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Resumen 

La dopamina es 1m modulador crítico para la fullción ele los ganglios basales . Su ausencia 

produce la enfernH'clacl ele Parkinsoll. luchas ele las accioues celulares ele la dopamina a1Íll 

se desconocen. Esta tesis describe la acción presináptica ele los a.gonistas de los receptores 

a la clopamina e11 la transmisión GABAérgica. principal111e11te la llevada por los axones 

colaterales que int.crconectau a las neuronas ele proyccció11 del neostriaclo . Los axones de 

cstas neuronas atrav iesan el globo pálido y proyectan a otros núcleos ele los ganglios basa les. 

Se lesionó las neuronas intrínsecas del globo pálido y se estimuló anticlrómicamente estos 

axones con un electrodo bipolar loca lizado en e::;te núcleo. Esta maniobra reveló una corriente 

sináptica sensible a un bloqueador del receptor GABAA bicuculina cuando registramos en 1mn 

neurona de proyección del neoest.riado. Los agonistas a receptore::; de dopamina del tipo D1 

facilitaron , mientras que lo::; agonista.e; a receptores de dopamina del tipo D2 deprimieron e::; ta 

corriente sináptica. En contras te, la corriente sensible a bicuculina provocada por un estímulo 

intrae::;tria tal no .-e moduló de forma consistente: conforme con e::;tudio::; anteriore::;. Los elato::; 

de la pre::;ente tesi::; ::;e di::;cuten a partir de los má::; recient e::; re::;ultado::; experimentale::; y 

modelos. Las conclusiones son que la inhibición colateral entre neuronas espinosas medianas 

es cuant.itativamente importantf'. sin embargo. para sf'!" fun cionalmente significaJivn esta 

inhibición debe de esta r condicionada al disparo sincronizado de cierto número de neurona.o.; 

de proyección ( espino::;ai:; medianas) . La clopamina ejerce un papel importante en la regulación 

del nivel de inhibición lateral en el neoestriado. 
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Summary 

Dopamine is a critica] 111od11latm of striat.a l function: its abseuce produces Parkinson 

disease. l\ Iost cellula r act.ions of cloparnine are st ill unknown. T h is work clescri bes t h<' 

presynaptic actions of dopaminergic receptor agonists on GABAergic tra11smission betweeu 

neostriatal projectiou 11euro11s. Axou collaterals interconncct projcd io11 ncm ons whose main 

axous proj cct t.o ot her basal gauglia irnclci. l\Iost if not ali of t hcsc prnjccting axom; pass 

through the globus palliclus . Tlrns. we lesionecl thc intrinsic ncurons of the globus palliclus 

a.ne! stimulated neostriatal efferent axons antidromically with a bipolar electrode located in 

this nucleus. This maneuver reveaJed a bicuculline-seusitive synaptic current while recording 

in spiny cells. Dl receptor agonists facili tated whereas D2 receptor agonists clepressed this 

synaptic current. In contra::;t , a bicuculline-sensitive synaptic cunent evoked by field stim­

ulation inside the neostriatum was not consistently modulated; in agreement with previous 

studies. Data are discussed under the light of most recent experimental and modeling re­

sults. Condusiorn; were that, inhibition of spiny cells by axon collaterals of other spiny cells 

is qua.ntitat ively important ; however , to be fun ct iomdly important. this inhibition might be 

conditioned to the synchronized firing of spiny neurons. Finally. dopamine exerts a poten­

t ially important role regulating the exh~nt of lateral inhihition. 
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Capítulo 1 

Introducción 

1.1 Consideraciones Generales 

Las funciones motoras son comandadas por la actividad neural de las cortezas motora y 

premotora (Kemp y Powell. 1970: Claude Ghez. 1991 ). Los comandos corticales se envían 

a la médula espinal donde están las motoneuronas encargadas de activar a los músculos 

que efectúan el movimiento ( Alexander , 1987) . Los ganglios basales regulan estos coman­

dos o programas de activación motora generados por la corteza mientras están en marcha 

(Alexander. 1995: DeLong et. al. , 1983) . Los ganglios basales . como la mayoría de los cir­

cuitos cerebrales, utilizan la neurotransmisión rápida. asociada a receptores-canal activados 

por ligando. y los neurotrnsrnisores glutamato (excitador) y ácido ¡ -aminobutírico (GABA) 

(inhibidor) para conformar sus circuitos. Adem<:Í.':i .. la neurotransmisión rápida está. regula­

da por la llamada neurotrnnsmisión lenta o moduladora . asociada a receptores que activan 

1 



CA PÍTULO l. INTROD UCCIÓN 2 

cadcuc.1s ele seüalización intracelular ( C' .g .. proteínas G). 

Uno ele los nenrot.nrnsmisores moduladores más importante ele los ga 11glios hasales . es la 

dopamina (DA ) (Hornykiewicz . l!)/3: Albín et al.. 1989). Sin DA. el cirrnito de los ga nglios 

basales sufre un colapso total .v deja de funcionar. Esto constitu_H' tlll dramático ejemplo de 

la import<rncia de este 11e11rntnmsmisor. La enfermedad ele Parkinson es q11i zi-ls. la primera 

patología reconocida como desorden de la 11euromodulación y ele la seiialización intracelular 

en 11n circuito cerebral específico( DeLong , 1990: Widuwm11 y DeL011g. 1993: Hirsch et a l. . 

2000: Bergman y Deuschl. 2002). 

1.2 Enfermedad de Parkinson y Dopamina 

La enfermedad ele P arkinso11 (EP) es frecuente. con una prevalencia de 1 a 2 por 1000 en la. 

población general, y ele 2 por 100 en la población mayor ele 65 aüos (Aminoff, 2002). Fue 

descrita. por James P arkinson en 1817 (tomado ele Aminoff, 2002). La definición original no 

ha sufrido grandes modificaciones . Es un síndrome que consiste en una combinación variable 

ele temblor (que generalmente cesa con el movimiento rnhrntario ). rigidez. braclicinecia y 

alteraciones del movimiento y la post.m a (Bergrnan y Deuschl. 2002). Como se comentó 

previamente , esta patología es reconocida como un desorden ele la neuromoclulación asociado 

a la pérdida de las neuronas dopaminérgi cas ele la substancia nigra pars compacta, así como 

la aparición ele inclusiones citopla.smát.icas llamadas cuerpos ele Lewy (Gibb , 1922). La 

pérdida progresiva ele neuronas clopaminérgicas , las cuales inervan al estriado .. sucede con la 
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<'dad . Si11 embargo se req11ierc de 1111a pérdida del 80 a l 90 3 de las neuronas parn ca 11s;u 

los síntomas de la enfcrmrclacl de P arkinson (Tuitc .\· R iss. 2003) . La clepleció11 de clopami1rn 

prornca las clisfuncio11es motoras y dem<li-; signos_,. síntonrns del paclcciI11i ('11to (Tuite y Riss . 

2003). E l t.rntamie nt.o fannacológico de elección en los pasados 30 aiios ha siclo la levodopa 

1111 precm sor ele la dopa111ina. pues la pérdida el e m• 11ro11as dopa mi11Pt-gi<:as sugirió que la 

dopm11ina podría rí'st.ai1rar la función (Cotz ias l't a l.. l(.)fü): Hornykiewicz . 1973). Sin embargo. 

e l t ratamiento a largo plazo con la levoclopa es lirnit ado. _,. la PnfermPcl ad es ele muy difícil 

manejo . Además. exist en eYidencias predínicas que scüaJa.11 que la lerndopa es tóxica para. 

la.'::i neuronas dopa.minérgicas (Cla rke y Guttman. 2002) . Estas limitaciones ha n hecho dirigir 

el trata miento hacia la. m onoterapia con agonistas a los receptores dopaminérgicos . Los m ás 

usado::; se enlistan en la Tabla 1.1 . 

Tabla 1.1: Fármacos usados en la monoterapia para la enfermedad de Parkinson 

Ropinirole Pramipexole Cabergoline P e rgolide 

Publicación de los datos 2000 2002 1999 2000 

Número de pacientes 268 301 ..J.19 294 

Inc ide ncia d e diskinesia 

Comparado con 20 % (/ 25 '/(, (/ 22 o/c.C' 16 %ª 
Levodopa 40 3 5..J. % .. .. 

Inc ide ncia d e fluctuaciones 

Comparado con NA ..J.7 % 34 o/c 33 % 
Levodopa NA 63 % 
Tipo de agonista dopaminérgico D2 D;_¡ D2 D 1 y D2 

"P < 0.05. NA : No Aplica. 

l\ lodificado de Guttma u l\ l y Cla rke CE. 2002. 

Obsérvese que tocios los frínnacm; son agonist as de los receptores clopaminérgico::;. En 

ensayos clínicos estos fármacos ha n demostrado cierta ventaj a sobre el t.ratamiento clásico. 
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Sin embargo. hacen falta más r nsa_\·os clí11icos ele largo plazo para evaluar la calidad el<' 11m1 

m onoterapia que sus tituya el tratamiento con L- DOPA (Parkinson Stucly Group. 2002) . 

Annque es tas t erapias y el discüo de f«-írmacos surgen directam ente ele la invest igación bás ica. 

todavía quedan por clilncicl ar muchos aspectos de las acciones dopaminérgicas a este ni w l. 

Su conocimiento ayudaría al e11tenclimiento ele la fi siología de los ga nglios basales. y de la 

fi s iopatologÍi·l de las enfermedades motoras . l\ Iient.ras más se sabe . se diseüan esqnenrns 

t erapé uticos más específicos parn el tratamiento c! P las enferrneclades motoras. Los Pxperi­

mentos ele investigación básica utilizan los fármacos recientemente cliseüados para dilucidar 

la fi siología.. Este es el caso de la presente t esis . 

1. 3 Los ganglios basales 

Los ganglios basales comprenden grupos neuronales de entrada. como el neostriado (NE) , 

el que a su vez consta de a los núcleos caudado y putamen: núcleos de salida como el 

globo pálido interno (GPi) y la sustancia negra reticulada (SNr ): y núcleos intrínsecos corno 

la sustancia nigra compacta (SNc) , el globo pálido ex terno (GPe) y el núcleo subta lámico 

(NST). E l NST también puede considerarse de entrada pues recibe aferencias corticales 

directas (Anderson.1981: Albin et al .. 1989: Wilson et al .,1988a) . 

E l NE recibe aferentes de toda la corteza (sensorial motora, y de a,<:;ociación ). Esto es. 

recibe copias de perceptos y programas motores en ejecución (Anderson,1981). G rupos ele 

neuronas piramidales arregladas en columnas disparan sincrónicamente (Powel y Mountca.s-
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tle. 1959; Hubel y \i\1iesel. 1977: Alexandcr. 1995 : Georgopoulos , 1994) y en sernencia para 

activar a los músculos que ejecut an un determinado movimiento (sinergia). Hay grupos ele 

neuronas dedicados a cada músculo del cuerpo. Estas neuronas piramidales excitan de mane­

ra simultánea a las neuronas ele los GB. La conexión entre Cx y NE utiliza neurotra.nsmisión 

rápida . es decir. las aferentes corticales al NE son glutamatérgicas y activan receptores-canal 

de los tipo Al\IPA ,. Nl\ IDA Pn las nemo11as postsin<lpticas (l\ k GPPr y l\kGeer. 1993). El 95 

% de la.-; neuronas nPost riatales en roedores son ele provPcción Y GABAérgicas (llamadas es­

pinosas medianas (NEM) debido a la cantidad de espinas dendríticas que poseen) (Chang et 

al. , 1982; Chang y Kitai , 1985) . Responden a la ac tivación cortical con trenes de potenciales 

de acción que anteceden en decenas ele milisegundos a la activación muscular (Alexander 

1995, Schultz y Romo)990, De Long. 1990: Wilson, 1998; Bargas et al, 1991 ; Vergara et 

al 2003). La microestimulación de pequeri.os grupos de neuronas neostriatales activa grupos 

musculares alrededor de una articulación ( Alexander. 1987) . Por lo anterior , la actividad 

de las neuronas espinosas es considerada. la salida funcional del NE y constituye el punto 

de arranque de todos los modelos sistémicos y fisiopatológicos de los GB (Alexander ,1995: 

Mink.1996). 

1.3.1 Vías directa e indirecta 

Las NEl\1 pueden se divididas en dos grupos dependiendo del sitio al cual proyectan sus 

axones (Alexander , 1995) . Un grupo constituye la denominada "vía indirec ta" , que inerva 

a las neuronas del globo pálido ex terno (G Pe) . Aparte ele GABA estas neuronas sintetizan 
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cncefa linas (ENK ). El otro grnpo co11fon11a la 11 \ ·Ía directa" . sns axo11cs e11víau proyecciones 

al globo p<Uiclo interno (G Pi) va la sustancia nigra pars retirnlat a (SN r) . Además ele GABA 

sintetizan sustancia P (SP ) (Albin et al..1989 ; Wibon .1998: Cerfen Y Young. 1988: De Long, 

1990). 

Los núcleos de ::;Rlicla. GPi Y SNr. irn~rvm1 a los núcleos YPntro bRsales d t>l tillamo (T). De 

los núcleos táfamicos ::>urgen circuitos tálamo-corticales que modifican la actividad el e salida 

ele las cortezas motora y prernotorn. A::>í el circuito ::>e inicia y tenniria en la corteza ( Cx). La 

ac tividad neural es regre::>acla a la Cx cle::>pués ele ser contrastada con la entradas sem;oriales 

y ::>e r transform ada por las vías directa e indirecta de lo::; GB. La i11ve::>tigación actual trata ele 

entender que le hacen los GB a los comandos motores ele la corteza. Una hipótesis postula qne 

lo::> GB ayudan a ::>eparar funcionalmente a la::> poblaciones ele neuron a::> que act ivan músculos 

agonis tas de las que activan músculos antagonistas (Mink . 1996) . E::> to tiene que hacerse en 

rápida suce::;ión pues un programa motor está compuesto de una secuencia de comandos que 

activan y desactivan a los grupos musculares involucrados siguiendo un patrón temporal. Los 

músculos antagonist as para un movimiento pueden ::>er sinergistas para otro movimiento. Así, 

mucho::> programas motare::> ::>Ólo son aprendidos después de mucho::> ensayos y práctica. por 

lo que se piensa que los GI3 también están involucrados en el condiciu1rnmiento , la memoria 

y el aprendizaj e de procedimiento::> (Schultz, 1998). 

La.-:; neuronas de los núcleo::; de salida, el GPi y la SNr. son GABAérgicas inhibi torias; su 

actividad es tónica . cli::>paran potenciales ele acción todo el tiempo a frecuencias ele entre 20 y 

50 Hz, produciendo una inhibición ::;o::;tenida ele las neuronas de los circuitos motare::; t á lamo-
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cortica les . E l GPi y la SNr muestra 11 una rcprese11tació11 topogrMica de todos los rnúsc11lo::; 

del cuerpo . La actividad tónica de estos núcleos mant iene inhibida la ac t.iva,ción de grande::; 

grupos muscula res v se opone a la activación generali zada proYocacla por la ac tividad ele la 

formación reticular del tallo cerebral. Para que pueda realizarse la activación de alguno::; 

músculos . esto es . para realizar un movimiento voluntario. ha:· que inhibir selec tivamente 

a las neuronas inhibitorias del GPi o SNr que impiden los mm·imientos ele esos músculos 

(Alexander.1995. Mink. 2003. Wilso11. 2003). 

Es decir , el papel del de los GB es "desinhibir" a los circuitos motores tálamo-corticales. 

La vía directa 

Las neuronas del GPi y la SNr pueden inhibirse selec tivamente cuando reciben ráfagas de 

potenciales de acción enviados por las neuronas GABAérgicas neostria.tales de la vía directa. 

Estas ráfagas de potencia les de acción son comandadas por la Cx (Wilson, 1998) . La conexión 

involucra neurotra.smisión rápida inhibitoria utilizando el receptor canal GABAA. Así, dos 

grupos ele neuronas inhibitorias en serie , uno en el NE y otro en el GPi/ SNr. permiten realizar 

una act ivación neta fo calizada de los núcleos t álamo-corticales mediante desinhibición. Esta 

desinhibición facilita los movimientos voluntarios originados en la Cx (Alexander , 1995). 

Papel de la dopamina sobre las neuronas de la vía directa El neurotransmisor DA , 

liberado por las neuronas de la SNc que innerva al NE. activa receptores para la dopamina 

principalmente de la familia D 1 , en las NEIVls de la vía directa (Albín et al.1989: Gerfen et 
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al. .1990). Su act inu:ió11 hac<' que arnue11te la exc itacióu que ejerce la <-H.:ti \·idad cort ical sobre 

las nemo1rn.:-; espi11 osas del NE (Herná nclez-Lopez et a l 1997: Gono11 . 1997). esto aumenta 

la actin1ción (desi11hibició 11 ) ele los circuitos h:Íla 1llo corticales que act inrn a los músculos 

agonis tas. y por lo t anto. se fa cilitan los movimientos (Alexancler. 1995). 

El Pfécto ··procurador '" de l;:i DA sobre la excitabilidad del NE sP delw a la facilitación 

ele corrientes ele calcio en las neuronas espinosas (Smmeier et al.. 1995. Herná.ndez-Lopez 

et al.. 1997) y a la facilitación ele corrientes sináµti cas de tipo Nl\ IDA (Cepeda y Levine, 

1998). Ambos efectos llevan a un aumento en la act iviclacl ele la;:; neuronas espinosa.s. Sin 

emb<u-go . esta acción faci lit.aclora ele la DA sólo se presenta si la;:; neuronas están siendo 

despolarizadas por los coma11clos corticales. Solo así se alcanza n los voltaj es ele activación 

para los canales iónicos involucrados (ele calcio de tipo- L y ele receptores a glu tmnato t ipo 

N >IDA ). La DA es excitadora a potenciales ele membrana despolarizados. presentes cuando 

la célula está siendo activada, y es inhibiclora. aumentando el umbral de disparo , a poten­

ciales ele membrana hiperpolarizaclos, presentes cuando la célula está en reposo o inhibida 

(Hernández-Lopez et al. , 1997) . Que se presente la acción facili ta.dora o inhibiclora depende 

del potencial ele membrana de la neurona post-sinápt ica . La DA es inhibidorn a poten­

c-iales ele membrana cercanos a los de reposo debido a que también a umenta la activación de 

ca nales ele potasio (rectificadores ele entrada) a potencia les ele membrana nega tivos (Pacheco 

- Cano et al.. 1996). Esto aumenta el umbral c! P disparo neuronal. lo que hace que sea más 

difícil activar una neurona . Ambas acciones de la DA. fac ili ta.dora e inhibiclorn, pueden 

observa rse en la misma neurona, y ambas se deben a la activación del receptor D1 . Esto pre-
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cisamc11te es una di fe rencia entre la 11curot rasmisió11 reí pida y la neuromodulac ión. J\ Iien tras 

que la neurotras misión rápida sólo ac-t.i,·a uno o dos tipos de receptor-canal sobre la neurona 

post-sináptica. la 11 emomod11lación puede modificar la acti,·iclad de varios tipos ele ca nal 

simultáueamente. provocando así. modificaciones complejas en la exc itabilidad que pueden 

depe11der del potencial ele mernbrnna. 

La dopa1ui11a también modula pre-sinápticament.c las tenniualcs ele las NEMs . en sw-; 

uúcleos blauco (GPi y SNr). En la \ ' Ía directa a través de los receptores a dopamiua del tipo 

D 1 , donde facilita. la liberación de GABA en estas terminales (Reubi et al. , 1977: Floran et 

al. 1990: Cameron y Williams. 1993: Aceves et al.. 1995: Rosales et al.. 1997: Harsing y 

Zigmond , 1997; Radnikow y Misgelcl. 1998). 

El que la DA sólo facilite a las neuronas activadas por la Cx. mientras que ayude a inhibir 

a las neuronas 110 activadas , podría servir para que se separen mejor las neuronas que activa11 

músculos agonistas de las neuronas que activan a los músculos antagonistas. Esta separación 

es necesa ria para que las secuencias de ac tivación muscular se sucedan tersa.mente y no de 

m anera brnsca o escalonada. Así. cuando esta separación es deficiente. ha.y co-act.ivación de 

músculos agonistas y antagonist as: lo que provoca rigidez y aún oposición de las extremidades 

a ser desplazad a.'::> pasivamente (signo ele la m eda dentada). Estos signos son característ.icos 

de la EP. 

La acción ele la DA se suma a otras acciones del circuito ele los ganglios bRsales en­

caminadas a separar la act ivación de músculos agouistas y anta.gonist.as. Un mecamsmo 

encargado ele esta separnció11 es la inhibición latera l entre NEJ\ Is ya que co11 es te tipo de 
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inhibición se pued e sclccc io11 ar y elegir los co1w1nclos corticales qu P serán l'.jl'rntados y los c¡11 p 

srn{n suprimidos. E n la prcscnt.e tesis se est11clirá la relevancia fun cional ele la modnlación por 

dopa mina ele es t <1 ihi bición la ter al. Desde las primeras de::;cripciones ana tómic-as dr Ramon 

y Caja! (Ramon y Caja !. 1911) se conoce que la.':> E~b envían col<1terale::; axónicas extensas 

dentro del propio núcleo qnt> hacen sinapsis con otras NE~ Is . Esto ha siclo co11finnaclo por 

es tudios que han nsado diferentes t écnicas de llenado intracelular (B ishop et al..1982: Chang 

et al.. 1981: Kawaguchi et a l..1990: Kitai f' t al..1976 ) o tinción de Golgi (Somogyi f' t a l.. 

1981: Pa.':>ik e t a.1..1979) . Ademá::; , hay evidencia de doble marcado que demufü tra que las 

NEMs ele la vía directa e indirecta e::; tán interconectadas entre si (Aronin et al..1 986; Bolam 

y l zzo , 1988; Yung et al.J996) . Como las NE.l\!Is sintetizan y liberan GABA produciendo 

inhibición de sus proyecciones e interconecciones (P recht y Yoshida, 1971): esta.':> eviden­

cias morfológicas fueron tomadas como el sustrato ele la inhibición mutua entre las NE !Is 

(Groves. 1983). Sin embargo. la evidencia electrofisiológica de la transmisión sináptica entre 

las NEMs estuvo a debate, ya que se pensó que esta inhibición no era cuantitativamente im­

portante (Jeaguer et a l..1994) . Fue hasta que se contó con la posibilidad técnica ele regist rar 

pa res de EMs. que se evidenció elect.rofisiológicamente la existencia e importancia de la 

inhibición lateral (Tunsta.11 et a l. , 2002; Czubayko y Plenz, 2002). 

Por otro lado. la dopamina también cuenta con receptores presináp ti cos en las termi­

nales de algunas aferentes glutamatérgicas que llegan al NE. Se piensa que las acciones 

presinápticas de la DA a f'ste nivel. ayudan a seleccionar ciertas aferentes o ent ra.das excita­

torias. mientras otras son bloqueadas. (Flores- Herná.nclez et a l.. 1997). 
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Uu poteucial de rnc111bra1rn. muy polari zado (-80 111 V). durante el es tado silente. la fuert e 

rcct.ificación por corrientes ele potasio fa cilitada por la DA. y la inhibición lateral. son tocias 

características fi siológicas que hace11 m uy difícil propagar la ac tividad de las NEI\ l (i.e. d 

circui to actúa como hl tro). A esto debemos agregar que cada aferente cortical produce muy 

pocos botones si 11á.pticos sobre 1111a neurona espi11osa: de 1 a '"1 en promedio (Kinca ici et a l.. 

1998) . lin comando cortical debe de sobrepasar cierta intensidad parn pasar el filtro del 

NE. En tPnninos de fi siología corti ca l. se tie11en qne si11crn11izar va rias colnnmas de neuronas 

piramidales para poder activa r a las neuronas espinosas . Ahora bien. cuando el comando 

cor t ical es suficientemente intenso y sincrónico como pa ra generar un tren de potencia les de 

acción en una neurona espinosa. entonces la DA facilita y prolonga la respuesta en virtud 

de las acciones moduladoras que favo recen a las corrientes entrantes de Ca y de del receptor 

a glutamato del tipo NMDA. En otras palabras, una \'ez que el estímulo pasa el fil tro. la 

dopa.mina no deja que decaiga la seüal sino que la amplifica. Esto afina el comando motor 

mejorando la proporción seíi.a l/ ruido. 

Cuando el filtro neostriatal se daüa i. e. , cuando las neuronas neoest riatales se lesio­

nan (por ejemplo en el caso de la enfermedad de Huntington , Corea y a.tet.osis). aparecen 

movirnieutos involuntarios que interrumpen y estorba.u la ejecución de los movimientos volun­

tarios produciendo incapacidad. 
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La vía indirecta 

La vía indirect.a t.ambién posee dos neuronas inhibitorias en serie. Las NEi\l de esta vrn 

inhiben a las neuronas del GPf' cuando rec ibf'n un comando cortical. Las neuronas del 

GPf' son GABAérgicas , disparan ele manera tónica f' inhiben a s11 wz a las neuronas del 

~ST. Así. t•l disparn dt· las J\Ei\l de la vía indin-'ct a t.ie11e cornu uuj etu desi11lliuü ( aume11t.ar 

la actividad) a las 1wnronas del NST. Las nenrn1rn..s del NST también disparan de manern 

sos t.enicla pero son excitatorias (glutamatérgica.s), y sus blancos principales son las neuronas 

de los núcleos de salida (SNr:GPi) (Rinvik et al.1993: Hammoncl et al. . 1978: Alexander 

1995: Smith et al., 1998), adonde mandan conexiones divergentes y difusas (Mink , 1996; 

Mink, 2003). Por lo tanto , la desinhibición del NST producida por un comando cortical, 

aumenta la actividad de las neuronas de GPi/ SNr. Esto produce una sobreinhibición de los 

circuitos t álamo corticales que inhibe la ejecución de movimientos. Si el NST se lesiona, 

aparecen movimientos involuntarios repentinos e incontrolados (ba.lismos). 

El NST también recibe entradas directas de la Cx motora. Por lo tanto, este núcleo hace 

un balance entre las entradas facilitadoras de la Cx motora y las entradas inhibitorias del 

GPe (Bevan et. al.,1995: Hatmann-von et. al...1978: Kita y Deniau. 1981). Solo cuando el NE 

lo permite, inhibiendo a las neuronas del G Pe, se facilitan las entradas corticales y se activa 

con más fuerza el NST: esto redunda en una fnerte inhibición de circuitos talamocorticales 

del movimiento para ciertos grupos musculares. Sin embargo, las entradas corticales al NE 

son de toda la corteza (sensorial y motora ), mientras que las entradas de Cx sobre el NST 

sólo provienen de la Cx motora (Bevan et al.. 1995: Hatmann-von et al. ,1978; Knzle, 1978: 
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Na111bu et al.. 1996) . E l NST. entonces . se e11carga de equilibrar la ac tiYidacl de diferentes 

poblaciones corticales: 1111as se inhiben foca lmente. mie11tras otras mantienen el to110. 

Papel de la dopamina en la vía indirecta P ero sucede q11e las NEJ\ ls de la vía indirec ta 

poseen prefere11t0mP1ltc receptores clopaminérgicos distintos a los que ex presan las neuronas 

de la vía directa. La,'i NE.Ms de la red indirecta expresan 1w:n-orit ariamente receptores del 

tipo D:2. La acti,·ació11 de los receptores de tipo D2 reduce las corrientes persis tentes de calcio 

tipo- L (Hernández-Lopez et a l.. 2000). Por lo ta11 to. su act ivación no favorece la excitación 

cortical, si no que la frena. Así. la DA a través de los receptores a dopamina tipo D 1 fac ilita 

a las neuronas de la vía directa que activan los movimientos y a traves de los receptores 

a dopa.mina tipo D2 deprime el disparo de las neuronas de la vía indirecta que inhiben los 

movimientos. En ambos casos , el result ado final en los núcleos de salida es el de favorecer 

la activación. El grado de oposición o equilibrio entre las redes directa e indirecta depende 

entonces de la DA. Ahora bien , los receptores D2 tienen mayor afinid ad por la DA que los 

receptores D 1 (Missale et al..1998) y están tónica y parcia lmente activados por la liberación 

basal de DA (Schul t.z. 1998). En cambio los receptores D 1 se act ivan por elevaciones fási cas 

de la concentración de DA (Gonon .1997: Hernández-Lopez et. a l.. 1997). Esto sugiere que la 

act ividad tónica y generalizada sobre la ac tividad muscular es modulada por los receptores 

D2 (vía indirecta) , mientra,., que el efecto fásico de la DA sobre los receptores D1 (vía direct a) 

es el que selecciona las poblaciones ele neuronas a act ivar (!\ link , 1996) . La red indirecta 

sen-iría entonces para ajustar el borde o front era entre las neuronas act ivadas ~ - las no 

act i\'adas. 
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Igual que en la vía directa. la dopmuilla es ta modulando pre-sinápt.icamellte los terminales 

ele las NEJ\ fa en sus núcleos blanco ele 1<1 vÍ<I indirecta (GPe). Aquí lo que hace a través de 

los receptores a dopamina del tipo D2 . <d inhibir la liberación ele GABA de estas terminales 

(Floran e t al .. 1997: Harsing y Zigmond. 1997: Cooper y Stanforcl. 2001: Querejeta et al.. 

2001 ). 

Resumiendo. la \'Ía directa activa los circuitos tálamo-corticales del moYimiento por desin­

hibición , mientras la vía indirecta inactiva los circuitos tálamo-corticales del movimiento por 

aumento de la inhibición aportada por los núcleos de salida que son activados por el NST. 

Así, los núcleos de salida parecen equilibrar ambas redes, directa e indirecta , que se oponen 

a este nivel. La clopamina. esta modulando la neurotrasmisión GABAérgica ele manera an­

tagónica en las dos vía.':> , directa e indirecta. aumentado la liberación a través de los receptores 

D 1 y disminuyendo la liberación a través ele los receptores D2 . 

La defi ciencia ele DA provoca.ría sobreactiviclad ele la vía indirec ta e hipoactividacl de la vía 

direc ta. Si la actividad ele la vía indirecta fuera mucho mayor que la ele su contraparte , habría 

una potente inhibición ele los circuitos talamocortica.les del movimiento . Esto resulta.ría. en 

acinesia y braclicinesia, o dificult a.el para realizar o iniciar los movimientos . Otro signo ele 

la enfermedad de P a.rkinson es que los suj etos tienen dificultad en frenar los movimientos 

o en cambiar de un programa m otor a o tro (switch ). Se alivia mediante la inhibición con 

estimulación de alta frecuencia , a las neuronas hipera.c tivas del NST. 
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1.4 El Neoestriado 

Como hemos detallado. la mayor parte ele las aferencias a los ganglios basales pro,·enientes 

ele otras estructuras del Cf~ rebro convergen en el neoestriaclo . Aferenc:ias provenientes ele la 

corteza cerebral (sensorial. motora y ele asociación). ele los núcleos intrnlaminare::; del tálamo. 

ele la sust ancia nigra par::; compact a y del núcleo del raphé dorsal (Albín et a l. .1989: Smith 

f't nl. .1998) . 

El ueoestriaclo se encuentra formado por al me110s ::;eis tipos de neuronas ele diferente 

morfología (DiFiglia y Carey. 1986: Wilson.1986a,1986b) . En los primates y en los roedores; 

las NEMs constituyen el 77 3 y el 95 %; respec tivamente, de la poblac ión de neuronas 

neoestriatales (Bennett y Wibon. 2000). El soma tiene un diámetro de 12 a 20 µm . del cual 

surgen de entre 3 a 6 troncos dendríticos principales , cada uno ele los cuales se ramifica en 

dos procesos, que a su vez se pueden ramificar una o dos veces más , abarcando un volumen 

esférico de 300-500 ¡1m de diámetro. Las dendritas están densamente cubiertas de espinas, 

mismas que contribuyen con casi la mitad ele la superficie total de la célula (Wilson 1998: 

Benuett y Wibon. 2000: DiFliglia et al.,1976). 

Como se elijo anteriormente , antes de salir lrncia sus núcleos blanco el axón ele las NEl\lls 

deja una arborización extensa dentro del estriado que ha.ce sinapsis con otras NE}.fa. El 

número de botone::; que una NEM deja en otra NEM no ha siclo cuantificado , pero se pueden 

realizar aproximaciones indirectas que son comentadas en la discusión de los elatos de la 

presente t esis. 
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E::; tas neuronas ::; intetiza n y libera n el ácido ¡ m11inob11tfrico (GABA) dando u11 efecto 

inhibitorio a sn::; proycccione::; (Precht ·'· Yoshicla. 1971). 

Lo::; axones de las 11e11rouas doparninérgica::; pro,·eniente::; ele la SNc entra11 al e::;t riado ra­

rnificá11do::;e y forma11clo varico::; idade::; que e::; tablecen ::;inapsis "en pa::;sa11t." eu prácticamente 

todo el , -olrnne11 dPI estri ado. La SNc de la rah:i contiene aproxi111adm11e11t f' 8.000 nf' ur011as 

doparninérgica,o.;. rnielltn-1s que cada NE contiene aproximadarneute 2. 8 millone::; de neuronas 

(Oornchot . 1996). lo que re::;ult a ría en un factor ele divergencia de 300 a 400 (Schultz, 1988). 

Cada axon dopaminérgico se ramifica abundantemente en un á rea limitada y emite aproxi­

madamente 500,000 varicosidade::; de las cuale::; se libera DA (Andén et a l. ,1966). Cada NEI\ l 

recibiría en promedio 325 sinap::;is dopaminérgicas (Bennett y vVilson , 2000) . 

Lo::; tipos de neurona::; res tante::; ::;on interneuronas y pueden ::;er agrupado::; en do::; cate­

goría::;: las interneuronas colinérgicas gigantes y las interneuronas inhibitorias , de las cuales 

hay vario::; tipo::;. Alguna::; ::;on identificadas por la presencia de la proteína parvoalbúmina y 

otras por el péptido ::;onrnto::;tatina (Wilson ,1998; Kawaguchi et al..1 993; Bennett y Wil::;on , 

2000). 

Las interneuronas colinérgicas gigantes constituyen del 1 al 23 de las neuronas del NE 

en la. ra ta. Expre::;an la enzima ChAT. Su soma mide entre 50 y 60 ¡1m de diámetro y en el 

NE ::;on las de mayor t. amaíi.o. Esta::; interneuronas constituyen la única fuente de acetilcoliua 

(ACh ) para el NE. El NE posee la mayor concentración de ACh de todo el sistema nervioso 

central (McGeer y McGeer. 1993). 
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Las internem onas innmnoreacti\·as a pa rn dbúrnina son ele na turaleza GA I3Aérgica . S11 

diámet ro somático es de 10 a 30 ¡1111 . Sus cl C'nclritas son lisas en las regiones proximales .Y 

prese11tan varicosidades en zonas clist a les al som <1. Se sabe que aproximadaniente el 207o 

puede expresar receptores del tipo D2 (Lenz et al..1094). 

L -1s inten w nrouas soma tosta tinérgicas se ca rnderi zm1 por lihern r so111atos ta ti m1 v se dis-

tinguen aclem á.-; por expresar la enzima oxido 11ítrico sintetasa (N OS) involucrada en la 

sí11tesis del neuromoclulaclor óxido 11ít rico. Son de tipo bipola r y su soma mide entre 10 y 20 

µrn ele diámetro . sus dendri tas son lisas , 110 espinosas y rara vez se ramifican . 

1.4.1 Receptores dopaminérgicos en el neoestriado 

Los receptores clopaminérgicos han sido divididos en dos grandes familias: una que se en­

cuentra positivamente acoplada a la enzima adenilato - ciclasa denominada D 1; y ot ra que 

inhibe la formación ele adenosina -3-5 monofosta to cíclico (Al\ IPc) denominada D2 (Missale 

et al.,1 998). En ai1os recientes, mediante técnicas de d onación , se han identificado dos iso­

formas del receptor D 1 : los recep tores D1 a y D.c; o D1 b . 1ientras que para la familia D2 se 

han hallado los sub tipos D2 corto, D2 largo, D3 y D4 (Strange, 1990 ; Missale et al. , 1998). 

E l receptor D2 fue el primero en ser clonado (Bunzow et al..1988) . es te consta de una 

secuencia de 41 5 <1 minoácidos. existiendo también una isoforma alterna del receptor D2 ele 

444 aminoácidos (G iros et a l.. 1989: l\ Ionsrna. et al.,1989). P osteriormente se descubrió la 

existencia ele un receptor a DA hi bridizando una. biblioteca de AD Nc del cernbro de la rat a 

con una sonda derivada ele la secuencia del receptor D2 . A este nuevo receptor se le llamó D.1 
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(Sokuloff et al.,1990). Así mismo. de 1111<1 línea celular de neuroblas torna humano se ob t11rn la 

clonación del receptor D4 . clistinguiémlosr clr los receptores D2 v D:i por su alta sclccti,·ielael 

por la dozapina (Van To! et a l..1991). 

E l receptor D 1 se clonó a partir ele bibliotecas génicas así corno por el empleo ele reacc iones 

en cr1cl enr1 cl 0 la poli111 err1s;.1 r1 plicadas eu 11na lí1wa cel11l r1 r de ne11rnhlastolll a (DeanT et r11.. 

1990: S11uaharn et al.. 1990: i\lonsma et al , 1990). E n c<-lulas estri ata les (Zhou et al.1 990). 

utilizando la secuencia de dicho receptor. se aisló el seguuclo miembro ele esta familia al q11e 

se llamó D5 (S unahara et a l.. 1991). 

Los receptores dopaminérgicos forman parte ele una familia extensa ele receptores metabo­

trópicos acoplados a proteínas G y están constituidos por siet e dominios t rans111embra1rnJes 

(Missale et a l..1998; Vallone et al. ; 2000; Sea lfon y Olanow. 2000). La familia de los receptores 

D 1 se caracteriza por poseer una tercera asa intracelular de corta longitud en comparación 

con la familia D2 . E l dominio corto de los receptores D 1 ha siclo asociado con el a.cople 

específico con una proteína Gs que promueve la estimulación de la adenila to ciclasa. Por 

el contrario. los receptores D2 . al igual que otros receptores con segmento largo en est a asa 

intracelular. están asociados con la act ivación específi ca de Gi / o que inhibe la síntesis ele 

Al\ lPc (l\ fü;sale et a l.,1 998: Va llone et a l.. 2000; Sealfon y Olanow. 2000). 

Las dos familias de receptores difieren notablemente en su afinidad por diferentes liganclos. 

Por ejemplo , la doparnina es más afín a los receptores de la familia D2 que a los de la familia 

D 1 . P ara los primeros esta ca tecolamina tiene una const ante de inhibición (Ki ) menor a 50 

n l\ I. mientras que para los receptores ele tipo D 1 se ha reportado uua Ki eutre 0.5 y 5 m l\ l 
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(l\ Iissa le et. al.,1 998) . 

~Iediante el uso dt' trascripciones inw rsHs st'guidas ele reacciones en cade11a ele la polimeras<1 

(RT- P CR ) en cél 11las disociHdas (Sunueier et a l. .1 993b: 1996: NicolH d <1 1. . 2000) sr demostró 

que las neuronas espinosas medianas con niveles detectables ele substancia P pero 110 ele e11ce­

fa lin a (46 o/i de 1111<1 1111H-'s trH de 35 11e11rn11 as) expres¡-¡h ;-u1 Hh1111rl ante AR N111 del receptor D 1. 

Una s11bpoblació11 considerable ele est.e grnpo también coexpresaba AR Nrn pa rn los recep­

tores D2 (19%). D3 (38%). o D4 (25%). P or o tra pa rte. NEl\ ls co11 AR Nm µ arn encefaliirn 

pero no parn subt an cia P (25% ele una muestra ele 35 neuronas) expresaban niveles abun­

dantes de ARNm para los recep tores D2 (isoforma.':i cor ta y larga) y una subpoblación de este 

grupo (10-253) t. ambién coexpresaba AR Nm para las isoformas D1 y D5 . F inalmente, se 

describió una población de NE fa (29 Yo ele su muestra. ele 35 neuronas) con niveles det.ecta­

bles ele ARN m pa ra ambos receptores D 1 y D2 . Así. los seis tipos de recep tor dopaminérgico 

han sido detect.a elos a nivel del neoestriado . La coloca.lización en las NEMS de receptores 

D1 y D2 t.ambié11 se ha demost rado con microscopia confocal de alta resolución (Aizman 

et al.. 2000). siendo t.ambién corroborado por David y Harrison (2002) quienes repor taron 

un 80% de colocalización. Estos ha llazgos ponen en d uda la segregación de los recept.ores 

doparninérgicos en las vías di rec ta e indirect a . cuando menos a nivel del soma. 

1.4.2 Entradas GABAérgicas a las NEMs 

La act ividad de las NEl\.fa es controlada por entradas inhibitorias (Aronin et al.. 1986: Ki­

t. a. 1993). Est as entradas inhibitorias pueden venir ele dos vías: las interneurouas (Kit.a , 1993: 
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De11110tt y Bolam,1994: Jeagu0r f't al.. 199.:!: Kawaguchi et al.,1995: Koos y Tepper.1 999) y 

los axones colaterales el e otrn.'i NEJ\ Is (Park et al..1 980: \;\!ilson ancl Graves. 980: Somogyi 

et al..1 981: Bishop et al.. 1982: Graves. 1983: Aranin et al. 1986: Bolam a11cl lzzo. 1988: 

Czubayko ancl Plenz. 2002: T1mstall et al.. 2002: Koos et al.. 2002) . 

l !na s11bpoblación d0 11em01rns del GPe prowcta11 al NE (25 %) (S pooren et al.1996: 

Narnbu and Llinas. 1997) inervando selectivanwnte a las internem onas GABAérgicas par­

voalbúmina positivas (Bevan et al.,1998) , aunque un porcentaje pequeiio (20 %) puede iner­

var a NEMs. 

Las sinápsis GABAérgicas del NE. tanto de las NEMs como ele las interneuranas GA­

BAérgicas, expresan el receptor met.abotrópico GABA 8 el cual puede estar modulando la 

liberación de GABA actuando como autorecept.or en las terminales; tal como se ha reportado 

para otros núcleos (Kaupma.nn et al. , 1997). En el estriado se ha. identificado el receptor 

de GABA 8 Rl. asi como sus dos isoforma.s GABA 8 Rl a y GABA 8 Rlb (Kaupmann et al. , 

1997) . Su distribución en el NE es homogénea y esta presente tanto e11 las NEMs como en 

la.'i interneurana.s GABAérgicas (Smith et al. , 2000) . 
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Figura 1.1: Diagrama simplificado de los ganglios basales. Las conecciones exitatorias están indicadas en flechas 

amarillas, las conecciones inhibitorias están en negro y la entrada dopaminérgica en rojo. GPe , Globo pálido externo; 

Gpi, Globo pálido interno; IL , Núcleo intralaminar del talamo; AEM, Area extrapiramidal del cerebro medio, CP 

coliculo superior; SNc sustancia negra compacta; S r sustancia negra reticulata; NST, núcleo subtalamico; NVA, 

Núcleo ventral anterior del tálamo, NVL, núcleo ventro lateral de tálamo. 



Capítulo 2 

Planteamiento del problema 

La inhibición lateral entre NEI'vls podrá ser cla\'e para determinar el procesamiento de las 

seüales que llegan al neostriado (Beiser y Houk. 1998: \tVickens et. al.. 1991 ; Wilson y Grm·es. 

1980). Por lo tanto , es importante estudiar la modulación presináptica de las colaterales 

axonicas que interconectan a la;; NE Is. incluida la dopaminergica. Esta sera una nueva 

función para la DA: regular la inhibición lateral. 

PREGUNTAS A RESPONDER: 

• Puede la dopamina modular presin<:l pti camente <i. las terminales GABAérgicas que con­

tac tan a las NEJ\Is? 

• Habría diferencia en la modulación dopaminérgica entre las tenuinales GABAérgicas 

que provieneu de las NEI\Js respecto de aquellas que provienen de las intcrneuronas? 

• Pueden modularse diferencialmente las sinapsis GABAérgicas?. 

22 
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• Las NEJ\b de la , ·ia direct a e indirocL-1 cstan intcrco11ectacla::X 



Capítulo 3 

Hipótesis 

• Si la liberación ele GABA ele las terminales ele las neuronas espinosas en el GPe es 

inhibida por la activación ele los receptores clopaminérgicos de tipo D2 (Floran et al. , 

1997: Harsing y Zigmond , 1997: Cooper y Stanford. 2001: Querejeta et al. , 2001 ), 

entonces. las t.enninales de las colaterales axónicas intra-estriatales que provengan de 

esas mismas 11euronas deberán también ser inhibicla.'l por la activación de los receptores 

dopaminérgicos del tipo D2 . 

• Si la liberación ele GABA ele las terminales ele las neuronas espinosas en los 11úcleos ele 

salida (SNr/ GPi) es potenciada por la activación ele los receptores clopaminérgicos ele 

tipo D1 (Reubi et al. . 1977: Floran et al., 1990: Cameron and \rVilliams. 1993: Aceves 

et al.. 1995: Rosa.les et al. 1997: Harsing and Zigmond , 1997: Raclnikow ancl ~ Ii s­

geld , 1998) . entonces. la.-:; tenninales ele las colaterales axónicas que provengan ele esas 

mismas neuronas deberán también ser potenciadas por la activació11 de los receptores 
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dopaminergicos cid tipo D 1• 

• Si la modulación ele nntoreceptore:; ele tipo GABA8 e:; común para tocio tipo ck 

conexión CADAfrgicn. mtouces. las dos entradas GABAérgicas a la:; NE~ls (colaterales 

e interneuronas) serán modulada:; de igual manera por la ac t.ivación de receptores ele 

tipo CABA,5. 



Capítulo 4 

Metodología 

Lo::; re::;ultado::; presentado::; en e::;ta te::;is fueron obtenidos mediante registros elect.rofisiológicos 

utilizando la técnica de célula entera en rebanadas de cerebro . en la modalidad de fij ación 

de voltaje. La metodología se describe de manera resumida. ya que e:-;t(t explica.da a detalle 

en el artículo publica,do como rn:>ultado de est a investigación. 

4.1 Preparación de rebanadas cerebrales 

Se utilizaron ratas Wistar albinas de 18 días de nacicl <lli (27-28 g ). sin distinción de :-;exo. Se 

lesionó unilateralmente un GPe con ácido iboténico. Después de 3 a 4 días de la lesión se 

:-;acrifica ron los animales por decapi tación con el fin de extraer el cerebro , el cual ::;e sumergió 

inmediatamente en solucióu :-;aliua fría de composición (en mi\ l ): 123 N aCl; 3.0 J\"C l; 1.0 

1'lgCl2 : 1.0 CaCL2 : 25 .0 N aHC0 3 : y 11 glucosa. La solución era saturada con una mezcla 
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de 9G % 0 2 - 5 % C0 2 (298 "1~8 -~ 1 : pH 1.40). Se obtu\"iern11 rebanadas ele 300 ¡nn cl r 

espesor a baj a t emperatura co11 ayuda de un ,·ibra tomo. Una vez obtenid as la.o.; rebanadas 

se ma11tuvieron e11 i11cubación con solución :-; ;dina a t.emperntma ambieute eu un periodo 110 

menor ele 60 min. P os t.erionneHtc las rebanada.-; se tras ladaron a nna cc-ímarn dr registro. 

En estas co11d ic iones C's posible ohte1w r regis tros con fí a bles de 1 w-ís d<' 2 h (k dmación sin 

tlll deteri oro signifi cativo ele la preparncióu . La n ' locidad ele superfnsió11 r s coust ante (3-6 

_!2l}_) . Todos los fcí nnacos que se utiliza11 e11 e] ¡)reseute traba 1· 0 fu eron disueltos previamente 
'llU H • 

en la solución sa lina y se administraron a través del dispositivo de superfusión. 

4.2 Protocolos experimentales 

Los registros se obtienen utilizando la técnica de fijación de voltaje en célula entera. Las 

rebanacl a::J se iluminan con luz infrarroj a y se visualiza n con un sis tema de vicleomicros-

copia. Las corrientes post-sinápticas inhibitorias (IPSCs) fueron provocadas: a) estimu-

!ando antidrómicamente en el G Pe para disecar las IPSC::; provenientes de las colat erales 

(Figura 4. 1-A). b) estimulando intrae::; tria.talrnente para obtener IPSCs m ayoritariamente 

de internemonas GABAérgicas (Fig1 ··H 4.1-B ) y e) en la :·mhst<m cia blanca cortical pa ra 

confirmar que no hubiera difusión ele la ca rga entre u11 núcleo y otro con las intensidades 

de estimulación utili zad a:-;. La.-; respues tas ::;ináptic:as fu eron producidas por un electrodo 

bipolar colocado sobre la superficie de la rebanada a una dist ancia aproxinrncla de 1 mm del 

electrodo ele registro . La intensidad del estímulo fue ajust ada de t a l manera que no fuese 
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posible una difusión de la ca rga lrncia otros núcleos. Así. cuando est imulamos e11 la substa11-

cia blanca cortiu tl. no fue posiblr detectar una corriente sináptica sensible a bicurnlina . La 

intensidad del est.íumlo sr puPdc· ajustar para estimular una sola terminal siná pt.ica (Harn.;p 

ancl Gustafüon. 2001). Nosotros Pst irnulamos para detectar las IPSCs provenientes el e Yarios 

botones sirnipticos. 

A 

F igura 4.1: Dí a.gra ma de la rebanada cerebral donde se muestra la posición de los electrodos de registro y de 

es tim11l ació11. A. Cuand o se es timula ant. ídróm icamente en el GPe y se registra en una NEl\1. B. C uando estimula rnos 

int raest ria ta l mente y regist ramos en una N El'vl 

4.3 Método para evaluar la modulación presináptica 

Para evaluar la inhibició11 y/ o facilitación presiná.pticn utilizamos el protocolo ele fac ilita-

ción por pnlsos pareados, el cual consiste en dos estímulos ele igual intensidad separados 
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por una ventana de tiempo cort a: en IIU('st rus rx¡w rirnent o::; de <-15 a SO ms. De acuerdo a 

la "hipó tesi::; del calcio residual de la facilit ación sinápt.ica" (Ka tz y f\ Iiledi .. 1968. Zuckcr. 

1999). una pequciia fracció11 del ca lcio que entra a las t ermina les en resp11est.a a l primer 

estímulo permanece por varios milisegundos en estas terminales antes ele ser amort.iguado. 

Esta cantidad de c;dcio se aiiade al calcio que ent rn clmante el segundo estímulo. por lo 

t anto. el incrf' 111f'11to en la probabilidad df' f11si ón de l;-1s \'f's írnlas producido por el sPgundo 

est ím 11 lo es maYor. 

Las terminales presinápt icas tienen diferentes probabilidades de liberación que dependen 

en gran medida de la concentración basal de calcio en los botones presinc1 pticos . Así. 

cambios pequeños en di cha conce11t ra,ción tienen efectos muy relevantes en la, libernción del 

neurotrasmisor (Thomson. 2000: Zucker y Regehr. 2002). 

Analizamos los cambios en la tasa de amplitudes entre 8 2 (segundo evento sináptico) y 

8 1 (primer evento sináptico) (~= Tasa de pulsos pareados = T P P). C uando estimulam os 

con pulsos pa reados una terminal presinápt.ica en una solución con calcio norma,! (1-2 mM) ; 

los b otones que liberan el neurot ras misor durante el primer e::;tímulo son los que tienen 

mayor probabilidad de liberación. Durante el segundo estímulo. por el efecto del calcio 

residua l. habría más calcio en las termina les que no liberan durante el primer estímulo. Este 

pequeño incremento de calcio a.11me11ta ría la probabilidad ele liberación ele los botones ele 

menor probabilidad ; provocando un a umento en la liberación del neurotransmisor (TPP > l ). 

En las mismas condiciones experiment a les pero con una solución con ba jo calcio externo 

(;:::; 0. 5 ml\!I), durante el primer estímulo hay una entrada de calcio me11or comparado con 
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las co11dicio11 rs antrriores (calcio uormal) Y solo lil.H'l'<lll pocos botones que tieueu m11y aJt¡1 

probabilidad ele liberación. siendo Sl de menor a mplitud compa.rado cou Sl obtenido en 

uua solución de calcio nonna l. Dmant.e el segundo rst í11111lo. el cc-1lcio residual aument a la 

probabilidad ele liberación ele los demás botones. provocando un aumento en la liberación 

ele nem ot rammlisor (TP P > 1). Este aumento es ma>·or al obtenido en condiciones ele calcio 

nonna l. Esto es. concentraciones bajas de calcio extern o aumentc-1 la fac ilit ación sináptica 

a1111que los e\·entos individuales sean menores. Por ultimo. en condiciones experimentales ele 

a lto calcio externo ( ~4 mM) hay una entrada masi,·a ele ca lcio con el primer estímulo y la. 

mayoría de botones liberan . Esto provoca que Sl sea ele mayor ampli tud comparado con S l 

en soluciones ele calcio externo normal y bajo. P ero cuando llega el segundo estímulo son muy 

pocos los botones que quedan disponibles para libera r provocando una menor liberación de 

neurotransmisor durante S2 (TPP < l) . Hay depresión sináptica durante los pulsos pareados . 

Esto es. concentraciones altas ele calcio externo facili ta la depresión de pulsos pareados. 

P or lo tanto. facilit ación de los pulsos pareados (TPP> 1) significa que los botones sinápticos 

poseen baja probabilidad ele liberación , mientras que depresión ele pulsos pareados (TPP < 1) 

significa que los botones poseen alta probabilidad ele liberación. 

Ell nues tras condiciones experimentales . donde la intensidad del estímulu es t a l que nos 

permite estimular pocos botones incluso uno o dos botones sinápt icos. observarnos varia­

bilidad cm1ntica y la preseucia de fallas (Figura 4.2). La intensidad de la estimulacción 

tiene efec tos simila res a los ca.mbios en la concentración ele calcio extracelular. Así; cuando 

disminuimos la intensidad del estímulo. es como ::;i clisminuyeramos la concentración de calcio. 
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A Control Quinelorane 

-85 ' ' -85_LL_ ---------~ 
~ -....--
~ ~ -------- ----------
~ -----....__-

~ -------
~- -------
~ 

-----....__-

~ ----------
~ -----------...__..- -----....__------ --------------- 10 pA 1 

~ --------
20 ms 

B Sobreposición Sobreposición 

~ ~ 10 pA 1 

e Promedio Promedio 

~ ~ 

P(s1) "" 0.6 P(s1) "" 0.07 

Figura 4.2: Vari ab ili dad cuá nt ica y p resencia de fallas . A- Pulsos pa reados donde :;e ob:;ervan l PSC:;. Nótese q ue 

en presencia de un agoni:; ta de rece ptores a dopa mina del t ipo D2 (q uinelorane 200 n/\ /) el número de fa llas en S 1 

a umenta. B- La :;ob reposición de los trazos hace evidente la \·aria bil idad cuá nti ca. Como t.amb ién la dis mi nución e n la 

probabil idad de la. li beración en el p ri mer eve nto prod ucido por el qu inelorane. C- promedio de todos los trazos donde 

obser1«unos un a ument o en la. facilitación en la T P P prod ucido por el q uinelonrne . (En los regis t.rm; s ubsecuentes sólo 

ilustramos los promed ios . Nótese como 1111 a umento en la TPP refl eja una d ismi11u ciú11 de p (P(.<; J¡=proba bilida.d de 

li berac ión del p ri mer evento sinápt ico. ) 

ambas maniobras producen facilit ación de pulsos pareados. Si aumentam os la intensidad del 

e:-;tímulo a niveles cercanos al máximo depletarnos muchas terminales con el primer estímulo. 

Esto es similar a aumentar la. concentración de calcio, lo que produce depresión ele pulso.· 

pareados. Si la intensidad del estímulo rs moderada observamos facili tac ión o depresión 

similares a la:; observadas con concentraciones de calcio normal. Por lo que tenemos estas 

dos variables para manipular en la situación control. 
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Los argumentos antE'riores uos hacen suponer que si un ueuromoclulador. como la clopa111i­

na. actua a nivel presinapti co. clisrnin11ye11clo la entrada de calcio y por tanto dis111inuyenclo 

la liberación del nemotrasrnisor. cnco11trnrernos facilit ac ión en la tasa ck~ pulsos pareados 

(TTP > 1) . P or el contrario. si el neurotransmisor aunwntará la entrada de calcio a nivel 

presinápt.ico _,- aumentará la probabilidad de liberación d('l nem otrasmisor. hallan:•mos de­

pr('s ió11 <' 11 la t asa de p11lsos pareados (TTP < l ). cp1e ps igrnd a la facilitación dP la liheración 

pr('si ná p t ica . 

Se 11 tilizaron elec trodos de vidrio fa bricaclos a partir de capilares de borosilica to: con 

una resistencia D.C en la punta de 3 a 6 Ji. In . La solución interna consist ió en (m!ll): 

72 K H 2P 0 4 , 36 K Cl , 2 M gCl2 , 10 H E P ES , 1.1 EGT A , 0.2 N a2 AT P . 0.2 N a3CT P. 

5 QX - 314 y 0.5 % biocitina . Nótese que con las concentraciones ele cloro de nuestras 

soluciones externa e interna . Ec1 = -30 m V. por lo que nuestras IPSCs serán entrantes. Esto 

lo hacemos para distiuguir mejor la.-; IPSCs. Además PI! el electrodo de registro tenemos 

Q X - 314 para bloquear la.-; corrientes ele acción tanto ort ocl rórnica.-; corno anticlrómicas , ele 

esta manera evitamos la distorsión de las IPS Cs. 

El es tímulo y la corriente registrada fueron desplegados en el osciloscopio y almacenados 

en cintas ele video (VHS) para su posterior análisis. 



Capítulo 5 

Resultados 

Con el objeto de facili tar la lec-t.ura el e esta tesis los resultados han sido divididos en 2 

apartados. 

5.1 Apartado número 1 

En este apartado se anexa el artículo principal de esta tesis. donde se demuestra que la 

inhibición lateral entre las NEMs es modulada presimipticamente por dopamina. 
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Dopaminergic Modulation of Axon Collaterals 
Interconnecting Spiny Neurons of the Rat Striatum 

Jaime N. Guzmán, 1 Adán Hernández, 2 Elvira Galarraga, 1 Dagoberto Tapia, 1 Antonio Laville,1 Ramiro Vergara, 1 

Jorge Aceves,2 and José Bargas 1 

'Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Mexico City DF 045 10, Mexico, and 2Departamento de Fisiología, Centro de 
In vestigación y de Estudios Avanzados, Mexico City DF 07000, Mexico 

Dopamine is a critica) modulator of striatal function ; its absence produces Parkinson's disease. Most cellular actions of dopamine are still 
unknown. This work describes the presynaptic actions of dopaminergic receptor agonists on GABAergic transmission between neostria­
tal projection neurons. Axon collaterals interconnect projection neurons, the main axons of which project to other basal ganglia nuclei. 
Most if not ali of these projecting axons pass through the globus pallidus. Thus, we lesioned the intrinsic neurons of the globus pallidus 
and stimulated neostriatal efferent axons antidromically with a bipolar electrode located in this nucleus. This maneuver revealed a 
bicuculline-sensitive synaptic current while recording in spiny cells. 0 1 receptor agonists facilitated whereas 0 2 receptor agonists de­
pressed this synaptic current. In contrast, a bicuculline-sensitive synaptic current evoked by field stimulation inside the neostriatum was 
not consistently modulated, in agreement with previous studies. The data are discussed in light of the most recent experimental and 
modeling results. The conclusion was that inhibition of spiny cells by axon collaterals of other spiny cells is quantitatively important; 
however, to be functionally important, this inhibition might be conditioned to the synchronized firing of spiny neurons. Finally, dopa­
mine exerts a potentially important role regulating the extent oflateral inhibition. 

Key words: dopamine; neostriatum; basal ganglia; presynaptic modulation; lateral inhibition; GABA 

Introduction 
Activi ty of neost riatal projection neurons is controlled by inhib­
itory inputs (Aron in et al. , 1986; Kita, 1993) . Inhibition comes 
from two main sources: interneurons (Kita, 1993; Bennett and 
Bolam, 1994; Jaeger et al. , 1994; Kawaguchi et al. , 1995; Koos and 
Tepper, 1999) and recurrent axon collaterals interconnecting 
projection neurons (Park et al., 1980; Wilson and Groves, 1980; 
Somogyi et al. , 198 1; Bishop et al., 1982; Groves, 1983; Aronin et 
al. , 1986; Bolam and Izzo, 1988; Czubayko and Plenz, 2002; Koos 
et al., 2002; Tunstall et al., 2002 ). We asked whether dopamine 
regulates the strength of synapses between projection neurons. 

Syn<•ptic terminals from spiny neurons are presynaptically 
modu lated by dopam ine at their target nuclei (e.g., pallidum and 
substan tia nigra reticulata) (Flo ran et al. , 1990, 1997; Radnikow 
and Misgeld , 1998; Cooper and Stanford, 200 1 ). Consequently, 
our hypothesis was that the same type of regu lation should be 
present within the neostriatum . To address this hypoth esis, we 
exam ined synaptic inhibition between spiny neurons by activat­
ing axon collaterals antidromically from the pallidum (Park et al. , 
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1980). The globus pallidus (GP) was first lesioned with ibotenic 
acid to destroy intrinsic pallidal cells. Related questions were 
whether modulation produced by 0 1 receptor agonists is differ­
en t from, or even opposed to, that produced by 0 2 receptor ago­
nists (Floran et al., 1990, 1997; Radnikow and Misgeld, 1998; 
Cooper and Stanford, 200 1) and whether spiny neurons from the 
direct and the indirect pathways ( Gerfen and Young, 1988; Albin 
et al ., 1989) are synaptically interconnected (Aron in et al. , 1986; 
Bolam and Izzo, 1988; Yung et al., 1996). 

To observe whether there was a difference in the modulation 
of synapt ic curren ts, recordin gs resultin g from axo n collatera ls 
:;!imulation were compared with those evoked after intrastriatal 
field st imulation . The latter responses are likely to be variable 
beca use they come from a mixed so urce of GABAergic term inals: 
severa! classes of in terneurons and recurren! axon collatera ls 
(K ita, 1993; Jaeger et al. , 1994; Kawaguchi et al., 1995; Koos and 
Tepper, 1999; Fitzpatrick et al. , 200 1 ). In case ali interneuron 
types do not respond in the same manner to different classes of 
dopamine receptor ago nists (Aosaki et al., 1998; Bracci et al., 
2002; Centonze et al., 2002 , 2003; Yasumoto et al. , 2002; Gao et 
al., 2003 ), it is expected that variety will make this mixed so urce 
inconsistent when responding to the agonists. In contrast, if an­
tid rom ic stimulatio n from the pallidum evokes 1 PSCs from a 
single source (i.e., axon collaterals) , then the responses in this 
case are likely to be more consisten!. 

A dopaminergic mod ulation should be seen as consisten! , 
however, even after intrastriatal field stimulat ion, if its presence is 
somehow ubiquitous or predominant (Pisani et al. , 2000; Mo-
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Figure 1. Pallidal lesions. A. A 40 µm histological section taken from a sagittal 300 µm si ice 
obtained from an animal perfused transcardially with saline containing choline instead of Na + 

(see Materials and Methods) . Dots approximately depiá the border between pallidum (right) 
and neostriatum (left ). 8, A si milar section taken from an ibotenic acid-lesioned animal. Notice 
a marked reduction in cellular profiles in the right side (pallidum). The inset shows the approx­
imate trajectory of the lesioning needle when using the coordinates described in Materials and 
Methods. lnjeáions were placed as far as possible from the striatopallidal border to avoid 
diffusion of ibotenic acid into the neostriatum . Methylene blue was used to stain the injection 
site. Histological sections were processed far Nissl staining. 

miyama and Koga , 2001; Centonze et al. , 2003 ). Otherwise, mod­
ulation wo uld be concealed by the mixed so urce of differentially 
modulated inputs (Fitzpatrick et al., 2001 ). This work reports 
strong evidence of a selective role of dopamine in the presynaptic 
modulation of recurrent axon collaterals that interconnect spiny 
neuron s. 

Parts of this work have been reported previously in abstract 
form (G uzman et a l. , 2002 ). 

Materials and Methods 
A11imnls. Eighteen-day-old Wistar rats (27-28 gm ) from our animal 
house were lesioned unilaterally in the GP with ibotenic acid (Fig. J ) . 

Under sodium pentobarbital anesthesia (50 mg/kg), animals were placed 
in a stereotaxic instrument (David Kopf, Carnegie Medicine, Stockholm , 
Sweden). Ibotenic acid solution (dissolved in PBS adjusted to pH 7.4 with 
NaOH) or the same volume (3.0 µ g/0.4 µ l) ofvehicle in the controls was 
injected into the GP us ing the stereotaxic coord inates: 1.5 mm posterior 
to bregma, 3.8 mm lateral to the midline, and 5.0 mm from the dura! 
surface. These va lues fo llow the system of Paxinos and Watson ( 1982) to 
establish coordinates (i.e., referred to bregma), but they do not corre­
spond to the values far adult animals (Fig. l B, inset ). Animals were 
anesthetized 1-2 d after the lesion and killed by decapitation. The Na­
tional Institutes of Health publication, Principies o( Lnbomtory Animal 
C11rc, was followed, and procedures were approved by the Animal Care 
Commission of the Instituto de Fisiología Celular. 

Guzman et al. • Dopaminerg ic Modulation of Neostriatal Lateral lnhibition 

Slicc prcp11ratio11 ami c/cctrophysiology. Commonly, the brain was re ­
moved into ice-cold satine (4ºC ) containing the fo llowing (in nm ): 123 
NaCl, 3 KCI, 1MgCl2, 1CaCl2,25Na HCO " and 11 glucose (pH 7.4 with 
NaOH, 298 müsm/l with glucose; sa turated with 95% CO, and 5% 0 ,) . 
Choline-chloride and choline-HCO., q 1bstituted fo;· NaCI a1~d 
NaHCO,,, respectively, when preparation was used to record from palli ­
da l neurons. In these latter cases, rats were perfused transca rdi ally with 
choline-saline previously to hettcr preserve pallidal cell s (Fig. 1 A, right ). 
Parasagittal neostriatal slices (300 µm thick ) were cut in 4ºC saline usi ng 
a vibratome (Ted Pella, Readini::, CA). Sli ces were then transfe rred to 
room temperature saline (23- 25ºC) and .illowed to recover fo r J hr. 
Thereafter, slices were transferred to a custo m Plexiglas recording cham­
ber and superfu sed continuously with OKygenated saline (3-6 ml/min; 
Na-salts in all cases). Individu al neurons were visualized (40X water 
immersion objecti ve) under differential interference contrast enhanced 
visual guidance using infrared videomicroscopy in an adapted upright 
microscope (Diaphot; Nikon, Melville, NY ) with a camera (CCD-1 00; 
Dage-MTI, Michigan City, IN). 

Micropipettes were made with boros ili ca te glass pulled in a Flaming­
Brown puller (Sutter Instruments, Novato, CA) fire polished for DC 
resistances of - 3-6 MD. Because some previous attempts to record 
inhibition between spiny neurons may haw failed as a result of the small 
amplitude of the signa!, our interna! solution hada high Cl - concentra­
tion containing the following (in nrn ): 72 KH2P04 , 36 KCI, 2 MgCl 2, 10 
HEPES, 1.1EGTA,0.2 Na2ATP, 0.2 Na, GTP, 5 QX-314, and 0.S'Yo bio­
cyt in, pH 7.2, 275 müsm/l (Koos et al., 2002 ). QX-3 14 was added to 
block both antid romic and orthodromic un clamped action currents that 
distorted evoked synaptic currents (see Fig. 2A ). A striatal field poten tial 
is shown in Figure 2A 1 to compare the latencies of its antidromic (N1 ) 

and orthodromic (N2) components with th ose obtained in the whole-cell 
configuration. A method to obtain population spikes in slices has been 
described previously (Ba rgas et al., 1998 ). Whn le-cell recordings used 
standard techniques. Cells with zero cunent potential more negati ve 
than - 70 mV, input resistance > 200 M!1, and holding current (in 
voltage-clamp mode) :S0.025 nA to maintain a holding potential nea r 
the resting potential of the cell were chosen. Neostriatal cells were se­
lected deeper than two cell layers below the surface of the si ice. Whole­
cell recordings were made using an Axoclamp 2B amplifier (Axon Instru ­
ments, Foster City, CA ). Whole- cell access resistances were in the range 
of 5-20 MD. Access resistance was monitored continuously, and exper­
iments were abandoned if changes > 20°;., were encountered. No cell 
capacitance, series resistance, or liquid junction potential (2 mV ) com­
pensa tions were made. 

Synaptic events were evoked with a bipolar concentric tungsten elec­
trode ( 12 µm at the tip; 50 ±: 8 kfl OC resistance ) (FH C, Bowdoinham, 
ME). Paired shock stimulation ( 45-50 msec of interstinmlus interva l; 
0.2-0.4 msec duration; 1-4 V delivered to the stimulating electrode ata 
frequen cy of O. 1 Hz) was cont ro lled with a co mputer interface (see be­
low). Isolation units (Digitimer, Hertfordshire, UK) between the com­
puter and the stimulating elect rodes were u sed to quickly adjust stimulus 
parameters during the experiment. The stimulus strength was such that 
cortica l stimulation did not evoke monnsynaptic (charge spread ) or 
polysynaptic (extensive striatal activation ) 1 PSCs (see Fig. 3A ) as tested in 
a sample of si ices. The distance hetween recording and stimulating elec­
trode in ali configurations was - 1 mm. In theory, field stimulation ca n 
be adjusted to stimulate a si ngle synaptic terminal (Hanse and Gustafs­
son, 200 1 ), and the recruitment of a given number of terminals is pro­
portional to stimulus strength (see Fig. 2C3); however, terminals re­
cruited by fie ld stimulation may belong to different axons. Terminals 
releasing during the first shock might be th c;• nnes with the higher prob­
ability of release, whereas those recruited with the second shock might be 
those that had a release probability that was enhanced by residual Ca 2 + 

(Zucker , l 999). Stimulus strength cannot he raised without limit , be­
cause obvious damage to the ti ssue is evident at high intensities. In the 
present study, stimulus strength was maintained below the first local 
"ceiling" or sa turation ofthe intensity-a mplitude plot as shown in Figure 
2C3 (- 1-4 V). Synaptic responses evoked with this stimulus strength 
were recognized by its having quantal va riation (see Fig. 8), and in some 
cases, failures (data not shown), although we did not perform intensity-
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A B e tions made daily using a gravity-driven superfu­
sion system. Equilibrated concentrations uf the 
drugs were achieved in 4-5 min. In this work, 
only one dopaminergic selective receptor agonist 
was used in the same preparation to avoid corn­
plexeffects such as receptor cooperativityor inter­
actions. Ali of the foUowing were purchased from 
Sigma (St. Louis, MO): 6-cyano-2,3-dihydroxy-
7- nit ro-quinoxaline disodium sa lt (CNQX ), 
L>-( -)-2-amino-5-phosphonovaleric a cid (AP5 ), 
1.-glutamic acid lglutamate (G LU)J, SKF 81297, 
SCH 23390, hicuculline, QX -3 14, quinelorane, 
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quinpirole, and sulpiride. 
In11n11110/1istoc/1emistry. Neurons were filled 

Figure 2. Orthodromic responses evoked antidromi cally. A, Top to bottom, Striatal population spike (1) voltage recording (2) 
and whole-cell currents (3) evoked during GP stimulation in the absence of CNQX or QX-314. 8, The scheme depicts the experi­
mental protocol to evoke synaptic activitywith glutamate puffs (1). Synaptic activity is enhanced only alter a glutamate puffin the 
neost riatum (arrows) (2). C, IPSCs evoked alter antidromic stimulation of striatal axons in the GP. Weak stimulus strength 
produces paired-pulse fa ci litat ion (1 ), whereas stronger stimulus strength evokes paired-pulse depression (2). Twenty-five trials 
with failures were averaged for each trace. The intensity-amplitude relationship was plotted (3) for both first (filled circles) and 
second (filled squares) IPSCs. St, Striatum. 

with biocytin during recording. Slices with a 
single filled neuron were taken into consider­
ation for i111111unocytochem istry. A combi na­
t ion nf intracel lui<n label ing and suhstance P 
(SP) or enkephalin (ENK, Leu, or Met ) immu­
nocytnc hemistry, but not bot h, was used to de­
termine the peptide expressed in each recorded 
cell. Sli ces con taini ng injected neurons were 
fixed overnight in 4% paraformaldehyde and 
1 % picric ac id in 0.1 M PBS, pH 7.4. The sli ces 
were then infiltrated with 30% sucrose and cut 
on a vibra tome into 40 µm sections. The sec­
tions were incubated 4-6 hr in PBS solution 
containing 0.2 Triton X- 100 and avidi n conju ­
ga ted to Texas Red ( 12 .5 µ g/ml; Vector Labo­
ra tories, Burlingame, CA) to label the recorded 
neuron. 

Sections were then processed fo r conven­
tional immunocytochem istry and fluorescen ce 
to demonstrate either SP or ENK using com­
mercially available antise ra ( Peninsula Labs, amplitude plots in each case. Unless stated otherwise, traces shown are 

the average of - 2 min recordings ( 1 O traces) taken afte r the amplitude 
had been stab ilized in a given condition. A small hyperpolarizing voltage 
command ( 15 mV) was constantly given during the experiment to mon­
itor input condu ctance. Changes in input conductance were detected in 
sorne cells during the addition of D, receptor agonists (see Discussion ). 

The relative importance of pallidostriatal transmission on spiny cells 
was assessed by comparing the effects of glutamate applications on the 
synaptic activity of the recorded sp iny ce ll. Choline-perfused unlesioned 
animals were used fo r this test. Thus, glutamate was added with pressure 
pulses or "puffs" (20 psi; 1 sec) on either the pallidum or the striatum 
near ( 1 mm ) the recorded neuron (see Fig. 2 B) by mea ns of a pneumatic 
drug ejection system, PDES- 2L (npi Electronics, Tamme, Germany), 
connected wi th a low-resistance pipette (0.2-0.5 M!1) filled with bath 
saline and glutamate (20 µ M) placed - SO µ~t under the slice surface. 

Ali recordings were filtered at 1-3 kHz and digitized with an AT-M I0-
16E IO (Nationa l lnstruments, Austin , TX) DAQ (Nl-DAQ) board in a 
PC clone. On-line data acquisition used custom programs made in the 
Labview environment (National lnstruments). The Nl-DAQ board was 
used to save the data on binary files in the computer hard disk for add i­
tional off- line analys is. 

Data processi11g. Digitized data saved on disk were imported fo r anal­
ysis and graphing into commercial graphing software (O rigin v. 6.; Mi­
crocal, Northampton, MA). l PSC amplitudes were measured from basal 
line to peak for the first response (IPSC 1 ). For the second response 
( 1 PSC2 ), the basal line rema ining from the first response was subtracted. 
Only IPSC I was used to compare amplitudes before and during drug 
application. The paired-pulse ra tio (P PR) was IPSC2 amplitude over 
1PSC 1 amplitude. PPR in the cont rol cond ition was a function of stimu­
lus strength. Lower stimulus strength tended toward facilitation (when 
ali traces including fa ilures were averaged). In a certain range ( 1-4 V) 
controls could exhibit ei ther depression or faci litation. Distribution-free 
statisti cal procedures (Systat v.7.; SPSS, Chicago, IL) were used to find 
data significance. 

P/11m1111cology. Drugs were dissolved in the bath saline from stock solu-

Sa n Carlos, CA) conjugated to fluorescei n isoth iocya nate. SI ices were not 
processed for both antisera but one was chosen in each case. Thus, in each 
trial , either SP- or ENK-negative neurons could also be recorded . There­
fore, our cell samples were divided into four pools with p = 0.25 of 
appearance: SP- and ENK-posi ti ve and SP- and ENK-negative, to report 
dopaminergic actions (see Results). Briefl y, sections were rinsed in PBS 
and incubated for 18-24 hr at 4°C with primary rabbit antibody against 
ENK or SP (diluted 1 :200). Afte r rinsing in PBS, sections were reincu­
bated for 1 hr with secondary antibodies conjugated to FITC ( diluted 
1: 100). Sections were mounted in an anti -quenching media (Vectashield, 
Vector Laboratories) and examined under a confocal microscope (MRC-
1024; Bio-Rad, Natfo rd, UK ) equipped wi th a krypton-argon mixed-gas 
lase r. Two lase r lines emitting at 490 and 560 nm were used for exci ting 
FITC and Texas Red, respecti vely. Immunostained cells were studied 
either on single confocal images or on reconstructed sections made by 
projecting z-series of three to four consecutive con foca l images 1 O µm 
apart collected th roughout the thickness of the section. The background 
noise was reduced averaging three to six images. Digitized images wcre 
transferred to a personal computer (Confoca l Assistant, T. C. Brelje). 
Nega ti ve controls were to run an assay with excess SP or ENK (5 nM ) 
mixed with primary antiserum, or omission of the primary antibodies, 
applying only the secondary antibody. Our goal was to immunoreact 
biocytin-filled neurons. ln - 50% of cases, the biocytin-filled neuron was 
negative (or positive) to the an ti serum tested in the presence of neigh ­
boring positive and negative neurons. 

Results 
Synaptic currents from spiny axon collaterals can be isolated 
Figure 2A illust rates responses of neostriatal neurons after field 
stimulation in the GP in the absence of any blocker. The striatal 
field potential (Fig. 2A 1, population spike) recorded in these 
co nditio ns exhibits N 1 and N2 compo nents. The N 1 componen! is 
known to represen! the population antidromic ac tion po tential, 
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Figure 3. Evoked synaptic responses in a cort icostriatal slice preparation. Top scheme in 
each frame illustrates the position of stimulating and recording electrodes; two medium spiny 
(round) and one local interneuron (ovoid) are symbolized. A, Synaptic currents were evoked by 
cortica l stimulation (in this case, recordingsareaverages of 200 trials). Currents were blocked by 
CNQX (10 µ M) plus AP5 (50 µM). No bicuculline-sensitive component was recorded with these 
stimulating conditions (1-4 V) (see Materials and Methods). B, Stimulation and recording in 
the neostriatum evoked synaptic currents that were only partially blocked by glutamatergic 
antagonists (CNQX and AP5 as before). Bicuculline (1 O µ M) blocked a GABAergic componen!. C, 
Stimulation in the GP (lesioned with ibotenic acid) and recording in the neostriatum . Axons 
from spiny cells were activated antidromically to turn on collaterals interconnecting spiny cells. 
Glutamatergic components (cortical projections also pass through GP) were blocked by CNQX 
plusAP5. A clear bicuculline-sensitive componen! was disclosed. D, Synaptic currents evoked by 
antidromic stimulation in the GP. Reversa! potential was - 28.7 :!:: 7 mV (n = 12), which was 
not significantly different from the chloride equilibrium potential ( - 30.5 mV). 

and it is - 10-20% o f the amplitude o f the orthod romic compo­
nen! N 2 (Ba rgas et al. , 1998 ), m ea ning that in 1 o f 1 O neurons, an 
antid romic spike is evoked with this stimulatio n p ro tocol. In fac t, 
whole-cell record ings in bo th current-clamp (F ig. 2A2) and 
voltage-clamp modes (Fig. 2 A3) sh ow antid ro mic and o rtho ­
drom ic ac tion potential-curren ts with similar latencies as the N 1 

and N2 compo nents in a po rtio n of cells (n = 2 of 10). O rtho ­
d romic spikes arise fro m underlying synaptic events. Figure 2A3 

illustrates a subthreshold synapti c event. An increase of stimulus 
st rength produced the appeara nce o f ac tion cu rrents. This sho ws 
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Figure 4. Dopaminergic modulation of striatopallidal transmission. A, Recording of pallidal 
neurons during striatal stimulation. B, Top to bottom, Control synaptic currents in the presence 
of CNQX (10 µ M) and AP5 (50 µ M). The action of quinelorane (100 nM) reduced synaptic currents 
and increased PPR in six of seven cells; bicuculli ne blocked all currents evoked from the striatum . 
The last trace superimposes ali of the above records. C, Graph summarizing the results. 

that striatopallidal axons ca n be stimulated ant idromically fro m 
theG P. 

Electrical stimul ation, such as that used in Figure 2 A, m ay 
ac tiva te both nearby axo ns (striatopallidal a nd cortica l descend­
ing) and pallida l neurons. To test the possible pa rtici pation of the 
paliidostriatal connection (Rajakumar et a l. , 1994; Bevan et al. , 
1998; Kita and Kita, 200 1) in the respo nses of Figure 2A, we 
needed to stimulate pa llida l somata witho ut ac tiva tin g pass ing 
axons. Glutamate iono tropic recepto rs are loca ted in the soma­
todendrit ic b ut not axonal membrane. Therefore, glutamate was 
admi nistered by pressure (pu ff) with a micropipette loca ted 
aro und the recorded neuron ( 1 111111 ) (Fig. 2B l , scheme) (see 
Materials and Methods). Synaptic ac tivity was enhanced only 
aft er a glutamate puff in the neostriatum (Fi g. 2 B2, ar rows); how­
ever, it was no t enhanced when glutam ate was released o n the G P 
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tensity-amplitude plot of antidromically 
evoked IPSCs is depicted in Figure 2C3. lt 
has a sigmoidal shape with a local maxi­
mum (saturation) for both first (circles) 
and second (squares) IPSCs. Additional 
increases in stimulus strength may recruit 
more terminals (Fig. 2C3, arrow) and give 
a ladder-like appearance to the plot; how­
ever, we chose to limit stimulus strength to 
that which evokes responses equal to or 
below the local maximum, which may 
elicit facilitation (Figs. 2Cl, SD, 6 D) or de­
pression (Figs. 2C2, SE, 6E) for the control 
pair. The amplitude ofthis first maximum 
could attain up to 2SO pA: range, 10-2SO 
pA (n = 6). In contrast, IPSCs evoked in­
trastriatally had a local maximum ampli­
tude range of 20-SOO pA (n = 11) (see 
below) . 
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To assess the extent of charge diffusion 
with this stimulation strength ( = 1-4 V), 
we recorded responses to cortical stimula­
tion. l t was seen that this stimulus strength 
<lid not actívate GABAergic components 
in a neostriatal cell recorded 1 mm apart 
because evoked currents were unchanged 
by bicuculline (n = 10) (Fig. 3A) , but they 
were totally blocked by CNQX plus APS. 
This result suggested that there was no 
charge diffusion from one nucleus to the 
other when the recorded cell and the stim­

Figure S. Dopaminergic modulation of medium spiny axon collaterals. Activation of D2 receptors. Stimulating and recording 
electrodesas in Figure lC.A, Neostriatal neuron filled with biocytin. 8, Same preparation showing neurons immunoreactive forSP. 
C Superimposition of A and Bwith confocal microscopy; recorded neuron was SP positive. O, Top to bottom, First control synaptic 
curren! (in CNQX plus APS) was reduced by 100 nM quinelorane, whereas PPR was increased. Bottom trace shows superimposition 
of top and middle traces. E, Su lpiride (200 nM) reverses the action of quinelorane (100 nM) in another cell. F, Paired line graph 
illustrates PPR changes in a sa mple of spiny neurons ( p < 0.005; n = 10). G, Using the same stimulus strength, mean IPSC 
amplitude (first response of the pair) before and during quinelorane is significantly different ( p < 0.006). 

ulating electrode were 1 mm apart. Stronger 
stimulus strength might produce poly­
synaptic GABAergic components (data 
not shown ). 

The same range of stimulus strength 
and distance between recording and stim­
ulating electrodes was used to stimulate 
intrastriatally ( Fig. 3B) . In this case, 

(n = 6). This result suggests that pallidostriatal input on spiny 
cells is mild. Despite this result, the GP was lesioned in the present 
work (see Materials and Methods) because of a possible selective 
pallidostriatal input to sorne spiny neurons. 

The efferent axons of ali neostriatal projection neurons pass 
through and project to the GP (Bishop et al., 1982; Kawaguchi et 
al., 1990). Results illustrated in Figure 2, A and B, suggested that 
inhibition from medium spiny neurons could be recorded, in 
medium spiny neurons, without important pallidostriatal con­
tamination if antidromic stimulation of striatal axons was given 
in the GP. Figure 2C illustrates a representative test of this infer­
ence: paired-pulse synaptic responses evoked by antidromic GP 
stimulation in the presence of the glutamate ionotropic receptor 
antagonists CNQX (JO µ M) and APS (SO µ M) . This maneuver 
blocked excitatory responses evoked by stimulating descending 
cortical fibers antidromically. In addition, QX-314 (S mM ) was 
used in the recording pipette to block antidromic or orthodromic 
action currents such as those recorded in Figure 2A (see Materials 
and Methods) . These two maneuvers isolated IPSCs evoked by 
antidromic stimulation of striatal axons in the GP (Fig. 2C). 
Weaker stimulus strengths had more probability to elicit paired­
pulse facilitation (Fig. 2Cl ), whereas stronger stimulus always 
elicited paired-pulse depression (Fig. 2C2). A representative in-

CNQX plus APS failed to block ali evoked 
current, anda bicuculline-sensitive (S µ M) synaptic component 
was always recorded. It has been suggested that this IPSC is 
mostly attributable to the activation of GABAergic interneurons 
(Kita, 1993; Jaeger et al. , 1994; Kawaguchi et al., 199S). 

Figure 3C shows that synaptic responses evoked by anti­
dromic stimulation from the GP also have a bicuculline-sensitive 
component, although somewhat smaller than that evoked intras­
triatally with similar stimulation parameters (amplitudes 
mean± SEM): 67 ± 4.S pA (n = 26) versus 93 ± 7.1 pA (n = 17), 
respectively ( p < O.OOS; Mann-Whitney U test). The reversa! 
potential of these IPSCs was - 28 ± 7 mV (n = 12) (Fig. 3D) 
(Ec1 = -30.S mV) (see Materials and Methods). 

Probing dopaminergic receptor agonists with the 
paired-pulse paradigm 
When stimulating in the neostriatum and recording in pallidal 
cells, 100 nM quinelorane reduced the synaptic responses from 
172 ± 42 to 84 ± 38 pA (n = 7;p < 0.02; Wilcoxon's Ttest) (Fig. 
4B). PPR increased from 1.7 ± 0.8 in the control to 2.S ± 0.3 
during quinelorane ( p < 0.02; Wilcoxon's T test) . Quinpirole 
had the same effects (n = 3). Figure 4C illustrates a summary of 
PPR change in a sample of experiments. 
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Figure SA shows a recorded neostriatal 
neuron filled with biocytin (Texas Red im­
munofluorescence). Figure SB shows the 
same field immunoreacted against sub­
stance P. SP-positive neurons were always 
surrounded by SP-negative ones. Figure 
se shows previous figures superimposed. 
The recorded cell was clearly immunola­
beled for SP ( double labeling) and exhib­
ited D2-mediated presynaptic inhibition 
of axon collaterals, as shown in Figure SD. 
Two other SP-positive cells expressed D2 

modulation, whereas four SP-positive cells 
expressed D1 modulation (see below); 
however, we <lid not test the same section 
with both SP and ENK antisera. This 
yielded negative cells. SP-negative cells 
had either D2 (n = 3) or D 1 (n = 3) mod­
ulation when tested. Figure SD (top) 
shows a pair of evoked IPCSs recorded in 
the spiny neuron, as indicated in Figures 
2C and 3C (antidromic GP stimulation). 
Quinelorane ( 100 nM) reduced the first re­
sponse; however, PPR was increased (mid­
dle). Superimposed traces are shown at the 
bottom. It is possible to see a representa-
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tive time course ofthis effect (see Fig. BA). 
Quinelorane effects were blocked by 
sulpiride (Fig. SE), showing reversibility 
and specificity for D2-mediated modula­
tion. Mean PPR increased in a sample of 
neurons from l.l 5 ± O. l to l.52 ± 0.17 
during quinelorane ( p < 0.005; n = 10; 
Wilcoxon's T test) (Fig. SF). Mean IPSC 
amplitude was reduced from 65 ± 6.5 to 
33 ± 5.6 pA ( p < 0.006; Wilcoxon's Ttest) 

Figure 6. Dopaminergic modulation of medium spiny axon collaterals. Activation of 01 receptors. Stimulating and recording 
electrodes as in Figure 1C. A, Neostriatal neuron filled with biocytin. 8, Same preparation showing neurons immunoreactive for 
ENK. C. Superimposition of A and B with confocal microscopy; recorded neuron was ENK-positive. O, Top to bottom, First control 
synaptic curren! (in CNQX + APS) wasenhanced (12of16) by 100 nM SKF 21897, whereas PPR was decreased (14of16). Bottom 
trace shows superimposition of top and middle traces. E, SCH 23390 (100 nM) reverses the action of SKF 81297 in another cell. F, 
Paired line graph illustrates PPR reductions in a sample of spiny neurons ( p < 0.0005; n = 16). G, Using the same stimulus 
strength, the mean of IPSC amplitudes (first response of the pair) before and during SKF 81297. 

(Fig. SG). Quinpirole had the same actions (n = 3). These results 
demonstrate dopaminergic D2-mediated modulation of recur­
rent axon collaterals of spiny neurons. 

Figure 6A shows a neostriatal neuron filled with biocytin, 
whereas Figure 6B shows the same field immunoreacted against 
enkephalins. Figure 6C shows superimposition of A and B. The 
recorded cell was immunolabeled for ENK (double labeling). 
This and three other ENK-positive cells exhibited D 1-mediated 
presynaptic potentiation of axon collaterals, whereas four other 
cells exhibited D2 modulation. Six ENK-negative cells had D2 

(n = 4) or D 1 (n = 2) modulation. Figure 6D shows that first , 
evoked IPSC was potentiated during 100 nM SKF 81297 (n = 12 
of 16), a selective D 1 receptor agonist. The second synaptic event 
was almost always reduced, and therefore PPR was decreased 
(n = 14of16) from l.3 ± 0.13 to 0.9 ± 0.08 during SKF 81297 
(n = 16; p < 0.0005; Wilcoxon's T test) (Fig. 6F) . D1 receptor 
activation was blocked by the selective D1 receptor antagonist 
SCH 23390 (200 nM) (Fig. 6E). IPSC amplitude of the first re­
sponse exhibited a tendency toward significant change from 68 ± 
6.2 to 86 ± 9.2 pA (n = l6;p < 0.09 for Wilcoxon's Ttest, but p < 
0.02 for the Student's t test) (Figure 6G), despite a reduction of 
IPSC amplitude in sorne cells (n = 3of16 cells), probably result­
ing from a postsynaptic change caused by the D 1 agonist 
(Pacheco-Cano et al. , 1996). These experiments show that PPR is 

a more reliable test than IPSC amplitude. W e illustrated the time 
course of one of these cases (see Fig. SB). These results demon­
strate D1-mediated modulation of recurrent axon collaterals in 
spiny cells. 

Actions of dopaminergic receptor agonists on synaptic 
responses evoked with intrastriatal field stimulation 
Figure 7 illustrates the actions of dopaminergic receptor agonists 
on IPSCs elicited by stimulation within the neostriatum (Fig. 3B). 
Quinelorane ( 100 nM), in the presence of CNQX and APS, mod­
ified significantly neither IPSC amplitudes nor the PPR in most 
(70%) cells (Fig. 7A). The time course of a representative case is 
illustrated in Figure 8C. PPR changes were inconsistent from 
mean l .4 ± 0.07 to l.34 ± 0.12 during quinelorane (n = 7; p > 
0.4; Wilcoxon's T test) (Fig. 7 B; compare with Figs. SF and 6F) . 
Average IPSC amplitude was unchanged (Fig. 7C). 

Figure 7D illustrates a typical case for D 1 action (100 nM SKF 
81297). Bicuculline-sensitive currents, evoked intrastriatally, 
were significantly reduced by the D1 agonist ( p < 0.01) (Fig. 7F) 
(Flores-Hernández et al., 2000; Gao et al., 2003). In sorne cases 
IPSC amplitude <lid not change, as seen in the time course of 
Figure 8 D. This is opposite from the findings after antidromic GP 
stimulation. PPR did not change consistently or significantly 
when all cases were taken together: mean l.3 ± 0.16 in controls 
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ronal input impcdance and som at ic sh unt. 
Thus, IPSCs of microvolts o r milli volts can 
be measured when comparing intracellu­
lar (Tunstall et al. , 2002) with whole-cell 
(Czubayko and Plenz, 2002 ) recordings, in 
both adult and young spi ny cells. In 
voltage-clamp mode, unitary IPSCs range 
from 20 to 250 ~'A (Koos et a l. , 2002); the 
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minimum is in the ran ge of quantal events 
in other synapses (Hanse and G ustafsson, 
200 l ) . W it h our stimulatio n parameters, 
the average synaptic current, 67 pA (10-
250 pA ), was in the unitary range. There­
fore, an average of five bo utons per con­
nectio n is a reasonable number (quantum , 
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Cs 1 
) . Similar stimulation parameters 

yielded an average IPSC of93 pA (20-500 
pA) for intrastriatal inhibition, suggesting 
that axon colla tc ral inhibition is quantita­
tively less than interneuron inhibition ; 
however, a spiny ne u ron receives - 10,000 
asymmetrical (K inca id et al. , 1998) and 
- 2500 symmetr ica l syna pses (I ngham et 
al., 1998 ). Symmetrical synapses ca n be 
dopaminergic, cho linergic, or GABAergic, 
with dopaminergic being - 13% ( Robe rts 
et al. , 2002 ). Ass uming that cholinergic in­
puts are a simila r percentage, 650 symmet­
rica l synapses per sp iny cell are not 
GABAergic. Thi s leaves 1850 GABAergic 
synapses per spi ny cell. How many co me 

Figure 7. Lack of consisten! dopaminergic modulation of synaptic cu rrents evoked with intrastriatal field stimulation. Stimulating and 
recording eleárodes as in Figure 1 B. A, Quinelorane (100 nM) does not consistently change IPSC amplitude or PPR. 8, Paired line graph 
shows an inconsistent pattern of PPR change. No more than one-third of cases exhibited a PPR increase ( p > 0.4); sorne showed a 
decrease. ( When evoked intrastriatally, mean IPSC amplitude did not change during D2 agonist ( p > 0.2). D, SKF 81297 (100 nM) does 
not consistently change PPR. In thecaseshown, IPSC was reduced (in contrastto GP antidromic stimulation). E, Paired linegraph showsan 
irregular pattern of PPR change ( p > 0.6). F, lntrastriatally evoked mean IPSC exhibited a striking contras! with antidromically evoked 
mean IPSC; its average amplitude is reduced instead of enhanced ( p < 0.01 ). 

versus 1.3 :!:: 0. 1 during 0 1 agonist (n = 10; p > 0.6; Wilcoxon's 
T test ) (Fig. SE). These results reinforce the view that the two 
different si tes of stimulation (neost riatum and GP) evoke synap­
tic responses from different sets of terminals. 

Discussion 
Measurement of PPR has proven to be a reli able method fo r 
studyi ng presynaptic modulation (Du nwidd ie and H aas, 1985; 
Kamiya and Zucker, 1994; Zucker, 1999; Barral et al., 200 1; Coo­
per and Stanford , 200 1; Gerdeman et a l. , 2002 ). W ith this 
method, a presynaptic 0 2 -mediated mod ul ation similar to th at 
shown on the str iatopallidal pathway (Cooper and Stanford, 
2001; Mengua! and Pickel, 2002) or in the cholinergic or fast ­
spiking (FS) interneurons (Pisani et al., 2000; Momiyama and 
Koga, 200 1; Cen tonze et al. , 2003 ) was shown. Similarly, a pre­
synaptic mod ulation by 0 1 receptor agonis ts as that reported in 
th e striato nigra l pathway (Floran et al. , 1990, 1997; Cameron and 
Williams, 1993; Radnikow and Misgeld, 1998) was also shown, 
despite postsynaptic dopaminergic actio ns (Pacheco-Ca no et al. , 
1996) o n the subthreshold inward rectification (Galarraga et al. , 
1994; Nisenba um and W ilson, 1995; Mermelstein et al. , 1998; 
Farries and Perkel, 2000) that shunts inhibitory inputs (Fitz­
patrick et a l. , 200 1 ). 

To summarize, D 1 receptor agon ists in crease whereas 0 2 re­
ceptor agon ists decrease GABAergic transmissio n between spiny 
cells. 

IPSCs from axon collaterals 
Amplitude dissimilarities of unitary IPSCs reported previously 
(c urren! clamp) were probably attributable to differences in neu-

from axon coll aterals? There a re - 2840 
striatal neurom inside the volume of a 

spiny dendritic tree (Oo rschot, 1996; Kincaid et al. , 1998). Most 
sp iny neurons h ave thei r axon collaterals restricted to this vol u me 
(Kawaguchi et a l. , 1990). If 95°1<1 of the neuro ns are spiny, the 
number of potentially contacti ng neurons o nto a single centered 
sp in y cell is - 2700. O nly - 10% of ne ighbori ng spiny neurons 
are conn ected with o ne another (Czu bayko and Plenz, 2002; 
Tunstall et al. , 2002); therefore, co nn ccting spiny neurons total 
only - 270. An average of five co ntacts yields 1350 inhibitory 
synapses per sp iny cell arising from axon collate rals: two-thirds of 
the GABAergic inputs. A similar calc ulation fo r interneurons ex­
plains the remaining contac ts: 5% of the surroundin g 2840 st ri­
atal neurons a re interneu rons, which is - 140. One-fourth of the 
surround ing spiny cells receive in p uts fro m a centered interneu­
ron (Koos and Tepper, 1999 ), which leaves - 30 interneurons 
converging in a single sp iny cell. Fast - .111d low-threshold spiking 
interne urons might leave up to 15 (ra nge, 8-15) con tac ts per 
spiny cell (Kubota and Kawaguchi , 2000). Thus, 30 X 15 = 500 
co ntac ts from interneuron s. The later calculat io n has experimen­
tal support: 4-27 FS intern eurons m ay converge on a single pro­
jection cell (Koos and Tepper, 1999). This makes an ave rage of 16 
interne urons of a sin gle class conve rgi ng o n a spiny cell , wh ich 
makes 16 X 15 = 240 contacts from one class of interneuron . 
Ass umin g the sa me number of contacts from both GABAergic 
interneuron genres (K ubo ta and Kawa guchi , 2000), the number 
of interneuronal co ntacts is again - 500. Thus, 70% of ali 
GABAergic contacts are from axo n coll aterals, and 30% are from 
intern euron s. These calcu latio ns are subject to erro r (e.g., various 
interneurons may be as complexas in th e cortex), but assuming, 
provisionally, that these percentages may be co rrect, there is need 
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Figure 8, Time course of action of dopaminergic drugs. IPSCs exhibited amplitude variation 
from trial to trial, suggesting that only a few terminals were being activated. Amplitudes in each 
trial and mean amplitude of first IPSC were graphed in all cases (A -D). A, IPSCs were evoked 
wi th antidromic stimulation from the GP, thus favoring activation of terminals from recurren! 
axon collaterals (as in Fig. 10. After several minutes of control recordings, 200 nM quinelorane 
(dopaminergic D2 receptor agonist) was added to the superfusion. Quinelorane reduced IPSC 
amplitude and produced paired-pulse facilitation (PPR > 1 ). Recordings at right, in th is and the 
other trames, were taken before and during drug applica tion, as indicated by the numbers. 8, 
Same experimental arrangement as in A, except that 200 nM SKF 81297 (dopaminergic D, 
receptor agon ist) was administered. A tendency to exhibir larger IPSC amplitudes is accompa­
nied with paired-pulse depression (PPR < 1). ( IPSCs are now intrastriatally evoked (as in Fi g. 
1 8). Quinelorane produced neither amplitude nor PPR changes in most cases. D, Same experi­
mental arrangement as in C, except that SKF 81297 is administered. In this case, there was no 
consisten! change of either mean amplitude or PPR. In several cases, the IPSC was redu ced. 
Stimulus frequency was 0.2 Hz. The traces at right are averages of 2 min recordings at approx­
imate times indicated by the numbers. 

to explain why the 1 PSC that is evoked intrastriatally is la rger and 
why it responds inconsistently to dopaminergic receptor 
agonists. 

First, the distance chosen between stimula ting and record ing 
electrodes ( 1 mm ) very probably decreased th e probability of 
stimulating axon collaterals connected to the recorded ce ll 
(Czubayko and Plenz, 2002; Tunstall et al. , 2002). Second, fi eld 
st im ulatio n ac tivates nea rby axons. Ali o ther thin gs being equal, 
the most potent inhibitio n will come fro m axons that possess the 
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la rgest num ber o f synchro no usly releas ing con tacts . Mo reover, 
intern eurons are prone to fire repet itively and tend to synchro ­
nize one ano ther th ro ugh ga p junctio ns (Koos and Tepper, 
1999), and each termi na l bo uton tends to have mo re th an o ne 
ac tive zo ne (Bevan et al., 1998). In addition, the FS int ern euron s 
preferentially target the perisomati c regio n and not o nly th e den­
drites of projec tio n cells (Be nnett and Bolam, 1994; Koos and 
Tepper, 1999; Ku bota and Kawaguc hi , 2000) . Therefore, a striatal 
field stimulus will be biased towa rd interneurons and a larger 
IPSC (Jaeger et al. , 1994 ). In suppo rt of this inference, large am ­
plitude events (whi ch need a nu mbe r o f synchro no us bo uto ns) 
interspersed with small o nes ca n be reco rded during spo ntaneo us 
synaptic activit y (Fig. 2 B2) . Furtherm o re, 4-a mi nopyrid ine re­
veals two types of inhibiti on in the neostriatum: one asynch ro­
no us with small 1 PS Ps and the other, rh yt hmic, exhibiting bar­
ra ges of large amplitude IPSPs, which persist in the presence of 
CNQX plus APS (F lores- Hern úndez. et al. , 1994). 

Theconcl usio n is tln t fie ld stimulati o n inside th e neostriat um 
activa tes a mixed so urce of GA BAergic terminals favo rin g th e 
term ina ls fro m interneuro ns. A lack o f consistency in the ac tion 
of dopam inergic dru gs o n int ras triatall y evoked in hibitio n, as 
recorded in spiny cells, has been repo rted previo usly (Delgad o et 
al. , 2000; Fitzpatrick et al., 200 1) and probably results fro m a 
great va riety of dopamin ergic ac tio ns o n a diverse array of 
GABAergic terminals and interneurons targeting spiny cells 
(Lenz et al., 1994; Pisa ni et a l. , 2000; Momiyam a and Koga, 200 1; 
Bracc i et a l., 2002; Yas um oto et al., 2002; Cento nze et al., 2003; 
Gao et al., 2003) . When no ne of these ac tions p redorninate over 
the others in most trials, inconsisten t effects sho uld be seen. 

In contrast, antid rom ic stimul ation fro m the GP may isolate 
IPSCs fro m collaterals (Park et al., 1980; Katayama et al. , 198 1; 
Czubayko and Plenz, 2002; Koos et al., 2002; T unstall et al., 
2002). If that were true, a co nsistent dopaminergic modulatio n 
sho uld be see n, which was the case, resulting in the initial desc rip ­
tion of this modulatio n. In addition, neostriatal project ion neu­
rons express D 1 o r D2 receptors (S urmeier et al., 1993; 
Hernandez-Lopez et al., 1997, 2000; Aizman et al., 2000), and 
consistent presynaptic actio ns as the res ult of the activa tio n of 
these recepto rs have been reported at th e ta rget nuclei (Flora n et 
al. , 1990, 1997; Cameron an d W illiam s, 1993; Radnikow and 
Misgeld, 1998; Cooper a nd Stan fo rd, 200 1). Moreover, D 1 

postsynaptic actio ns are fac ilitatory (Hernandez- Lopez et al., 
1997), whereas D1 postsynaptic ac tio ns depress fir ing 
(Hernandez- Lopez et al., 2000) in spiny neurons. Such actio ns 
are consisten! with what was fo und at the terminals of axo n 
collatera ls. 

The GP was lesio ned with ibotenic acid to minimize contam ­
inatio n fro m pallidostriata l fi bers (Kuo and Chang, 1992; Bevan 
et al. , 1998). This contamination sho uld be sm all , beca use local 
stimulatio n o f pa llidal neurons with glutamate showed little ef­
fect on spiny neurons. Pallidal neuro ns are much less than neos ­
triatal neurons (Oorschot, 1996), and o nly o ne-fo urth of them 
innervate the neostriatum ( Bevan et al. , 1998; Kit a and Kita, 
2001 ): 1 o f 240 spin y cells (Oorschot, 1996; Bevan et a l., 1998). 
There are 800 intrastriata l boutons fo r each pallidal cell. More 
than half of them ( up to 80%) innervate intern eu rons (Beva n et 
al., 1998; Kita and Kita, 200 1). Assuming that halfof them (400) 
innervate spiny cells [4.6 X 10 6 bo uto ns; 2.6 X 10 6 spiny cells 
(Oorschot, 1996)1, the res ult is 2 bo uto ns per sp iny cell. T here­
fo re, the probability of ac tiva ting pallidostriatal terminals o n 
spiny neurons instead of axon collatera ls is low; however, a selec­
ti ve pallidostriatal innervatio n to certain spiny cells cannot be 
disca rded . 
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W hi ch is the predomi nan! inhibition' W hen a class of inter­
neuron s is stimulated , the number of ac ti va ted terminals (Kub­
o ta and Kawaguchi , 2000) will rnake a po tent inhibition (Koos 
and Tepper, 1999). O n the o ther hand , if a large group o f spiny 
ce lls has a physiologica l way to be turned on synchronously, the 
inhibitio n of axon collaterals will beco rne relevan t. This may oc­
cur durin g certain net stat es such as the up and down form of 
volt<ige osc illations (Stern et al. , 1998). Thus, the predominan! 
inhibitio n may be co nditioned by th e state of the net (such as 
when co mparin g climbing vs parallel input s o n Purkinje cells). 

Alth o ugh th e effects of dopamine agon ists o n intrastriatall y 
evoked 1 PSCs a re in co nsistent in th e present sa mple, cases of clear 
modulatio n ca n be separated (Delgado et al. , 2000 ), and th ey may 
come from either axon collaterals or interneurons (Aosaki et al. , 
1998; Cento nze et al. , 2003). O n the o ther hand , altho ugh PPR 
did not change consistently during 0 1 receptor agonists, a signif­
ican! and consisten! decrease in 1 PSCs amplitude was seen, sug­
ges ting a mixture of postsynaptic (Flo res- Herná ndez et al. , 2000) 
and presynaptic (Ce ntonze et al., 2003; Gao et al., 2003) 0 1 ef­
fects. T his latter effec t is th e opposite o f th at fo un d on 1 PSCs from 
axon collaterals and striatonigral terminals (Radnikow and Mis­
geld, 1998 ), demonstrating that the sa me m od ulato r may ha ve 
opposite ac tio ns o n different GA BAergic connectio ns and 
neurons. 

Dopaminergic modulation of recurrent inhibition 
0 1 recepto r agon ists increase (Radnikow and Misgeld, 1998) 
whereas 0 2 receptor ago nists decrease (Cooper and Stanford, 
200 1) GABAergic transmission between spi ny cells. D 1 and 0 2 

agonists were effective at nanomolar conce ntra tions, and their 
ac tions we re blocked by their respective antagonists. Combin ed, 
the data demonstra te that terminals in charge oflateral inhibitio n 
express dopaminergic receptors and may be modulated by dopa­
mine. This is supported by a recent preliminary report using pair 
recordings with high intracellular chloride to enhance unitary 
IPSCs (Koos et al. , 2002), as well as by other indirect studies 
(Rebec and C urtis, 1988). It was shown th at neurons immunore­
act ive for SP and ENK received GABAergic synapses modulated 
by either 0 1 or D2 receptor agonists, suggesti ng that pathways 
containing one or both receptor types (Gerfen et al., 1990; Ger­
fen, 2000) communicate with o ne another (Aronin et al., 1986; 
Bolam and lzzo, 1988; Gerfen and Yo ung, 1988; Yung et al., 
1996). 

Physiological relevance 
La teral inhibitio n is a m echanism used to expla in basal ganglia 
fun ction (Groves, 1983; W ickens, 1993 ), beca use it might gener­
a te a type of neuron al co mpetition (Wickens, 1993; Wickens and 
Oorshcot, 2000) to filter , choose, or switch motor programs 
(Red grave et al. , 1999; Bar-Gad and Bergman, 200 1) and con trib­
ute to establish wo rking m emo ry traces (Be iser and Houk, 1998). 
The prese nt ex perimental wo rk shows that late ral inhibitio n may 
be m odulated by dopa mine. 
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5.2 Apartado número 2 

En e::;te apartado se presenta evidencia elect rohsiológica ele la mocl11lació11 presinaptica ele 

las colaterales ele NE.l\ Is por agonistas a receptores de tipo GADA 8 . 
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Modulación presináptica d e las terminales de las colaterales de las NEMs por 

la activación del receptor GABA 13. 

Cuando se estimularoll <111tidrómicame11te las cola terales axónicas de las NEl\ls desde el 

GPe. y se registraron las 1PSCs provocadas en una NEf\1 en presencia de CNQX y AP5. 

el agon ista a los recepton's G A 13A r¡ . haclof<'1 l. a una rnwe11t ración de 500 n 1. red njo la 

respuesta sirn\pt.ica S1 promedio d!:' 47 ± 8 a 22 ± 5 pA (n = 6: p < 0.05: prueba de Wilcoxo11 ) 

e11 tanto qne la tasa de pubos parrados se incrementó de 1.3 ± 0.18 a l. 7 ± 0.23 (p < 0.03: 

n = 6: prueba de Wilcoxon) (Figura 5. 1). El antagonista select ivo a los recep tores GABA 13 

hicl roxisaclofen (500 mM). fue capaz de bloquear este efecto (Figura 5.3), demostrando que 

esta modulación es presinápt.ica y a través ele la activación ele receptores GABA 13 . 

Modulación presináptica de las entradas inhibitorias de las NEM provenientes 

de terminales GABAérgicas intraestriatales por la activación del receptor GABA 13 . 

Estimnlanclo intraestriat.almente y registrando en NEM en presencia ele CNQX y AP5 , el 

agonista a. receptores GABAa baclofen (500 nt--1) , redujo la respuesta sináptica S1 de 148.4 

± 47 a 60 ± 19 (n = 5: p < 0.05 prueba de Wilcoxon) . mientras que la TPP se incrementó 

de 0.8 ± 0.18 a 1.09 ± 0.2 (p < 0.05: n = 5: prueba Wilcoxon) (Figura 5.2). Igual que con 

la.'i 1PSCs de las colaterales , el antagonista GABA8 hidroxisaclofen fue capaz de bloquear el 

efecto del baclofen en las IPSCs evocadas intraestriatalment.e (Figura 5.3) . 

En conclusión .. el GABA 8 , a diferencia de la dopamina no exhibió heterogeneidad en sus 

acciones presinápticas: todas las sinapsis probadas. fueron sensibles. 
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La activacióll ele los receptores GABA H tllodula pre:::>illápticamente la li beración ele GABA 

el e las colaterales que interconectan a las NEf-. l. 
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Figura 5. 1: La ac ti vac ión de receptores GABA a por el agonista e;; pecífico baclofe n. disminu~·ó la:; corr iente;; post­

s i11 ;iptica:; inhi b itoria:; (IPSC's ) prO\·eniente:; de la;; colatera les axónicas . A- Esq uema que ilu;; tra la pos ición del 

e lectrodo de es t. imulación y el de registro . B- Arr iba. l a.~ corrientes s iná pt icm; control en p resencia de CNQX 1mís 

AP5. fueron red ucidas por ba.clofen (500 nM) (trazo med io). produciendo facili tación en la tasa de pul:;os pareados. 

En la pa rte de a ba.jo :;e ;; uperponen los dos t razos a nte riores para ob:;er va.r con claridad el efecto de l ba.clofen. C­

G rá fi ca. que ilustra el camb io en la t.a:;a de pulsos pareados (TPP) (p < 0.03 . n = 6). D- Comparación del promed io 

de la a mpli t ud de la primera IPSCs e n condiciones cont ro l .' · en presencia de baclofen (p < 0.05 ). 
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La activación ele los receptores GABA 8 modula presillápt.icamentc la liberación dr GABA 

de las terminales inhibit.orias intraest riatales . 
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Figura 5.2: La act ivación de los receptore:o GABAa por el agonista específico baclofen disminuyó las corrient es 

post -s i11ápt ica::; inhibitorias (JPSCs) activadas por es tinmlac ióu i11traestria ta l. A- Esq uema que ilustra la posición J e 

los elect rodos de e::; timulación .\·el de registro. B- Arriba .. las corriP11t es s i11á pticas control PI! prPsPncia de CNQX y 

AP5. fu eron reducidas por bac lofe11 (500 nM) (en meJio) , prod11cie11 do fac ilit ac ió n en la tasa J e pulsos pa reados . En 

la partP de abajo se s uperponen lo:; dos t razos a nt.Priores para ob:;ervm con clarid ad el efecto del baclof Pn. C- G ráfica 

de ¡rnlsos pareados que ilustra el cambio en la tasa de pulsos parpaJos (TPP) (p < 0.05, 11 = 5). D- Comparación 

del p romedio dP la ampli tud de la primera lPSC en co nd iciones control y en presenc ia de baclofen (p < 0.05). 
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Figura 5.3: C urso temporal del efecto del baclofen y bloqueo por 11n ant agonista ::;elect ivo. A- TPSCs ele las 

colaterales provocadas por un estímulo a nt idrómico. El antagon ista a GABA B . hidroxisaclofen (500 nJVl) es capaz 

ele impedir la ma:rnr parte del efecto del agonis ta b;iclofCl1. El efecto aparece al remoYer el a ntagon ista del medio. 

Los trazos represent at i,·os a la derecha se obt uYieron <londe se indica con número en el curso temporal. Obsérvese 

el aumento en la TPP. B- IPSCs prococada:; por es t ím11lo int raestriata l. De igua l ma nera que en A. el a ntagonista 

hidroxisaclofen es capaz de bloquear el efecto de l ago nis ta baclofen. El efeclo se n 1elve ev idente cua ndo se rd ira el 

a nt.a.gon ist.a de la s uperfusión los trazos represe nt a t.i,·os a lri derecha se obtuvieron dond e se indica con número en el 

curso temporal. 
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Discusión 

La entrada sinápticaGABAérgica a las neuronas espinosas medianas puede proceder ele ax­

ones colaterales ele otras neuronas espinosas medianas (Aronin et al..1986; Bishop et al..1982, 

Bolam et a.1..1988; Lenz et al. ,1994. Wilson et al..1980: Yung et a.1. ,1996) , o ele interneuronas 

GABAérgicas intrínsecas al neoestriaclo (Bennett et al..1994: Cowan et al.,1990: Kita. ,1996: 

Kita et al.,1990: Plenz et. al..1998; Kawa.guchi et al..1989). La estimulación anticlrómica des­

de el GPe nos permitió aislar electrofisiológicamente las entradas GABAérgicas provenientes 

ele las colaterales axónicas que interconectan a la.':i NEl'd. Encontramos que la clopamina mod­

ula la liberación ele GABA ele estas terminales. Los agonistas ele los receptores a dopa.mina 

del tipo D 1 incrementaron la liberación de GABA. ele manera similar a lo que ocurre en las 

terminales estriato-nigraJe:s ele la vía directa. donde se ha reportado que la activación del 

receptor D1 modula presinápticamente estas terminales aumentando la liberación ele neuro­

transmisor (Reuoi et al.. 1977; Floran et al.. 1990: Cameron ancl Williarns. 1993; Aceves et 

39 
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al. , 19%: Rosa les et al. . 199 7: Harsing ancl Zigmond . 1997; Radniko\\" atH.l l\ Iisgelcl . 1998). 

Por el cont rario. la ac tivación ele los recep tores a dopa.mina del tipo D 2 . provocó una clis­

rn innción de la liberación de G ABA r n las cola tera les de las NEi\ Is. el e igna l nrn nera a corno 

lo hace en las t erminales ele los núcleos de salida ele la \ 'Ía. indirecta (GPe) (Floran et al.. 

1907: Harsing , , Zigmond . 1997: Cooper Y Sta nfo rcl . 2001 : Querejeta et al .. 2001) . 

Las IPSCs provocadas por estimulación auticlrómica en el globo pálido t uvieron una am­

plitud promedio de 67 pA (rango entre 10-250 pA). Mientras que las IPSCS pro, ,ocadas por 

estímulación intraest riatal fueron m ás grandes: 93 pA (rango ent re 20-500pA): sugiriendo 

que la inhibición colateral es cuantit a tivamente menor que la inhibición proveniente de las 

termina les neoestriatales . Hasta el m omento no existe ningún trabajo que describan la canti­

dad ele botones siná.pt icos que deja una NEM sobre otra: no obstante existen estudios donde 

se aporta suficien te in formación como para hacer un cálculo aproximado. Así: una NE:~v1 

recibe 10.000 sinápsis asimétricas (glutama térgicas) (Kincaid et al..1 988) y 2500 sinápsis 

simétricas (Ingham et al. , 1988) . Las sinápsis simétricas pueden ser dopaminérgicas , col­

inérgicas . o GABAérgicas. Aproxirnadameute el 13% son clopaminérgicas (Roberts et al.. 

2002). si consideramos un porcentaje similar para las ent radas colinérgicas. tendríamos qne 

G50 sinapsis simétricas no son G ABAérgica;:,. por lo que una NE:d i·ccibiría a lgo así corno 

1850 sinap sis GABAérgicas. 

Cuantas ele estas sinapsis GABAérgicas provienen de otras NEl\!Is, y cuantas ele las in­

t.erneuronas? Ha.y 2840 NEl\ls dent ro del volumen dendrítico ele una NEl\ I (Oorschot. 1996 ; 

Kincaicl et al. , 1998). La mayo r pa r te de los axones colaterales ele las NEl\ Is están circun-
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scritos a este volumen (Kawaguchi et al. . 1!)90). E11 la rata las NE l\ Is constituye11 el 95% de 

la población neuronal en el NE (Bennett Y W ilson . 2000). Por lo t anto el número de cont.ac­

tos potenciales con otra NEl\ I es ele 2700. P ero solarnente el 10% de NEl\ Is están conectad as 

entre sí (Czubayko y Plenz. 2002: Tunstall C't a l. . 2002). P or lo que 270 NEl\ Is podrían esta r 

interconectadas . C inco contactos es un pro1m'dio razonable pues la amplitud promedio ele 

las IPSCs fu e de 67 p A con 1m inh~rvalo de 10 a 250. Si 1111 m anto mide de 10 a 20 pA . 

tendrfa mos que 1350 sinapsis inhibitorias pro,·ienen de axones de otrns NEl'vl s. Esto es dos 

terceras pa rt es de las entradas inhibitorias de una NEl\ I. Un cálculo similar para las entradas 

inhibitorias provenientes de interneuronas nos da que el 5% de 2850 neuronas , que abarca el 

volumen de una NEM, serían 140 interneuronas. Koos y Tepper (1999) calcula.ron los limites 

máximo y mínimo de convergencia y divergencia . así: la divergencia está en los rangos de 

135-541 NEMs por interneurona con disparo de alta. frecuencia (conocida como 11 fast spiking " 

o FS en inglés). P or lo que la convergencia es ele 4-27 F S por NEl\ I. Tanto las interneuronas 

FS como las de disparo de bajo umbral (conocidas como 11 low tlueshold spiking" o LTS en 

inglés) pueden deja r entre 8 a 15 contactos por NE!\I (Kubota y Kawaguchi , 2000). Esto 

hace un tota l de 32 (mí11irno )- 405 (máximo) = 4x15 (mínimo) - 27x15 (1míximo) contactos 

de interneuronas sobre u11a. NEM . E n promedio 16 interneuronas ele una sola dase esta rían 

convergiendo en una NEM. así tendríamos 16x15= 240 contactos de una sola clw-;e de in­

ternem onas GABAérgicas. Asumiendo que las dos clases de interneuronas GABAérgicas 

dan a la NEM el mismo número de botones. t endríamos 500 contactos provenientes de in­

terneuronas. Entonces. el 70% de las sinápsis GABérgicas sobre las El\ I sería proveniente 
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de axo11es ele otras NE1 l. y el 30% Yern.lría de interneurouas. 

Por qué entonces las amplitudes promedio de las IPSCs . prow nientes de las interneuronas. 

so11 mayores. qne las pro\·c1lieut es de las colatera les axó nicas? La inhibición rn <:Ís potente 

hac ia las NE1I parece ven ir de las interneuronas. pues sus axones posee11 mayor número 

df' sitios sincrónicos dP lihPn1c ió11. adern<:Ís de que las int f' rneuro11as p11 f'dP11 nnirs<' Pntn-' sí 

por medio de sinápsis e!Pc tricas (Koos y TeppPr. 1999). Cada terminal ele una neurona FS 

puede tener más de m1a zona act iva (Be\·ai1 et al. . 1998). preferentemente hacen sinápsis 

con la región perisomática (Kom; y Tepper. 1999). Al contrario . la inhibición latera l entre 

las NEM es difusa y altamente divergente (Czubayco y Plenz , 2002). La probabilidad de 

encontrar NEMs conectadas entre sí es inversamente proporcional a la distancia de registro , 

entre más alejados estén el sitio ele estimulación y el de registro menos probabilidad hay ele 

que dos NE Is estén conec tadas (Czubayco y Plenz. 2002: Tunsta.11 et al. , 2002). La distancia 

elegida entre el electrodo de registro y el electrodo de estimulación en el presente trabajo fue 

de 1 mm. por lo que muy probablemente disminuimos la posibilidad de estimular cola terales 

axónicas cuando estimulamos dentro del NE. Así, aunque dentro del estriado hay terminales 

tanto de colaterales axónicas como de interneuronas , es posible que nuestras condiciones 

favorezcan la activación ele aquellas sinapsis que provienen ele Jet.,, interneuronas . 

Cuando se realizaron prnebas para. ver si las corrientes provocadas intraestriatalmente e­

nrn susceptibles de ser moduladas por agonistas a receptores de dopamina tanto del tipo D 1 

como del tipo D 2 , no encontramos consistencia en los resultados. esto es. algunas veces había 

y otras veces no había modulación. unas veces la modulación iba en un sentido ( e.g .. clepre-
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sión) otras en d otro ( r .g .. facilitación); evidmciaudo di versos ti pos de h•n11i11al Se saLc de 

la presencia del recep tor del tipo D2 en lllt pequeüo porcentaje de i11t ernrmonas FS (20%) 

( Lr nz et al.. 199-±). Resultados previos ele estudios electrofisiológicos de IPSCs provocada.-; 

por es tímulo intraestriatal no encontraron una modulación consistente con agonistas de re­

ceptores doparninergicos del tipo D 2 (Fit.zpatric et a l.. 2001). En otro estudio sólo se mostró 

modulación en el 25 a 30% el e los casos (Delgado et al.. 2000). Estudiando IPSCs provocRdas 

por estinrnlación intraestriatal y registrando en interneuronas colinérgicas Momiyama y Ko­

ga. (2001 ) encontraron una modulación consist ente con agonistas a receptores a dopamina 

del tipo D2 . Estas interneuronas reciben entradas GABAérgicas provenientes sobre todo 

de NEMs . En el mismo trabajo no se encontró evidencia de que las IPS Cs provocadas por 

estímulo intraestriata l sobre las interneuronas colinérgicas pudieran ser moduladas por el 

receptor a dopamina del tipo D1 . Será que las interneuronas colinérgicas reciben preferen­

cia lmente entradas GABAérgicas de NEl\1 encefalinérgicas? . Habría que descartarlo . En el 

presente trabajo. cuando se probó un agonista a receptores de doparnina del tipo D1 sobre 

las IPSCs provocadas por estimulo intraestria tal. encontramos una reducción significativa 

de la amplitud de las IPSCs. Por el momento. no hay estudios que hayan demostrado que 

la.'l interneuronas del estriado (FS o LTS) posean receptores a doparnina del tipo D 1 , sin 

embargo. se conoce que en otras estructuras cerebrales como la cort eza. diferentes tipos de 

interncuronas (FS y LTS) son moduladas a través del receptor a dopamina de tipo D1 , de 

m e:rnerc:1 diferente y contraria. Las interneuronas FS. que preferentemente inervan a la re­

gión perisomática de las neuronas piramida les son moduladas presinápticarnente a través 
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del receptor a cloparni11a del tipo D 1 . clis1ni1111.\T'11clo la li beració11 d<' G ABA. mientras que. 

las interneurnnas LTS. que preferentemente incrvan la región dendrítica. son moclulaclas 

pr<'sinapticarnente a través del receptor a clopami11a del t.ipo D 1 a11111e1ltRndo la liberación 

ele GABA (Gao et al 2003) . Además se conoce que la actintc-ión del receptor a clopamina 

drl tipo D 1 . disminn~·c las corrientes de GABA.-1 en NEl\I. H nivel postsináptico. a trm·és de 

cascadas de sei1alizació11 intracelular qne i11vol11cra11 a L-1 cascada PKA / DARP-:32 / PPl 

(Flores-Hernánclez et. al.. 2000). EHtonces el efecto del agonista a receptores a clopamina del 

t.ipo D 1 encontrado sobre las IPSC prorncadas por estimulación intraestriata l. podría ser 

explicado. tanto por efectos presinápticos como postsinápt.icos. 

La estimulación anticlrómica desde el GPe, fu e capaz ele separar las IPSCs provenientes 

ele las colaterales axónicas que interconectan a las NEMs. Aquí mostramos una modulación 

consistente tanto por receptores a dopa.mina del tipo D 2 como del tipo D 1 . Esta modulación 

fue similar a la que ocurre en los núcleos ele salida y el GPe donde se sabe que la dopamina 

esta modulando la liberación ele GABA de las terminales de las NEMs. En la ,.ía. direct a la 

DA aumenta la liberación a través de los receptores del tipo D 1 (Reubi et al.. 1977; Floran 

et al.. 1990: Cameron a.ncl Williams. 1993: Aceves et a l.. 1995: Rosales et al.. 1997: Harsing 

and Zigmond , 1997: Raclnikmv and l\'lisgeld. 1098) y en la vía indirecta dismuye la liberación 

de GABA a través de los receptores del tipo D 2 (Floran et al.. 1997; Harsing y Zigmond. 

1997; Cooper y Stanford. 2001: Querejeta et al.. 2001). 

Una subpoblación de neuronas del GPe proyec ta al NE , por lo que en el presente t rabajo 

se lesionó este núcleo para evitar una contaminación con IPSCs provenientes ele neuronas del 
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G P e. Esta contaminación podría st>r 111í11iw-1 . Bevan et. al (1998) estudiaron e11 detalle es ta 

entrada G ABAérgica a l es triado. Encont ra ron que 11na ele cada cua tro nem onas del GPe 

inetTa a l neostriaclo. Dd grnpo c!P m·monas del G Pe que inerva al Pstri aclo u1 ;-1s del 80% lo 

hace selecti,·amente sobre interneuronas. Además. hay que tener en cuenta q11e la dife rencia 

entrr rl número de ne11rona,-; del neoestriaclo y el G P e es de dos ordenes ele magnitud (2 . 79 

millones WTs11s 46 .000) ( Oorschot . 1996). Si de estas "16 .000 11e11 roua.s del G Pe solo 11na 

cmnt ;-1 parte inerva a l neoestriaclo . tenemos q11e llGOO neHronas estarían inervá ndolo. con 

una di vergencia ele 1 a 240. Si asumimos que el 80% del total de las 11500 neuronas inerva a 

las interneuronas y que una neurona del G P e t iene aproximadamente 800 botones (Be, ·an et 

al. , 1998: Kit.a ancl Ki ta, 2001 ; Bolam et a l 2000), entonces tendríamos aproximadamente dos 

botones por cada NEl'vl. Con esto podemos concluir que la posibilidad ele ac tiva r termina les 

palicloestria ta les inervanclo a las NEi\ Is es muy ba ja. 

La alta tasa ele fa llas en la trasmisión sinápt ica entre las NEI\ Is . sugiere que la inhibición 

la teral es muy débil (J aeguer et al. , 1996). Sin embargo. se ha dem ost rado que la inhibición 

colateral cambia drás ticamente su respuesta después de ac tivaciones repetitivas ( Czuba.yko 

y P lenz. 2002). Esto es. la inhibición latera l cobra relernncia fi siológica cuando un grupo 

elP NEl\Is se sincroniza } /o aumenta. ele m a.nerc1 fás ica su pa trón ele disparo . lo que puede 

ocurri r en ciertos estados fi siológicos como en el estado clepola rizado o "up sta te " (S tern et. 

al. . 1998: Vergani et. al. . 2003) ele las NEMs. 

La t eoría. ele la función del NE. clmante los últ imos aüos fue dominad a por la hipótesis ele 

que la inhibición más potente y poderosa provenía ele las int.erneuronas GABAérgicas (FS . 
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LTS). y que la inhibición cola teral era mu:v débil o no existía puesto que estudios elcctrohsi­

ológicos no hab ían podido e\'idenciarla. Sin embargo existen numerosos estudios an atómicos 

donde se provee bas tant <' c\·ideucia de la <'Xistcucia de colaterales interconec tando a las 

NEJ\ ls (revisado e11 Ple11z 2003). Estudios recientes con diversas técnica.-; elcct.rohsiológicas 

d<'mostra ron quf' la iuhibiciÓll 111 teral entre las NEJ\ l cxist<' (Tunsat all et rd .. 2002. Czubyko 

Y Plf' nz. 2002). E l prf'se nt <' trnbajo concuercl ;;i con Psos n's11ltaclos . y den11 wstrn ad emás qnP 

la inhibición 111 teral es modulada por la dopamiu a . El neos tri aclo entoncPs es una red de 

neuronas que cuenta con dos tipos de inhibición funcionalmente diferentes: una proveniente 

de las interneuronas y otra de las colaterales que las interconectan (Wickens . 2000: Plenz. 

2003). Los dos tipos ele inhibición concuerdan con la naturaleza dual ele la salida del neos­

t riaclo. la vía clirect.a y la vfa indirecta . así como con que la realización ele un movimiento 

requiere tanto ele la activación de un grupo ele músculos (agonistas) como ele la inhibición 

ele otro grupo (antagonistas). Para la explicación de la dinámica de la red del neostriado y 

la inhibición lateral es común usar un modelo del tipo ·· el ganador toma todo'' (del ingles 

"winner-takes-all" ) donde un grupo de neuronas iuterac túa inhibiéndose entre si. La neurona 

que dispara con mayor frecuencia inhibirá. a la,-; clern á,-.;. Este modelo predice que la inhibición 

lat eral seleccionará y categoriza rá la información que saldrá del NE. En cambio. la inhibición 

ele las interneuronas serviría para suprimir estados previos de la red permitiendo que una 

nueva información sea procesada . 

La dopamina está modulando presinapt icamente la inhibición lateral, que será el mecan­

ismo fund amental de procesamiento de la info rmación en muchas regiones del S . Así. la 
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dopamirw es taría. optimizarnlo In sdccción dada por la inhibición lateral a t ravés de los re-

ceptores a dopamina del tipo D 1 . pern la frena.ría a través de los receptores a doparnina del 

tipo D 2 . disminuyendo la liberación ele GABA de las colaterales . 

Esto podría querer decir que uu movimiento fino ( e.g.. escribir ) requerirá seleccionar 

])l'PcisarnPntP los grnpos l1Plll'OI1<1!Ps irnplicados. por lo que la fnnción dPl l'E'CPptor D 1 sP 

e::;taría utilizando al máximo. mientras que un movimiento grneso ( e.g., levantar un peso) no 

requerirá mucha precisión pero ::;i muchas neuronas reclutadas . por lo que el receptor D 2 sería 

el más requerido. Esto es. proponemos que el balance ent re la activación de los receptores 

D 1 y D 2 modula fin amente el número de neuronas requeridas para ca.da tarea. 

La complejidad en la dinámica ele la t ransmisión sináptica sugiere que estos circuitos de 

ret roalimentación e inhibición lateral es tén sujetos no sólo a la modulación por dopamina, 

sino también a la plas ticidad sinápt ica ele corto y de largo plazo. La plas ticidad a su vez 

pudiera est ar siendo modulada por diferentes neurotransmisores e.g. , dopa.mina, acetilcolina , 

etc. 

Nuestros resultados t ambién mue::;tran que la activación pre:::>ináptica de los receptores 

GABA 8 . tanto de la.s colaterales axonica.s ele las NEl'vb. como ele las interneuronas GA­

BAérgica:; del neostriaclo. inhibe la liberación de GABA . Este hallazgo concuerda con múltiples 

estudios donde se muest ra que el papel principal de los autoreceptore::; en el sistema nervioso 

central es la inhibición presinápt.ica de la liberación de dife rentes neurotransmisores (Barral 

et al. 2000; revi::;ado en Bowery, 1993; Parna.s et al. , ). En este caso al mismo GABA (An­

derson y Ivli tchell 1985 : revisado en Mis gel el et al.. 1995) . El papel funcional del receptor 
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GADA 8 en est as terminales (i11ternem o11as .\· NEl\ Is ) sería regular la liberación de CADA 

actuando como antorreceptor proporcionando uu control de retroalimentación negativa sobre 

la liberación ele GABA. Nótese que a diferencia ele los receptores clopm11i11frgicos . que está n 

distribnidos heterogé11eament.e. los receptores GABAérgicos son ubicuos. lo que nos habla ele 

nna función homcos tátic<1 sobre la.::; terminales GABAérgicas o la tn111srnisióu GABAérgic<1 

011 g0nernl. En contn1st0 ];-1 111od11l<1ción dopami11érgic;-1 es tarÍ<1 más irnplicad<1 f'll la regulación 

s0kctiva ele las ví<1s o cirrnit.os encargados cl0 qnP PI NE p<1rticipe en la función motora. 
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Conclusiones 

• Las técnicas electrofoiológicas modernas permiten medir la acción de un transmisor 

(e.g., GABA) aislando las acciones de las diferentes aferentes que lo liberan. Pudimos 

separar la contribución de las terminales GABAérgicas que producen la inhibición lat-

eral recíproca entre neuronas principa.les por estimulación antidrómica de sus axones, 

de la inhibición "mixta" (producida por varios tipos de interneuronas). 

• La probabilidad de liberar GABA ele las colaterales axónicas es modulada por dopa.mi-

na. 

• La activación de los receptores dopaminérgicos ele tipo D 2 produce inhibición pre-

sirní.ptica ele la inhibición laJ.eral. 

• La activación de los receptores dopaminérgicos de tipo D 1 produce facilitación pre-

sináptica de la inhibición lateral 

49 .ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BIBlJOT':~ ·l 
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• Neuronas in111u11opositivias a e1H.."efa linas (ENK) (vfa indirecb.1.) y a sustancia P (SP ) 

(vía directa) reciben ambos tipos de terminal. Las NEi\ ls ele la vía directa (SP positiva.:-;) 

reciben inhibición ele nem onas NEi\ ls ele la YÍa indirecta (ENK positivas) asi como df' 

otras NEi\ b de la misma vía. Esto aplica también para las NEi\b ele la vía indirecta . 

• Los ago11ist ;-1s dopaminPrgicos no 111od11lan rn11sist01it0me1ite ] ;1 inhihición rnrn1do 0st;1 

es provocad a int.raestria talmente. Est.o probablemente se deba a que las IPSCs que 

provienen de dife rentes tipos de neuronas (NE.i\!b e interneuronas) no poseen , o poseen 

distintos tipos de receptor a dopamina. 

• A diferencia de los efectos clopaminérgicos el receptor a GABA 8 está modulando 

presinápticamente la probabilidad ele liberación ele GABA tanto en las colaterales de 

las NEl'v1 , como en las sinapsis ele las interneuronas GABAérgicas. 
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