SKF-81297 incrementé
en un 40 + 10 % el valor de la frecuencia media de disparo de la curva I-F. Los agonistas
D2, redujeron la accién de los receptores D1 situando la frecuencia media de la curva I-F
en 5 + 17 % por debajo del valor control. La accién de los agonistas D2 se observé en el
85 % de las células estudiadas (n = 6/7). D, Se muestra para cada célula estudiada, el
aumento y disminuciéon en la frecuencia media de la curva I-F, provocados por los
agonistas D1 y D2 respectivamente. El asterisco indica la NEM en donde el agonista D2
no revirtié el efect~ del SKF-81297.

internalizacién o desensibilizacion de los receptores D1 (Kabbani et al., 2002) y no a la

accion de los receptores D2.
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L.os receptores D2 revierten el aumento en la duracién del potencial de calcio
provocado por los agonistas SKF-81297 y BAY-K 8644.

De acuerdo a estudios previos (Herniandez-Lopez et al., 1997), el aumento en las
conductancias de calcio tipo L, ya sea por la activacion de los receptores D1 (figura 14 A) 6
bien directamente por el agonista BAY-K 8644 (figura 14 B), promovieron un aumento en
1a duracién del potencial de calcio inducido por TEA20mM, enun30x5% (n=3/3)yen
un S0 x 10 % respectivamente (n = 2/2). En ambos casos el quinpirole fue capaz de revertir
estos efectos. El agonista D2 disminuyé el potencial de calcio aumentado por el SKF-
81297, quedando en un 36 = 7 % por debajo de la condicién control; mientras que el
aumento registrado en presencia de nicardipina fue revertido parcialmente en un 30 =+ 10 %.
La accién del quinpirole sc¢ observé en todas las NEMs estudiadas en cada condicién

farmacolégica.

Figura 14. La activacién de los
20mv receptores D2 revierte el aumento en
nA la duracién del potencial de calcio
provocado por los agonistas SKF-
FTEA+SKF-81297 81297 (1-5 pM) y BAY-K 8644 (2.5
pM). Se muestran para dos neuronas,
los registros sobrepuestos de tres
potenciales de calcio inducidos por
TEA (20 mM) y provocados por la
inyeccion intracelular de un pulso de

100ms

! +TEA+SKF-81297+Quinpirole corriente despolarizante (parte inferior
- de

cada panel). A, SKF-81297
incrementd en un 30 % 5 % (n = 3/3)
la duracion del potencial. La
aplicacién posterior de quinpirole (5-
10 pM) en presencia continua del
+TEA +TEA+BAY-K 8644 agonista D1, revirtié el efecto de éste
ultimo quedando en un 36 + 7 % por

debajo de la condicién control. B,

BAY-K 8644 aumentSd en un 50 = 10

% (n = 2/2) la duracién del potencial.

+TEA+BAY-K 8644+Quinpirole El quinpirole revirtié en un 30 = 10 %

I 1 el efecto del agonista BAY-K 8644.
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Los receptores D2 revierten el aumento en 1a amplitud del PPH provocado por el
agonista SKF-81297.

La capacidad de los agonistas D2 de revertir la accion de los receptores D1 también
se observé en el PPH que sigue a un potencial de accion (figura 15). En concordancia con
lo previamente descrito por nuestro laboratorio (Hernandez-Lopez et al., 1996), la
activacién de los receptores D1 aumentd significativamente la amplitud de los PPH en un
25 £ 2 2% (n = 5/5; p < 0.05, prueba de Wilcoxon). La adicién del agonista quinelorane en
presencia del SKF-81297 revirtié el efecto de este iltimo, quedando el 74 = 5 % de la
respuesta control (n = 5/5; p < 0.05, prueba de Wilcoxon). Control: 8.3 + 0.3 mV; SKF-
81297: 10.4 £ 0.5 mV; SKF-81297 + quinelorane: 6.2 +£ 0.5 mV.

A
1
SSmV Controt e
13
SKF-81297
12
1
10mv E
2 0.5nA =10
Z5ms £
/ SKF-81297+Quinetorane - &
o
SHF-81297 f e
5
-
Control SKF-81297 SKF-81297
3 +Quinelorane
/ k SKF-31297+Quinelorane
Control

Figura 15. La activacién de los receptores D2 revierte el aumento en la amplitud del
PPH provocado por el agonista D1. A, registros liados y superp >s de los PPHSs
que siguen a potenciales de accién (truncados), obtenidos por la inyeccion de un breve
pulso de corriente (= 20 milisegundos). Se compran los registros: I- control y en
presencia de SKF-81297 (1-5 uM); 2- en presencia Unica de SKF-81297 y junto con el
agonista quinelorane (5 pM); 3- control y en presencia de ambos farmacos. B, se muestra
para cada célula estudiada (n = 5), la variaciéon en la amplitud del PPH (en valores
absolutos de voltaje) por la aplicacion secuencial de los agonistas D1 y D2,
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Los agonistas D2 fueron capaces de revertir la accidn de los receptores D1 en cada
uno de los protocolos descritos hasta ahora. Sin embargo como se vera a continuacién, el
cambio en el orden de administracion de los farmacos revelé un nuevo aspecto de la

modulacién de los receptores dopaminérgicos.

La administracién del agonista SKF-81297 fue incapaz de revertir la disminucion en

Ia generacién de mesetas despolarizantes por la activacion previa de los receptores D2.

La generaciéon de mesetas despolarizantes espontaneas fue drasticamente reducida
por la activacion de los receptores D2 (n = 5/5; p < 0.05, prueba de Wilcoxon; figura 16).
La aplicacion posterior del agonista SKF-81297 en presencia (n = 3) y ausencia (n = 2) del
quinelorane no recuperd la aparicién de las mesetas (n = 5/5; p > 0.05, prueba de

Wilcoxon).

Control Figura 16. La aplicacion del

agonista D1 fue incapaz de revertir

I :osmnv la disminucién en la generacién de

las mesetas despolarizantes,

provocada por la accion de los

. receptores D2. A, la inyeccion de

EBmv — pequeilos pulsos de corriente

(mostrada en la parte inferior) a

Quinelorane potenciales de membrana

subumbrales (-50 mV), evocaron

despolarizaciones sostenidas que

sobrepasan la duracién del

B estimulo (20 ms). B, el agonista

) quinelorane (5-10 pM) disminuyé

Quinslorane +SKF-81297 la probabilidad de aparicion de las

mesetas. C, El agonista SKF-81297

(1-5 pM) anadido en presencia de

quinelorane fue incapaz de revertir

la accion de los receptores D2. En

C cada condicion se muestran cinco

' trazos de voltaje superpuestos,
registrados consecutivamente.
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El agonista SKF-81297 no revirtié la disminucién en la frecuencia de disparo

ocasionada por activacién de los receptores D2.

Como se menciond en el primer apartado de resultados, la activaciéon de los
receptores D2 disminuyé 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 aplicacion de SKF-81297 en seis células con respuesta positiva a

A Control

WL

o
-

SKF-81297

n=14/17 n=6

i S
2
Modulacion de la fecuencia de disparo (%)
g 82i
3 1 1
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D
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— . —_ =
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L . Quinpirole 3 3 e —
2
é 20 5 N 20
X Quinpirole+SKF-81297
° Control A D2 istan.02
oz oo e +SKF-81207

o4
Corriente {nA)

Figura 17. El agonista D1 no revirtio la disminuciéon en la frecuencia de disparo
provocada por los receptores D2. A, registros obtenidos de una NEM. Se muestran tres
trenes de potenciales de acciéon provocados por la inyeccion de tres pulsos de corriente de
diferente intensidad, en situacién control (columna izquierda), en presencia del agonista
D2 quinpirole (5-10 pM; columna central) y finalmente con quinpirole y SKF-81297 (1-5
uM; columna derecha). B, curva I-F de la célula mostrada en A. El agonista D2
disminuyé la frecuencia de disparo, este efecto se refleja como un desplazamiento de la
curva I-F hacia la derecha. El SKF-81297 aplicado posteriormente y en presencia
constante de quinpirole, no provocé ningun cambio adicional en la curva I-F. C, los
agonistas D2 disminuyeron en un 39 £ 6 % el valor de la frecuencia media de disparo de
la curva I-F (n = 14/17). La aplicacién de SKF-81297 en seis células con respuesta
positiva a los agonistas D2, no revirntié la respuesta de los receptores D2 (n = 6/6). D,
Para cada célula estudiada se muestran los valores de la frecuencia media de la curva I-F,
establecidos por los agonistas D2 y el D1.
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los agonistas D2 no revirtio la respuesta de los receptores D2 (n = 6/6), quedando una
reduccién total del 43 = 7 % (p > 0.05, prueba de Wilcoxon). Control: 42.5 + 4.3 Hz;
agonistas D2: 25.3 =+ 1.4 Hz; agonistas D2 + SKF-81297: 24 + 2 Hz.

La reduccién en la duracién del pot ial de calcio por la activacion de los receptores

D2 es irreversible por ¢l agonista D1.

Como se describié en el primer apartado de resultados (ver figura 7 B del articulo
anexado), la activacion de los receptores D2 redujo en un 25 % la duraciéon de los
potenciales de calcio inducidos por TEA (figura 18, n = 5/5; p < 0.05, prueba de Wilcoxon).
El agonista D1 afiadido a tres de estas células, no provocd ninguna accién adicional por

mads de 30 minutos (figura 18 B).

A 1 +'I‘EA2 TTEA+Quinelorane Figura 18._ 'EI agonista D1 no revirtié

la reduccién en la duraciéon del
potencial de calcio, ocasionada por la
activacion de los receptores D2. A,
registros superpuestos de potenciales
de calcio inducidos por TEA (20 mM).
El agonista quinelorane (5 pM),
disminuyé la duracién del evento en

3 +TEA+Quinelorane+SKF-81297

-70mv un 25 % (n = 5/5). La accién de los
I receptores D2 no se alter6 por la
aplicacion posterior de SKF-81297 (5

uM). Los registros fueron obtenidos
inyectando pulsos de corriente |
180 *TEA despolarizante a una frecuencia baja,
+TEA+Quinelorane (0.1 H2z) intercalados con pulsos
+TEA+Quinelorane+SKF-81297 hiperpolarizantes para prevenir
cambios ocasionados por la
1 - - inactivacién de las corrientes. Los
5 s trazos mostrados fueron seleccionados |
2 de cada uno de los tiempos 1
w0, . . . enumerados en B. B, curso temporal }‘

—i—

Duracidn del potencial de accidn (ms) @
3

40 60 8o 100 del experimento.
Tiempo {min)
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El agonista D1 no revierte la modulacién del PPH por el quinelorane.

La asimetria funcional descrita hasta ahora entre ambas familias de receptores tiene
también lugar a nivel del PPH. En este caso, el agonista SKF-81297 no revirtié la reduccién
en la amplitud de los PPHs establecida por la activacion previa de los receptores D2 (n =
5/5; 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 aplicacién del

agonista D2 fue suspendida al momento de que se afiadié el agonista D1.

A

-55mv B
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10mv
2 0.5nA "
25ma =
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. . S et - 8
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Eo. s
s — .
—_
3 4 “controt
+SKF-84297
/| auineoranesskrsiasy !
Control

la activacion de los receptores D2. A, registros ampliados y superpuestos de los PPHs que
siguen a potenciales de accién (truncados), obtenidos por la inyeccion de un breve pulso
de corriente (= 20 milisegundos). Se comparan los registros: 1- control y en presencia de
quinelorane (5-10 nM); 2- en presencia unica de quinelorane y junto con el agonista
SKF-81297 (1-5 puM); 3- control y en presencia de ambos farmacos. B, se muestra para
cada célula estudiada (n = 5), la variacién en la amplitud del PPH (en valores absolutos
de voltaje) por la aplicacion secuencial de los agonistas D2 y D1.

!
Figura 19. El agonista D1 no revirtié la reduccién en la amplitud del PPH ocasionada por !
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Conclusiones.

- El 100 % de las neuronas en las que primero se afiadié el agonista D1 (SKF-
81297), tuvo alguna de las respuestas electrofisinlogicas caracteristicas de esta familia de
receptores; por otro lado, el 85 % de las neuronas en las que se aplicé alguno de los
agonistas D2, ya sea con o sin la presencia previa del agonista D1, respondié
electrofisiolégicamente. S6lo un alto nivel de coexpresion de receptores funcionales de

ambas familias puede explicar estos resultados.

- La activacion de los receptores D2 revirtié la respuesta de los receptores D1
previamente establecida. Sin embargo, el agonista D1 nunca revirtié la accidén previa de los
receptores D2. Por lo tanto, estos experimentos evidencian una asimetria funcional entre

ambas familias de receptores dopaminérgicos.
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6. DISCUSION.

6.1 Efecto de la activacion de los receptores dopaminérgicos tipo D2 sobre el patrén 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 patron 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
D1, la activacion de los receptores dopaminérgicos D2 no provoca ninguna respuesta
moduladora en la rectificacion anémala de la célula, que se presenta a potenciales de
membrana mas hiperpolarizados (< -80 mV; Pacheco-Cano et al., 1996). Por lo tanto, el
rango de accién de los receptores D2 en la regulacion del disparo de la NEM se restringiria

a potenciales de membrana despolarizados, muy probablemente durante el “up-state™.

El efecto inhibidor de los receptores D2 sobre el patron de disparo de la NEM fue
reproducido sistematicamente en un amplio porcentaje de neuronas (el 81 %; n = 60/74).
Cabe destacar que en ningin caso la accién de estos receptores tuvo una respuesta
excitadora. Este hecho contrasta con otros estudios previos en donde se atribuyé a los
receptores D2 un papel excitador en el disparo de la NEM (ver por ¢jemplo Herrling y Hull,
1980; Uchimura et al. 1986; Akaike et al., 1987). Estas diferencias pueden deberse
basicamente al tipo de metodologia empleada, ya que en varios de estos trabajos para lograr
la activacion diferencial de los receptores D1 y D2, se utilizaron diferentes concentraciones
de DA basandose en la selectividad de esta catecolamina por cada receptor (ver por €jemplo
Akaike et al., 1987). Esta manipulacion tiene el inconveniente de que la DA es altamente
oxidable, ademas de que es recapturada rapidamente por los transportadores de este
neuromodulador. Por el contrario, en los experimentos descritos en esta tesis se utilizaron
farmacos mas selectivos para cada familia de receptores que, a diferencia de la DA, no son
degradados tan facilmente.
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Por otro lado, en los estudios previos se realizaron registros electrofisiolégicos en la
modalidad de fijacién 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 accién moduladora de los receptores dopaminérgicos como
es el caso de la familia D1 (Hernandez-Loépez 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 variacién en el mismo mediante la inyecciéon de

corriente directa.

Por altimo, a diferencia de los trabajos ya mencionados, en los presentes resultados
se evaluo el efecto modulador de los receptores D2 en diferentes eventos determinantes del
disparo celular, como son las mesetas despolarizantes y el PPH, cuya naturaleza iénica ha
sido estudiada en detalle (Hernandez-Lopez et al., 1997; Vilchis et al., 2000; Pérez-Garci et
al., 2003).

El efecto inhibidor de los receptores dopaminérgicos tipo D2 sobre la excitabilidad
de la NEM se suma a la inhibicién de la respuesta postsinaptica excitadora en la NEM,
mediada por l1os receptores glutamatérgicos tipo AMPA (Cepeda et al., 1993, Levine et al.,
1996; Cepeda y Levine, 1998; Hernandez-Echeagaray y Levine, 2002); asi como al efecto
inhibidor que ejerce sobre la NEM para inhibir presinapticamente la liberacion de GABA
en el GPe (Floran et al., 1997; Cooper y Stanford, 2001) y dentro del NE sobre otras NEMs
(Guzman et al., 2002). Actualmente no se cuentan con agonistas selectivos para cada
subtipo de la familia D2 (D2, D3 y D4), sin embargo seria interesante determinar si cada

uno éstos regula procesos celulares de manera diferencial.

6.2 Acciones opuestas de los receptores D1 y D2 en el disparo de la neurona espinosa

mediana.

Los efectos observados por la activacion de los receptores D2 son opuestos a la
respuesta excitadora de los receptores D1 registrada cuando el potencial de membrana de la

NEM se encuentra despolarizado (Hemandez-Lépez 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 fue aislada perfundiendo
antagonistas selectivos para cada una de las dos familias, a través de una canula de
microdiilisis colocada cerca del drea de registro. La accion de la DA endégena sobre cada
una de las familias no bloqueada por los antagonistas reprodujo los efectos descritos
previamente para los receptores D1 (Hemandez-Lépez et al.,, 1997) asi como para los D2

(Hernandez-Lopez et al., 2000).

De manera muy interesante las respuestas excitadoras de los receptores
dopaminérgicos tipo D1, asi como las inhibidoras de los D2, han sido reproducidas en
neuronas espinosas localizadas en el area X y el 16bulo parolfatorio de diferentes aves
(Ding y Perkel, 2002). Estas estructuras guardan un alto grado de semejanza con los
ganglios basales de los mamiferos por su organizacién topografica, conectividad sindptica,
citoarquitectura y neuroquimica (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 (Hernandez-Lopez et al.,
1997 y 2000), sugiere que las funciones fisiologicas del sistema dopaminérgico se

encuentran altamente conservadas en los amniotas (Ding y Perkel 2002).

6.3 Antagonismo dopaminérgico en la modulacién de las conductancias de calcio tipo
L.

Las conductancias de calcio tipo L constituyen el principal blanco de accién para el
antagonismo dopaminérgico observado en la modulacion del disparo repetitivo de la NEM;
la familia de receptores D1 promueve un aumento en las corrientes de calcio tipo L
(Surmeier et al., 1995a,b), mientras que la activacién de los receptores D2 las inhiben
(Hernandez-Lopez et al., 2000). De manera interesante, las vias de sefializacion intracelular
asociadas a cada familia son diferentes, enriqueciendo asi las posibles implicaciones

funcionales de activar cada una.
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La capacidad de los receptores D2 de promover la liberacién 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 caracter
bioquimico. Por un lado, el incremento en los niveles de calcio intracelular provocado por
la activaciéon de los receptores D2 explicaria el aumento de la actividad de la fosfatasa
calcineurina (Nishi et al., 1997) y de la proteina cinasa activada por mitogenos dependiente
de calcio (Yan et al., 1999). Estos eventos han sido interpretados como evidencia del
aumento en la actividad celular por activacion de los receptores D2. Por otro lado, el
bloqueo de los receptores D2 asi como una disminucion en el tono dopaminérgico del NE,
provoca un aumento en la transcripcion de genes de expresion temprana, asi como de la
enzima acido-glutamico descarboxilasa y el neuropéptido encefalina (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 los receptores D2, asi como una disminucion en su actividad debida a una baja
en el tono dopaminérgico, cesaria la supresién de las corrientes de calcio tipo L induciendo
un aumento en la expresion de diferentes genes. Esto ha sido interpretado como una

evidencia bioquimica del papel inhibidor de esta familia 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), resulté en un aumento en la excitabilidad de las neuronas provocado
por la disminucién en la amplitud del PPH. Por otro lado, el bloqueo farmacolégico de los
canales Ca,1.2 y Cavl.3, que median las corrientes de calcio tipo L en las NEMs,
disminuy6 la frecuencia de disparo de la célula mimetizando y ocluyendo el efecto de los
agonistas D2. Estos resultados demuestran que la accién principal de los receptores D2 para
regular la excitabilidad en estas neuronas se da a nivel de las mesetas despolarizantes

sostenidas.

67 TESIS CON__
FALLA DE ORIGEN




Es interesante comparar la accion de los receptores D2 con la modulacién ejercida
por los receptores muscarinicos tipo M1, los cuales al ser activados cuando la célula esta a
potenciales de membrana despolarizados, aumentan la excitabilidad de la NEM reduciendo
notoriamente la amplitud del PPH en mas de un 50 % a través de una via mediada por la
proteina cinasa C (Pineda et al., 1995). El efecto excitador promovido por los receptores
M1 tiene lugar a pesar de que se ha demostrado que su activaciéon promueve también una
disminucién en las corrientes de calcio tipo L (Surmeier, 2000). Trz;bajos de nuestro
laboratorio han demostrado que la activacion de estos receptores colinérgicos disminuyen
también las corrientes N y P/Q conjuntamente (Pérez-Rosellé et al., 2002), que como se
mencioné 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 activacion de los receptores D2 sélo 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 reducciéon en la frecuencia de disparo provocada por la disminucién en la
generacién de mesetas despolarizantes. En el caso de los receptores M1, la reduccioén tan
notable en la amplitud del PPH si podria ser suficiente para compensar su inhibicion sobre

las conductancias de calcio tipo L.

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos a las diferentes subunidades
al que conforman cada uno de los canales de calcio, se ha descrito una
compartamentalizaciéon subcelular en su expresion en diferentes tipos neuronales (revisado
en Catterall, 1998). Las subunidades al¢ y alp que caracterizan a los canales Cay1.2 y
Ca,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 observacion de la actividad regenerativa presumiblemente de origen
dendritico, provocada por el agonista de los canales de calcio tipo L, BAY-K 8644. El
agonista quinpirole inhibié la generacién de estos potenciales, lo que sugiere que los
receptores D2 podrian ejercer su accion principal en el patron de disparo al reducir las

conductancias de calcio tipo L presentes a nivel somato-dendritico.
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Por otro lado, las subunidades al s y alp que determinan la generacién de corrientes
P/Q y N, respectivamente, se encuentran densamente localizadas en las terminales
presinapticas de varios tipos de neuronas (revisado en Catterall, 1998). De modo
consistente con las posibles implicaciones de inhibir las corrientes de calcio tipo P/Q que
estarian localizadas principalmente alrededor de los botones presinapticos de las NEM, se
ha demostrado que la activaciéon de los receptores D2 disminuye la liberacién de GABA
proveniente de las NEMs en el GPe (Floran et al., 1997; Cooper y Stanford, 2001), asi
como en las terminales de las colaterales recurrentes de estas neuronas y que inhiben a otras

NEMs dentro del mismo NE (Guzman et al., 2002).

Los resultados reportados en esta tesis sugieren que la accién de los receptores D2
en la regulacién del disparo de la NEM es mediada principalmente por su modulacion sobre
las conductancias de calcio tipo L. El efecto modulador de dichos receptores sobre otras
conductancias idnicas 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 activacion de
los receptores D2 (Freedman y Weight 1988; Greif et al., 1995), la naturaleza de dichos
canales se desconoce. Por su nula dependencia a voltaje podria tratarse de canales que
median corrientes de tipo “leak™ o bien de canales sensibles a ATP, cuya activacién podria
ser mucho mas relevante durante una condicién de déficit metabdlico celular reduciendo la

excitabilidad de la NEM (Sun et al., 2001).

Por otro lado, el estudio de la modulacion de las corrientes de sodio por la
activacion de los receptores D2 ha arrojado resultados contradictorios (Surmeier y Kitai
1993b). Mientras que en un porcentaje de NEMs, la activacion de los receptores D2 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 participacion de esta
modulacion en la regulaciéon del disparo neuronal. Cabe mencionar que en los resultados
presentados en esta tesis no se apreciaron cambios significativos en la amplitud maxima de

los potenciales de accién ni en l1a pendiente (GV/0t) de su fase despolarizante.
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6.4 Antagonismo D1-D2 en una misma neurona espinosa mediana.

El 100 % de las NEMs expuestas al agonista D1 respondié electrofisiolégicamente
al farmaco, mientras que el 81 2 de las neuronas respondioé a los agonistas D2. Estos
resultados se sumarian al creciente nimero de evidencias anatomicas y fisiolégicas que
demuestra la expresion de miembros funcionales (D1, D2, D3, D4 y D5) de ambas familias
de receptores en una misma NEM (Surmeier et al., 1993a y 1996; Aizman et al., 2000;
David y Harrison, 2002). Esto contradice el modelo tradicional que plantea la segregacion
de éstas neuronas en dos grupos: uno que expresa receptores D1 y que conforma la via
directa; versus otro que expresa los receptores D2 y que da lugar a la formacién de la via
indirecta (Gerfen et al., 1990; Le Moine et al,, 1990). S6lo un 19 % de las neuronas no
respondié 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 encefalina), que no coexpresa ningtna clase de
receptor tipo D2, 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 isoformas D1 y

D5 que pueden ser expresadas en casi la totalidad de las NEM (Surmeier et al., 1996).

Si el grado de colocalizacién de miembros funcionales de ambas familias de
receptores es tan alto, ;qué implicacién funcional tiene el establecimiento de dos vias de
salida del NE?. Una alternativa seria que una poblacion de NEMs respondiera
preferentemente a los agonistas D1 (la “via directa’), mientras que en otra el efecto
predominante seria el de los agonistas D2 (la “via indirecta”). Sin embargo, esta posibilidad
resulta improbable. Como se mostré en los resultados de esta tesis, los agonistas D2
siempre tuvieron una respuesta dominante sobre el efecto del agonista D1, ya sea

revirtiéndolo o bloqueandolo una vez que el efecto D2 ha sido desarrollado.

Esta asimetria funcional debe tener su explicacion en las cascadas de seilalizacién
involucradas por cada familia. En este sentido, es necesario recordar que las vias de

sefializacion asociadas a cada familia son diferentes y que no se limitan a una relacién
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simple estimulacién-inhibicion de la enzima adenilato ciclasa. Seria necesaria la realizacién

de experimentos ad hoc para poder determinar a qué nivel se establece este fenémeno.

La accion dominante de los receptores D2 sobre los D1 podria explicar el bloqueo
de la potenciacion de la respuesta NMDA, provocada por los receptores D1 (Flores-
Hernandez et al., 2002).

Si la accion de los receptores D2 es dominante sobre la ejercida por los receptores
D1 ;en qué momento la activaciéon de estos ultimos podria tener un efecto fisiologico
relevante? Como se mencioné previamente, la DA posee una afinidad hasta 100 veces
mayor por los receptores D2 que por los DI (K; < 0.05 pM vs. K; = 0.5 - 5 uM,
respectivamente). La concentracion homogénea basal de DA en el NE de la rata, estimada
mediante estudios de microdialisis in vivo, es de 5-10 nM. La generaciéon de rafagas de
disparo en aproximadamente el 75 2 de la neuronas dopaminérgicas de la SNc ante la
presentacion de un estimulo reforzante puede elevar la concentracion homogénea de DA a
500 nM e incluso alcanzar una concentracién de 3 uM en el sitio inmediato de liberacién
(datos revisados en Schultz, 1998). En este momento la activacion de los receptores D1
podria ser exitosa, debido quizis al ntiimero menor de pasos limitantes implicados en su via
de seiializaciéon, en comparacion con el de las vias asociadas a los receptores D2. Asi, los
efectos excitadores asociados a los receptores D1 (generacion de mesetas despolarizantes y
facilitacion de la respuesta NMDA) podrian desarrollarse, explicando con ello los periodos
breves de actividad regenerativa fasica (= 500 milisegundos) registrados durante la

realizacién de un movimiento.
6.5 Implicaciones fisiolégicas de la modulacion dopaminérgica vs. la colinérgica.

La correcta realizacion de un movimiento de algiin miembro del cuerpo requiere la
contracciéon de musculos agonistas, en paralelo con la relajacién de musculos antagdnicos.
El NE constituye uno de los posibles sustratos neuronales implicados en esta inhibicién
reciproca. Esto ha sido demostrado por experimentos en los que el enfriamiento local del

putamen resulta en la contraccién simultinea de misculos reciprocamente 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 contracciéon simultinea de musculos reciprocamente

inhibitorios (revisado en Wickens y Oorschot, 2000).

Los diferentes modelos planteados como hipdtesis para explicar el mecanismo
neoestriatal implicado en la correcta interaccion de los miusculos reciprocamente
inhibitorios, tiene como base la inhibicién 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 NEMSs cuya excitabilidad se vea facilitada (por ejemplo, por la
activacion de las fibras corticales), inhibirin lateralmente a otros grupos de NEMs con las
que establecen sinapsis y que no estén tan favorecidos. Basicamente estos modelos tratan
de dar una explicacion de como el NE es capaz de procesar el alto grado de convergencia
de informacion cortical, favoreciendo la salida de informacién relevante para la contraccién
de unos miusculos y la inhibicion 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 simultaneamente la excitabilidad de multiples NEMs en
extensos dominios del NE, en donde su axdn establece contactos sinapticos. Como
resultado del incremento en la excitabilidad de éstas ultimas, la proporcion seiial/ruido en el
“output” del NE disminuiria, favoreciendo asi la contraccion simultinea de musculos
opuestos, resultando en rigidez muscular. La estimulacién dopaminérgica de las
interneuronas colinérgicas provocaria su inhibicion; este efecto estaria mediado
principalmente por los receptores D2 y facilitaria la inhibicién lateral (o ‘“competencia’™)
entre NEMs, incrementando la proporcion sefial/ruido. La ausencia de dopamina, como
seria el caso de la enfermedad de Parkinson, provocaria un aumento en la actividad de las
interneuronas colinérgicas que excitarian simultineamente varios grupos de NEMs

favoreciendo asi el sintoma de rigidez muscular.
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Sin embargo, el papel fisiolégico 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 accion de la DA sobre la NEM, a través de
sus diferentes receptores, podria mediar de una forma mas directa el procesamiento de la

informacién cortical.

El efecto modulador de los receptores D1 sobre la rectificacion andémala de las
NEMs sugiere que las células seran menos responsivas a entradas corticales sinapticas
débiles y desincronizadas. Sin embargo, si un grupo de neuronas recibe una entrada
sinaptica excitadora fuerte y sostenida, éstas seran seleccionadas y podran transitar
favorablemente hacia el estado despolarizado, en donde el efecto de los receptores D1 sera
reforzar la respuesta de disparo a través del establecimiento de las mesetas despolarizantes

y la facilitaciéon de la respuesta glutamatérgica tipo NMDA.

Recientemente se demostrd que la activacion de los receptores muscarinicos M1, al
contrario de los receptores D1, median una disminucién en la rectificacién anémala de la
célula, lo que aumenta considerablemente la resistencia de entrada. Como resultado de ésta
modulacién, la célula transita mas facilmente hacia regiones despolarizadas cercanas al
umbral de disparo, favoreciendo asi el disparo repetitivo (Figueroa et al., 2002). A éste
efecto excitador se sumaria el provocado por la reduccion en la amplitud del PPH (Pineda

et al., 1995), lo que resultaria en periodos de intensa actividad regenerativa.

En contraposicion a estas influencias excitadoras, la activacion de los receptores D2
dotaria a la célula de un mecanismo sumamente eficaz en el control de la excitabilidad de la
célula, mediante la inhibicion directa de la respuesta excitadora de los receptores D1. Esta
accion se sumaria ademas a otros eventos inhibidores, como la rectificaciéon saliente de la
neurona y la actividad GABAé¢rgica ejercida por otras interneuronas en el NE y
posiblemente de otras NEMs.
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En conclusiéon, se podria decir que la actividad colinérgica favoreceria una
disminucién en la proporcién sefial/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, aumentaria dicha proporcién.
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