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Resumen

La dopamina ejerce sus acciones sobre neuronas espinosas medianas
neostriatales a través de dos familias de receptores: la familia D; (D1 y Ds) y la D2
(D2, D3 y Dy). En esta tesis de doctorado se estudié el efecto modulatorio de la
activacion de los receptores D, sobre corrientes de calcio en neuronas de
proyeccion neostriatales en dos etapas del desarrollo de la rata: PD14 (juvenil) y
PD40 (adultas). El quinelorane, agonista del receptor D,, reduce las corrientes de
calcio en un 35% en ambas etapas del desarrollo y este efecto fue bloqueado por
el antagonista de los receptores D,, sulpiride. La modulacion de los canales Cay;
o tipo L estuvo presente durante el desarrollo, debido a que la nitrendipina ocluyo
la modulacion mediada por los receptores D, en ambas etapas. Sin embargo, la
modulacién de los canales de calcio de tipo L incrementd durante el desarrollo, de
un 20% en la etapa PD14 a un 80% en la etapa PD40. La w-Conotoxina GVIA,
gue bloquea los canales de calcio de tipo N, ocluyd gran parte de la modulacion
en neuronas de la etapa PD14 pero no tiene efecto en neuronas de la etapa
PD40. En contraste, la w-agatoxina TK, que bloquea los canales de calcio de tipo
P/Q, ocluye gran parte de la modulacién en PD40. Esto indica que la modulacién
dopaminérgica mediada por los receptores D, de los canales de calcio Cay;
cambia de blanco, de canales de calcio Cay.»> (N) a Cayz1 (P/Q), durante el
desarrollo. Tal modulacion fue observada en la inhibicion presinaptica de los
axones colaterales que interconectan neuronas espinosas medianas; indicando

gue este cambio ocurre en regiones somatodendriticas y en terminales sinapticas,



a tiempos similares. A partir de estos resultados concluimos que la sefalizacion
dopaminérgica cambia de efectores durante el desarrollo.

Por otro lado, la activacién de los receptores D; incrementa corrientes de
calcio de tipo L en las neuronas espinosas medianas neostriatales (Surmeier et al
1995; Hernandez-Lopez et al 1997). En contraste, los receptores dopaminérgicos
D, las reducen, sugiriendo una asimetria funcional entre la modulacion ejercida
por estos receptores sobre las corrientes de calcio. En esta tesis de doctorado, se
estudié también la implicacion funcional de activar secuencialmente ambos
receptores en una misma neurona espinosa mediana. Los agonistas D
revirtieron el aumento en la corriente de calcio provocado por los receptores D;.
Sin embargo, en ningun caso el agonista D;, SKF-81297, fue capaz de revertir la
accion establecida de los receptores D,. Este efecto dominante de los receptores
D, no involucra la inhibicién de la adenilato ciclasa, y depende de un incremento
en los niveles del calcio intracelular, asi como de la actividad de la calcineurina. Ya
gue en presencia de BAPTA o de inhibidores de la calcineurina (PICaN o FK506),
el agonista SKF-81297 incremento las corrientes de calcio. Este hecho pone en

evidencia una asimetria funcional entre la interaccién D;-D».



Summary

Dopamine exerts its actions upon neostriatal medium spiny neurons (MSN)
through two receptor families: D;-like (D1 and Ds) and D,-like (D,, D3z and Dg). The
modulatory effect of D, dopamine receptor activation on calcium currents was
studied in neostriatal projection neurons at two stages in rat development: PD14
(juvenile) and PD40 (mature young). D, receptor agonists (quinelorane) reduced
whole cell calcium currents by about 35% at both stages and this effect was
blocked by the D, receptor antagonist sulpiride. Modulation of Cay; (L) calcium
channels was present throughout development, because nitrendipine occluded D,-
mediated modulation at both stages. However, L-type channel modulation
increased during maturation. o-conotoxin GVIA occluded most of the modulation
at PD14 neurons but had no effect at PD40 neurons. In contrast, ow-agatoxin TK
occluded a great part of the modulation at PD40; thus indicating that dopaminergic
D,—mediated modulation of Cay, channels changes target, from Cay., (N) to
Cavz21 (P/Q) calcium channels, during development. This was functionally reflected
at both the presynaptic modulation of axon collaterals that interconnect spiny
neurons; indicating that this shift occurred at both somatodendritic membrane, and
synaptic terminals, at similar times. It is concluded that dopamine signaling
changes effectors during development.

On other hand, the activation of D;-like receptors increases L-type calcium
currents in medium spiny neurons (Surmeier et al. 1995; Hernandez-L6pez et al.,
1997). In contrast, the D,-like receptors reduce these currents, suggesting a

functional asymmetry in the modulation of calcium currents by the activation of
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dopamine receptors. In this work we studied the functional implication of activates
both receptors sequentially in the same medium spiny neuron. D, agonist
quinelorane (10 uM) reversed the D; augmentation observed in calcium currents.
Surprisingly, the D; agonist SKF-81297 (1 uM) was always ineffective in reversing
the established D, effect.

This dominant effect of D, dopamine receptors no involve de inhibition of
adenilyl ciclase, but depend of the increment in the calcium intracellular and the
activity of the calcineurin (PP-2B). In presence of BAPTA or blockers of calcineurin
(PICaN or FK-506), D; agonists, SKF-81297, increase the calcium currents, in
presence of D2 receptors agonists. These results put in evidence a functional

asymmetry in the D1/D,-receptor interaction.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales (GB) comprenden nucleos del cerebro anterior y del
cerebro medio que juegan un papel importante en el control de la postura y los
movimientos (Albin, 1989; Joel y Weiner, 1994, 1997; Mink, 1996; Chesselet y
Delfs, 1996). Estos nucleos subcorticales estan interconectados. Comprenden a
los nucleos caudado (Cd) y putamen (Put) (que constituyen el neoestriado - NSt),
el nucleo subtdlamico (NST), la sustancia negra compacta (SNc), la sustancia
negra reticular (SNr), el globo palido interno (GPi), y el globo pélido externo (GPe)
(Albin, 1989; Calabresi, et al, 1996; Mink, 1996; Chesselet y Delfs 1996; Lovinger,

1996; Smith, 1998; Wilson, 2004 y Kalivas y Nakamura, 1999).

Muchas enfermedades del sistema nervioso y del aparato motor estan
asociadas a disfunciones de los GB, como por ejemplo, el mal de Parkinson, el
cual se manifiesta en posturas anormales del cuerpo, movimientos lentos e
involuntarios, rigidez, o una combinacién de estas anormalidades (Smith et
al.1998 y Mink, 1996). Ademas, los GB han sido involucrados en procesos
complejos como el aprendizaje de programas motores, asi como en funciones
cognitivas superiores (Schultz, 1998; Miller y Wikens, 2000; Obeso et al. 2000;

Midleton y Strick 2000; Wilson 2004).
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El NSt constituye la principal entrada de aferencias a los GB, ya que recibe
entradas sinpticas glutamatérgicas de las distintas regiones de la corteza
cerebral. Estas entradas corticales permiten dividir al NSt en dos compartimentos
funcionales: el Put que recibe proyecciones de la corteza motora que controla el
cuerpo y las extremidades, y por otro lado, la regién asociativa que controla la
cabeza y el cuello localizada en el Cd. El NSt también recibe entradas
glutamatérgicas de los ndcleos intralaminares del tadlamo; y una entrada
GABAérgica proviene del Gpe. Una aferencia muy importante para el
funcionamiento de los GB la constituyen las fibras moduladoras dopaminérgicas
de la SNc, que forman la via nigroestriatal (Fig. 1) (Parent y Hazrati, 1995; Joel y
Weiner, 1994, 1997; Chesselet y Delfs 1996; Smith et al. 1998; Wilson, 1998 y
Kita et al. 1999). Las proyecciones que constituyen la via nigroestriatal provienen
de neuronas que sintetizan dopamina. La degeneracion de la via nigroestriatal es
la causa de la enfermedad de Parkinson, caracterizada por temblor, rigidez y
acinesia (Gerfen, 1992; Lang y Lozano, 1998a, b). El interés de esta tesis es
saber como funciona la dopamina, es decir, tratar de contribuir al conocimiento de

Sus mecanismos de accion.

La neurona principal y/o de proyeccién del neostriado es la neurona
espinosa mediana (NEM) cuyo principal neurotransmisor es el acido y-amino
butirico (GABA). Los axones de estas neuronas proyectan hacia otros nucleos de
los ganglios basales. En la figura 1 se muestran las dos vias estriofugales con

base al sitio a donde proyectan.
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Figura 1. Esquema de la organizacién anatomomica y funcional de los ganglios basales (GB)
del mamifero. El estriado o neostriado (NSt) es el principal nucleo a donde llegan las aferencias
glutamatérgicas de la corteza y el talamo. El NSt envia parte de sus proyecciones gabaérgicas al globo
palido interno (GPi) y la sustancia negra reticulada (SNr), que son los nucleos de salida de los GB. De esta
manera, el resultado de sus operaciones regresa a la corteza motora via el tlamo, o se dirige a las vias
descendentes de tallo cerebral como los nicleos pedinculo pontinos (PPN) y el tectum. La otra parte de las
eferencias GABAérgicas del NSt se dirigen al globo palido externo (GPe), que a su vez proyecta al nicleo
subtaldmico (NST). EI NST proyecta a los nicleos de salida (GPi y SNr), ademas de que recibe aferencias
directas de corteza. La sustancia negra compacta (SNc) contiene a las neuronas dopaminérgicas que

proyectan hacia todos los GB.

Las dos vias descritas en la figura 1 constituyen las vias “directa” e

“indirecta”. Se ha planteado que dichas vias tienen acciones opuestas sobre los
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nucleos de salida de los GB. La via directa facilita el flujo de actividad hacia las
areas motoras de la corteza a través del talamo, mientras que la via indirecta lo

reprime (para una revision ver Wilson, 2004).

La via directa empieza con la proyeccion excitadora glutamatérgica desde
la corteza cerebral (Cx) hacia el NSt. Las NEM, al excitarse, inhiben a las células
del GPi y de la SNr, debido a su naturaleza GABAérgica. Las fibras
estriatopalidales y estriatonigrales sintetizan y liberan sustancia P junto con el
GABA. Las células del GPi y la SNr proyectan hacia las neuronas del talamo. La
actividad espontanea y ténica de GPi y SNr mantiene una frecuencia de disparo
tal que se da una inhibicion ténica de las neuronas talamicas de relevo que se
dirigen a la corteza motora. Mientras estas neuronas estan inhibidas, por GPi y
SNr, no hay sefial a la Cx motora y los movimientos estan inhibidos (Fig. 1).
Cuando se activan las NEM del NSt debido a un comando motor de la Cx, se
produce la inhibicion de GPi y SNr, lo cual desinhibe a las neuronas talamicas y
por tanto a la Cx y los movimientos. Esto es, una desinhibicion producto de dos
sinapsis inhibidoras en serie que “libera” los movimientos. El efecto neto de la via
directa es aumentar la actividad del talamo y, en consecuencia, excitar la corteza
cerebral (para una revision ver en Wilson, 2004).

En paralelo a la via descrita, esta la via indirecta que pasa por el GPe y el
NST. Las NEM neostriatales involucradas en esta via sintetizan y liberan GABA
asi como encefalinas, y constituyen la via striopalidal. Esta via proyecta al GPe,
cuyas neuronas también son GABAérgicas y disparan de manera espontanea. El

GPe inhibe tonicamente al NST mediante las fibras palido-subtalamicas. Asi,
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cuando se activan las neuronas de la via estriopalidal se desinhibe el NST. Las
neuronas del NST también pueden disparar espontanemante de manera ténica o
en rafagas (Garcia et al. 2003). Al ser liberadas de la inhibicion del GPe,
aumentan su frecuencia, cambian su patrén de disparo o ambos, lo que genera
una actividad excitadora sobre los nucleos de salida (GPi y SNr). Cuando GPi y
SNr aumentan su actividad, se inhiben los circuitos talamo-corticales lo que abate
los movimientos. El efecto neto de la via indirecta es reducir la actividad del
talamo y, por lo tanto, también de la corteza cerebral (Wilson, 2004). Asi, se
propone que la activacion de la via directa facilita el movimiento mientras que la
activacion de la via indirecta los disminuye (Mink 1996), es decir, ambas vias
tienen efectos contrarios. Mediante estudios de hibridizacion in situ,
inmunocitoquimica y la activacion de genes tempranos, se ha llegado a la idea de
que las neuronas encefalinérgicas de la via indirecta expresan preferentemente
receptores del tipo D2, mientras que las neuronas que sintetizan sustancia P de la
via directa expresan preferentemente receptores del tipo D1 (ver sec. 1.7; Gerfen

y Keefe, 1994; Gerfen et al. 1990).

Oobservaciones recientes han mostrado que las NEM cuyos axones
conforman la via directa, emiten algunas colaterales axdnicas hacia el GPe
(Parent y Hazrati, 1995), y por otro lado, se ha observado por estudios de
transcriptasa reversa asociada a la reaccién en cadena de la polimerasa en célula
tnica (scRT-PCR), que otra poblacion de neuronas coexpresa ambos
neuropéptidos: sustancia P (SP) y encefalinas (ENK) (Surmeier et al. 1996), por lo

gue se ha puesto en duda la estricta clasificacion de la salida del NSt en estas
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dos vias. Por afiadidura, también hay receptores D3, D4 y D5 (Surmeier et al.,
1996). Asi, las neuronas con receptores del tipo D1, pueden también poseer
receptores del tipo D3, por ejemplo (Surmeier et al., 1996). Como los agonistas
gue ahora se usan en el laboratorio y en la clinica no son lo suficientemente
selectivos, es comun observar que la misma neurona tenga efectos D1 y D2, pues
el receptor D3 es capaz de activar una respuesta de tipo D2 (ver abajo La

dopamina y sus receptores).

1.2 El neoestriado

El neostriado esta constituido por varios tipos neuronales, aparte de las
neuronas de proyeccion de las vias directa e indirecta, existen otros tipos de
neuronas neoestriatales que funcionan como interneuronas locales. Las neuronas
de proyeccion tienen un cuerpo celular de tamafio mediano (12-18 um de
didmetro) y representan mas del 90% de la poblacion neuronal de este nucleo en
el roedor (Mink, 1996; Lovinger, 1996; Smith, 1998 y Wilson, 1998). Como ya se
mencion6 las NEMs sintetizan y liberan GABA, que es su principal
neurotransmisor, pero como también ya se menciond, pueden coexpresar
péptidos neuroactivos como la sustancia P, las encefalinas y las dinorfinas. Entre
las interneuronas locales se encuentra la interneurona colinérgica identificada por
la presencia de colin-acetiltransferasa. Su cuerpo celular es elongado y mide
entre 50 y 60 um de largo por 15 a 25 um de ancho. Representa el 2% de las
células estriatales (Kawaguchi, 1995). Otra clase de interneurona neostriatal es

inmunoreactiva a parvoalbumina y es GABAérgica. Representa entre el 1y 2%
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de toda la poblacion estriatal. Se caracteriza por tener el cuerpo celular redondo y
un tamafo de entre 14 y 15 um de didmetro (Kawaguchi, 1995). Otra clase mas
de interneurona GABAEérgica es inmunoreactiva a somatostatina y al neuropéptido
Y. Estas neuronas expresan la enzima NADPH diaforasa que esta involucrada en
la sintesis de oxido nitrico. Estas interneuronas representan entre el 1y el 2% de
la poblacion neuronal, su cuerpo celular es esférico con un diametro de 12 um

(Kawaguchi, 1995; Parent y Hazrati, 1995 y Wilson, 1998).

Todas las neuronas apenas descritas establecen sinapsis con las NEM,
modulando su actividad a través de GABA y los péptidos que liberan (Kawaguchi,

1995; Parent y Hazrati, 1995 y Wilson, 1998).

1.3 Ladopaminay sus receptores

La dopamina (DA) es un neurotransmisor modulador esencial para el
funcionamiento del cerebro de los vertebrados. Regula una gran variedad de
funciones incluyendo los movimientos motores voluntarios, la locomocion, el
reforzamiento conductual, la sensacién de recompensa después de la ejecucion
de una tarea, el aprendizaje y la memoria, la cognicion, las respuestas emotivas,
la reaccién y la adaptacion ante los cambios o ante estimulos imprevistos o
“salientes”. Asimismo es necesaria para explicar las adicciones y la dependencia
a las drogas (Baik et al. 1995; Greengard et al. 1999; Geengard, 2001; Lubow,
2005; Missale et al. 1998; Salamone et al. 2005; Schultz, 1998; Tobler et al.
2005). Por eso se piensa que el conocimiento de los mecanismos de accion de la

dopamina llevard a un mejor entendimiento de todos estos procesos y las
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patologias relacionadas con las disfunciones en la transmisiébn dopaminérgica
tales como la enfermedad de Parkinson (PD), la enfermedad de Huntington (HD),
la esquizofrenia, el déficit de atencion con desorden hipercinético (ADHD), la
drogadiccion (a la cocaina, las anfetaminas, los opiaceos, la nicotina y el alcohol),
la obesidad y el sindrome metabdlico que predisponen a la adquisicion de la
diabetes mellitus de tipo 2, asi como en alteraciones en la funcion cardiovascular,
la secrecibn de hormonas, el tono vascular, la funcién renal, la motilidad
gastrointestinal, el desorden obsesivo-compulsivo (OCD), la depresion, y otros
sindromes motores y endocrinos tales como la distonia, la enfermedad de
Tourette, los balismos, la hiperprolactinemia, etc. (Greengard, 2001; Mansvelder
et al. 2002 ; Missale et al. 1998 ; Tzschentke, 2001 ; Tanaka, 2005 ; Winterer y
Weinberger, 2004 ; Sadile y Viggiano, 2005 ; Viggiano et al. 2004 ; Wang et al.
2002 ; Jenkinson et al. 2000 ; Shigetomi et al. 1995 ; Murphy, 2000 ; Aperia,
2000 ; Wong et al. 1997). Estas relaciones hacen que la investigacion de la
transmision dopaminérgica sea un tema de gran actualidad por sus potenciales
aplicaciones practicas, clinicas y farmacolégicas.

La DA ejerce su accién al unirse a receptores de membrana especificos
(Gingrich y Caron, 1993). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G, los cuales tienen siete segmentos

transmembranales y una alta homologia con la rodopsina (Missale et al. 1998).

Kebabian y Calne en 1979 establecieron que los multiples efectos de la DA
podian deberse a su interaccion con distintos receptores. En su clasificacion de

los receptores dopaminérgicos describieron dos familias de receptores: uno
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acoplado positivamente a la adenilato ciclasa (AC) denominado D; y otro
acoplado negativamente denominado D,. Posteriormente, con la introduccion de
procedimientos de clonacion, nuevos tipos de receptores a dopamina fueron
caracterizados. Estos son los D3 (Sokoloff et al. 1990), D4 (Van Tol et al. 1991) y
Ds (Sunahara et al. 1991; Tiberi et al. 1991), cuyas caracteristicas fisioldgicas,
farmacolégicas, asi como su secuencia de aminoé&cidos, les permitian ser
catalogados en alguna de las dos familias originales. La familia D, esta constituida
entonces por los receptores D; y Ds, ambos receptores estimulan a la AC. A su
vez, la familia D, esta constituida por los receptores D,, D3 y D4 (Civelli et al.
1993; Missale et al. 1998; Vallone et al, 2000). Aunqgue la vision original destacaba
un efecto inhibitorio sobre la AC, descubrimientos posteriores han demostrado
gue ésta es la via menos importante para explicar sus acciones (ver abajo en 1.8)
(Beaulieu et al. 2005; Gerfen et al. 2002; Hernandez-Lépez et al. 1997; 2000;

Nishi et al. 1997).

1.4 Los genes de los receptores dopaminérgicos

La organizaciéon genomica de los receptores dopaminérgicos muestra que
las dos familias de genes originarios difieren en la presencia de intrones en su
secuencia codificadora: Los genes de los receptores D; y Ds no contienen
intrones (Civelli et al. 1993; Gingrich y Caron, 1993; O’Dowd, 1993), una
caracteristica compartida por muchos receptores acoplados a proteinas G
(Dohlman et al. 1990). En contraste, y en analogia con el gen de la rodopsina
(Nathans y Hognnes, 1983), los genes que codifican para los receptores de la

familia D, estan interrumpidos por intrones y sufren variantes gracias al
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procesamiento alternativo (Civelli et al. 1993; Gingrich y Caron, 1993; O’'Dowd,
1993). La localizacion de intrones en la familia de genes que codifica para los
receptores D, es similar. El gen que codifica para el receptor D, se caracteriza por
poseer seis intrones (Dal Toso et al. 1989; Giros et al. 1989; Mosnma et al. 1989),
el receptor D3 posee 5 intrones (Sokoloff et al. 1990), y el receptor D, posee tres
intrones, de los cuales, el primero y el segundo se asemejan a los primeros dos
intrones del receptor D, (Van Tol et al. 1991).

El cDNA del receptor D, fue el primero en ser aislado (Bunzow et al. 1988),
este contiene 1245 nucledtidos que codifican a una proteina de 415 aminoacidos.
Posteriormente se establecié una isoforma del receptor D, el cual contiene 444
aminoacidos la cual es generada por procesamiento alternativo de un exén de 87
pares de bases entre los intrones cuatro y cinco (Dal Toso et al. 1989; Giros et al.
1989; Mosnma et al. 1989). El gen del receptor D3 codifica para una proteina de
446 aminoacidos y fue clonado al hibridizar una biblioteca de cDNA del cerebro de
rata con una sonda derivada de la secuencia del receptor D, (Sokoloff et al.
1990). A partir de una biblioteca de una linea celular de neuroblastoma humano

se obtuvo la clonacion del receptor D4 (Van Tol et al. 1991).

Mediante el empleo de bibliotecas génicas (Dearry et al. 1990; Sunahara et
al. 1990), asi como el empleo de la técnica de PCR aplicada en células estriatales
(Zhou et al. 1990), fue clonado el receptor D;. El gen de este receptor codifica
para una proteina de 446 aminoacidos. Posteriormente, utilizando la secuencia
del receptor D4, se aisld el segundo miembro de esta subfamilia, al que se llamé

Ds (Sunahara et al. 1991). El gen genera una proteina de 475 aminoécidos.
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1.5 La estructura de los receptores dopaminérgicos

El analisis de la estructura de los receptores dopaminérgicos indica que los
miembros de la misma familia (tipos) tienen un alto grado de homologia. Asi, los
receptores tipo D; y tipo Ds comparten un 80% de similitud en sus dominios
transmembranales. Sin embargo, cuando los comparamos con los tipos de la otra
familia la homologia decae: los receptores tipo D, solo comparten un 30% de
homologia en su secuencia de aminoacidos con los de tipo D; (Sunahara et al.
1991). Asi mismo, los dominios transmembranales de los receptores tipo D, y tipo
D3 son homélogos en un 75% (Sokoloff et al. 1990); mientras que los tipo D4
conservan un 53% de homologia con respecto a los receptores D, y D3 (Van Tol
et al. 1991).

El segmento NH,- terminal de ambas familias tiene un nimero similar de
aminoacidos (entre 20 y 39), y poseen un numero variable de sitios consenso de
glucosilacién. Los receptores de la familia D; poseen solo un sitio susceptible de
ser glucosilado, mientras que los receptores D, tienen cuatro sitios, los receptores
D3; poseen 3 y los receptores D, poseen un solo sitio (Van Tol et al. 1991,
Sunahara et al. 1991).

El segmento COOH-terminal de los receptores de la familia D; es siete
veces mas largo que el de la familia D, (ver en Missale et al. 1998). Este
segmento es rico en residuos de serina y treonina susceptibles de ser
fosforilados. Se supone que esta region regula la desensibilizacion homéloga y
heter6loga de dichos receptores (Vallone et al 2000). Por otro lado, este

segmento contiene un residuo de cisteina que es conservado en todos los
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receptores acoplados a proteinas G. En los receptores D;, este residuo de
cisteina esté localizado en el principio del COOH-terminal. En los receptores D, se
encuentra localizado en la region final. Los receptores dopaminérgicos, al igual
gue en los receptores B-adrenérgicos y el receptor de rodopsina, poseen un sitio
de palmitoilacibn que podria corresponder al sitio de anclaje de la cola
citoplasmatica del receptor a la membrana celular (Strange, 1990a,b; Missale et
al. 1998). Como todos los receptores acoplados a proteinas G, los receptores a
DA poseen dos residuos de cisteina en las asas extracelulares dos y tres. Se ha
sugerido que estos residuos forman un puente disulfuro que estabiliza la
estructura del receptor (Civelli et al. 1993; Gingrich y Caron, 1993; O’Dowd, 1993;
Fraser, 1989; Jackson y Danielsson, 1994).

Las dos familias de receptores dopaminérgicos difieren en el nimero de
aminoacidos en la tercera asa intracelular. La familia D, se caracteriza por tener
una tercera asa intracelular corta en comparacion con la familia D,. En el caso de
los receptores D1, esta asa ha sido asociada con él acople a una proteina Gg, lo
gue promueve la estimulacion de una AC y el incremento en el AMPc intracelular.
Por el contrario, los receptores D, poseen un segmento largo en la tercera asa
intracelular e interaccionan con proteinas G, que inhiben a la AC (Civelli et al.
1993; Strange. 1993; Missale et al. 1998; Sealfon y Olanow, 2000). Es a este
nivel, donde las isoformas del receptor tipo D, se configuran de manera
alternativa: la isoforma larga (D»-largo) se caracteriza por poseer una porcion

adicional de 29 aminoéacidos (Dal Toso et al. 1989; Giros et al. 1989; Monsma et
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al. 1989). Aunque la tercera asa intracelular de los receptores D; y Ds es muy
corta, si divergen en su secuencia (Missale et al. 1998).

Estudios de mutagénesis en receptores a catecolaminas (Kgelsberg et al.
1992; Strader et al. 1988, 1989), asi como modelos tridimensionales de los
receptores B, y ap adrenérgicos, asi como D, dopaminérgicos, han sugerido que
la union con el agonista ocurre en el interior de una bolsa formada por los
dominios transmembranales hidrofébicos (Hibert et al. 1993, 1993; Trumpp-
Kallmeyer et al. 1992). Asi, hay residuos altamente conservados en el centro
mismo de esta bolsa de la proteina que deben corresponder al sitio de union
(Hibert et al. 1993). En particular, hay un residuo de aspartato en el tercer dominio
transmembranal que esta involucrado en afianzar al grupo amino de la DA (Hibert
et al. 1993; Strader et al. 1988), mientras que otros dos residuos de serina en el
quinto dominio transmembranal se encargarian de establecer puentes de
hidrogeno con los grupos hidroxilo del catecol. Por ultimo, un residuo de
fenilalanina localizado en el sexto dominio transmembranal establece
interacciones ortogonales con el anillo aromatico del agonista (Fig. 2) (Edvardsen

y Dahl, 1994; Missale et al. 1998).

1.6 Farmacologia de los receptores dopaminérgicos
Las propiedades farmacologicas de los diferentes receptores
dopaminérgicos han sido extensamente estudiadas. Ello se debe a sus

potenciales aplicaciones terapéuticas para el tratamiento de multiples patologias
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(ver arriba en 1.3) (Seeman y Van Tol, 1994; Sokoloff y Schwartz, 1995; Missale

et al., 1998; Vallone at al., 2000).

Los ligandos dopaminérgicos claramente discriminan entre las familias de
receptor D; y D,. Sin embargo, no son tan selectivos a la hora de comparar los
distintos tipos de una misma familia. Esto ha llevado a multiples contradicciones y
datos incoherentes en la literatura, como por ejemplo, la hibridizacién in situ
encuentra segregacion de los tipos D; y D, en diferentes neuronas (ver 1.7 abajo,
Le Moine et al. 1991; Le Moine y Bloch, 1995; Gerfen, 1990; Bergson et al. 1995)
mientras que los ensayos farmacolégicos encuentran las dos respuestas, D; y D,

en la misma célula (Pérez-Garci et al. 2002; Surmeier et al. 1996).
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Extracellular

COOH

Figura 2. Estructura del receptor dopaminérgico de la familia D1. Los receptores de la familia D; se
caracterizan por poseer un segmento COOH-terminal mas largo y una tercera asa intracelular (13) mas corta
que los receptores D,. Los aminoacidos aspartato (Asp) en el segmento transmembranal 3, las dos serinas
(Ser) en el segmento 5, y una fenilalanina (Phe) en el segmento 6, estan implicados en la interaccion de la
dopamina con el receptor. Los sitios de fosforilacion se indican en el segmento COOH-terminal e I3, mientras
que en el segmento NH.-terminal se localizan residuos susceptibles de ser glicosilados. Dos residuos de
cisteina en las asas extracelulares E; y E; establecen un enlace disulfuro manteniendo la estructura terciaria
del receptor. La familia D1 contiene a los tipos D, y Ds. La familia D, contiene a los tipos Dy, D3, y Ds. Tomada
de Missale et al. (1998).

Asi, el agonista SKF-81297 es muy selectivo para la familia D; pero no
distingue entre los tipos D; y Ds en un ensayo funcional. Sin embargo, los
estudios de pegado muestran una afinidad 10 veces mayor para la DA del

receptor tipo Ds sobre el tipo D; (Sunahara et al. 1991; Tiberi et al. 1991). Las
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propiedades farmacolégicas de la familia de receptores D, revelan que hay
agonistas y antagonistas que son mas o menos selectivos, aunque nunca de
manera completa, ademas de que falta probarlo en més preparaciones. Por
ejemplo, el receptor tipo D3 es 20 veces mas afin por la dopamina que el receptor
tipo D, (Sokoloff et al. 1990). ¢ Esto quiere decir que el efecto terapéutico para la
enfermedad de Parkinson esta dado por los receptores D3? Este es uno de los

tantos problemas que no han sido debidamente aclarados.

Entre las familias, D; y D», de receptores dopaminérgicos si hay diferencias
notables en su afinidad por los diferentes ligandos. Por ejemplo, la familia de
receptores D, (tipos D, D3, D4) es, en general, mas afin por la DA que los
receptores de la familia D; (tipos Dy y Ds). La familia de receptores D1, tienen una
baja afinidad por la DA, la Kp reportada para estos es de 2-4 uM, mientras que
para los receptores D2 es menor a 50 nM (Richfield et al. 1999). Esto hace pensar
gue la accion ténica de la DA estad dada por los receptores D,, mientras que la
accion fasica, debida a una elevacion brusca de la concentracién, esta dada por
los receptores D; (Giros et al. 1996; Suaud- Chagny et al. 1995). Ademas, esta
diferencia en la afinidad hace que en aquellos experimentos en que simplemente
se aflade DA a la preparacion, lo que se observa de manera preponderante son
los acciones D,. Esto a su vez obliga a usar agonistas selectivos y preguntarse
¢en qué situaciones fisioldgicas predominan las acciones del receptor D;?

Entre los agonistas mas selectivos para la familia D,, se encuentra el
qguinelorane. Como muchos otros agonistas, esta molécula se pega tanto al

receptor tipo D, como al tipo D3, asi la Kp para el receptor tipo D, es de 341 nM,

27



mientras que para el tipo D3 es de 3.6 nM (Foreman et al., 1989; Sokoloff et al.,
1992). En este sentido, el ligando tiene hasta 100 veces mayor afinidad para la
isoforma D3 en comparacion con la isoforma D..

Otro de los agonistas utilizados es el quinpirole, el cual posee una Kp de
576 nM para la isoforma D,, mientras que para la isoforma D3 es de 5.1 nM. Este
farmaco también tiene afinidad para la isoforma D, (Sokoloff et al., 1990).

Dentro de los agonistas selectivos de la familia D; se encuentran las
benzazepinas, de éstas, uno de los ligandos mas potentes es el SKF-81297. Este
farmaco posee una Kp de 2.2 nM y en ensayos farmacoldgicos una ECsy de 18
nM para estimular a la enzima adenilato ciclasa (AC). La Kp para los receptores
D, es de alrededor de 10 uM (Andersen y Jansen, 1990). Notese que las
diferencias en afinidad de las dos familias de receptores, para los farmacos
disefiados, es similar a la encontrada para la DA. Asi es que la DA, bien podria

considerarse un “agonista” selectivo de los receptores D..

1.7 Localizacion celular de los receptores a dopamina.

En 1990 Gerfen y colaboradores utilizando sondas para hibridizacién in situ
en neuronas espinosas medianas identificadas como estriato-nigrales, o de la via
directa, simultdneamente al uso de trazadores retrogrados, encontr0 que un
amplio porcentaje de éstas células mostraba mRNA del receptor tipo D, asi como
para los péptidos sustancia P y dinorfina. En contraste, solo un porcentaje
pequefio de estas neuronas (= 17 %) expresaba mRNA para los receptores tipo

D, ylo el neuropéptido encefalina. Casi de manera simultanea Le Moine y
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colaboradores (1991), reportaron resultados similares utilizando la misma
metodologia. Por otro lado, las neuronas inmunoreactivas al neuropéptido
encefalina (striato-palidales o de la via indirecta) mostraban la presencia del
MRNA para el receptor del tipo D, y muy pocas expresaban mRNA para el
receptor tipo D1 (Gerfen et al., 1990; Le Moine et al., 1990). De estos resultados
surgio la hipétesis de la segregacion de los receptores dopaminérgicos, tipos Dy y
D,, en las neuronas de proyeccion estriatales: D; para la via directa y D, para la
via indirecta.

Este modelo segregacionista de la expresion de receptores dopaminérgicos
ha sido de gran importancia para los modelos anatomicos y funcionales, aun en
boga, de la fisiologia y fisiopatologia de los ganglios basales y las acciones
fisiolégicas y terapéuticas de los agonistas dopaminérgicos, incluyendo la L-
DOPA. Sin embargo otros trabajos en los que se utilizaron metodologias
diferentes, tales como la inmunohistoquimica, han puesto en duda dicha
segregacion, reportando niveles significativos de colocalizacion de ambos tipos de
receptor (Ariano et al. 1995; Aizman et al. 2000; David y Harrison, 2002) en un
gran numero de neuronas. Sin embargo, como es sabido que los anticuerpos
pueden ser menos sensibles que la técnica de hibridizacion (reacciones
cruzadas), el modelo ha persistido.

Sin embargo, mediante el uso de la transcripcion reversa asociada a la
reaccion en cadena de la polimerasa en células Unicas (scRT-PCR) disociadas
del neoestriado dorsal de la rata, Surmeier y colaboradores (1993a y 1996; Nicola

et al., 2000) mostraron que neuronas que expresan substancia P (via directa) y
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abundante mRNA del receptor tipo D; (el 46 % de las neuronas analizadas),
también co-expresaban niveles apreciables de mRNA de alguno de los tipos de
receptor D2: tipo D, (19 %), tipo D3 (38 %) y tipo D4 (25 %). Esto es, aunque la
hipotesis de la segregacion resultara correcta, con la selectividad de los agonistas
ahora disponibles, debe de ser muy comun que una misma neurona exhiba
respuestas D; y D, simultineamente. Asimismo, muchas neuronas con mRNA
para encefalina (via indirecta) (26% de las neuronas) y abundante mRNA para los
receptores tipo D,, co-expresaban mRNA para las isoformas D; o Ds. Finalmente,
una poblacibn de NEMs (29 % de las neuronas analizadas) expresaban
substancia P, encefalina y mRNA de los tipos D; y D,. Asi se concluye que
cuando menos el 50% de las células co-expresa algin miembro de una familia
con algun miembro de la otra (D; y D,) (Surmeier et al. 1996). Esto pone en
cuestionamiento la relevancia funcional de la segregacién, o cuando menos hace
que las preguntas: ¢Por qué tantos receptores?, ¢Para qué sirve cada uno?,

¢,Cuando predomina uno y cuando el otro?, adquieran importancia.
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1.8 Vias de sefalizacion celular activadas por los receptores de dopamina

Similarmente a las acciones de otros receptores de la superfamilia de siete
dominios transmembranales cuyas sefiales son transducidas a través del
acoplamiento con las proteinas G, la activacion de la familia de los receptores
dopaminérgicos promueve la iniciacion de diferentes cascadas de sefializacion
intracelular que tienen como objeto modificar la actividad de diferentes efectores
moleculares en las células.

Los receptores a dopamina activan proteinas G heteroméricas (Ggg,) al
promover la substitucion de GDP por GTP en la subunidad G, (Gilman, 1987). Al
separarse, ambas subunidades, G, y Gg,, activan o inhiben una gran variedad de
proteinas hasta llegar a los efectores blanco. En la presente tesis, los efectores
gue nos interesan son los canales idnicos. Estos pueden ser regulados a través
de su fosforilacion por proteinas cinasas, y su desfosforilacién via proteinas
fosfatasas. En particular, se ha observado que muchos canales también pueden
ser regulados directamente por las proteinas G mediante interacciones proteina-
proteina entre alguna subunidad de la proteina G y un asa intracelular del propio
canal (Hille, 1994; Selbie and Hill, 1998; Dolphin et al., 1999).

En el caso de los receptores dopaminérgicos D; se sabe que la
sefalizacion comienza activando la AC y aumentando los niveles intracelulares de
AMPc (Missale et al.,, 1998). Efecto mediado por proteinas Gs y Gor en las
neuronas estriatales y en otras (Herve, 1993). En contraste, los receptores
dopaminérgicos D, disminuyen los niveles de AMPc en diferentes tipos celulares.

Este efecto inhibidor es mediado por proteinas Gj, sensibles a la toxina pertussis
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(Vallar y Meldonesi, 1989; Missale, 1998). También se ha descrito que ambos
tipos de receptores activan la via de los fosfoinositidos via proteinas G, (Vallar et
al. 1990; Jin et al. 2003; Hernandez-Lépez et al. 2000).

Entre los canales que son los blancos finales de la sefializacion
dopaminérgica se encuentran los de calcio (Gémora et al.1996; Surmeier et al
1996; Herndndez-L6pez et al. 1997 y 2000). Pero se conoce que la dopamina
también puede afectar a canales de sodio y potasio dependientes de voltaje, asi
como canales sindpticos (ionotrépicos) tales como los NMDA, AMPA y GABA
(Cepeda et al. 1993; Tseng and O’Donnell, 2004; Pisani et al. 2000). Al ser
afectadas mdultiples conductancias i6nicas de la membrana, la neurona blanco,
como ejemplo, la estriatal, cambia su manera de integrar la informacién (la funcion
entrada-salida; 1/0 o de transferencia), esto es, su capacidad de generar patrones
temporales de disparo ante un determinado estimulo es modificada (Hernandez-
Lépez et al. 1997; 2000; Pérez-Garci et al. 2003), asi como su capacidad de
comunicarse con otras neuronas (Guzman et al., 2003; ver resultados de la
presente tesis y Salgado et al. 2005). Esto modifica el procesamiento y la
actividad de toda la red neural. Asi, La activacion selectiva de los receptores D;
promueve la reduccién de corrientes de sodio en neuronas espinosas medianas
neostriatales, este efecto es mimetizado por analogos del AMPc (Surmeier y Kitai,
1993b) y se debe a la fosforilacion directa del canal por la PKA (Nicola et al 2000).
Similarmente, en neuronas piramidales de la corteza prefrontal, la activacion de
receptores D; disminuye corrientes de sodio, por la via AMPc y PKA; esta ultima

fosforila al canal (Maurice et al., 2001). Otro blanco para la via de sefalizacion de
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los receptores D;, son los canales de potasio activados a potenciales
hiperpolarizados (< -80 mV) y que median la rectificacion entrante en las NEMs

(Nisenbaum y Wilson, 1995; Mermelstein et al., 1998).

De manera paralela, la subunidad catalitica de la PKA también fosforila a la
proteina citosélica DARPP-32 (fosfoproteina regulada por AMPc y dopamina) una
fosfoproteina de 32,000 daltones de peso (Nishi et al., 1997; Fienberg et al., 1998;
Greengard et al., 1998) y proteina fosfatasa-1 (PP-1). En su forma fosforilada,
DARPP-32 constituye un potente inhibidor de PP-1 lo que favorece la
permanencia en el estado fosforilado de las diferentes proteinas efectoras; entre
las que se encuentran los canales de calcio (figura 3) (Surmeier et al., 1995a, b;

Nishi et al., 1997; Greengard et al., 1998 y 1999).

Con respecto a la activacion de los receptores dopaminergicos D,, en las
neuronas neoestriatales se ha visto que los efectos mas importantes no derivan
de su accidén negativa sobre la AC, si no que se deben a la activacion del la
fosfolipasa C (PLC), lo que a su vez desencadena una cascada que termina en
otra fosfatasa, la PP-2B, que defosforila y deprime la accién de los canales de
calcio de tipo L (Nishi et al., 1997, Hernandez-L6pez et al., 2000). También se
sabe que la activacion de los receptores D, reduce corrientes de sodio en
interneuronas colinérgicas neostriatales a través de la via de la fosfolipasa C

(PLC) y la PKC (Maurice et al. 2004).
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Figura 3. Papel central de la via DARPP32/PP-1
D1 por activacion del receptor D1 en las neuronas
espinosas medianas. La via DARPP32/PP-1
integra la informacién y produce una respuesta

AMPc
coordinada involucrando varios efectores. Flechas

DARPP -32 negras indican procesos de activacion y flechas

PKA

grises indican procesos inhibidores. Un incremento
DARPP -3 en la fosforilacion de DARPP-32 por PKA,
0 “ | promueve la inhibicion de la actividad de PP-1,
incrementando el nivel de fosforilacion de multiples
proteinas efectoras. El incremento en la
fosforilacion esta asociado con un incremento en
la actividad de los receptores AMPA y NMDA, asi

como en los canales de Ca2* de tipo L, y con un

decremento en la actividad de los receptores
e p

GABAx Yy de los cangles de Na* (Modificado de Greengard et al. 1999).

Por otro lado, la activacion de los receptores D1 puede potenciar las
respuestas mediadas por los receptores sinapticos AMPA y NMDA (Cepeda et al.
1993; Tseng and O’Donnell, 2004). Por su parte los receptores D, deprimen las

respuestas de los mismos receptores (Tseng and O’'Donnell, 2004).

Ademas, los receptores dopaminérgicos también activan otras vias de
sefalizacion tales como AKT-GSK, GRK y MAPK (Beaulieu et al. 2005; Gerfen et
al. 2002; Nishi et al. 1997), pero no se sabe cual es la relaciébn de ninguna de
estas cascadas con las acciones electrofisioldgicas, y por lo tanto, con la actividad
neuronal. Ademas, todas estas vias se han descrito en condiciones patoldgicas y

no sabemos cudl seria su funcién durante la transmisién normal.
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1.9 Los canales de calcio como efectores en la membrana.

La actividad de los canales de calcio dependientes de voltaje es central en
la funcién de todas las células excitables (células que disparan potenciales de
accion autorregenerativos) y aun en células no excitables (Hille, 2001).

Los canales de calcio median la entrada de calcio a la célula en respuesta
a una depolarizacion de la membrana. Por si mismo, el calcio es un segundo
mensajero que regula procesos intracelulares como la contraccién, la secrecion,
la liberacion de neurotransmisores y la expresién génica, entre otros (Catterall,
1995; Dunlap et al. 1995).

La clonacion y caracterizacion molecular de las subunidades de los canales
de calcio ha ayudado a conocer su estructura, fisiologia y farmacologia. Estos
canales son originados por una superfamilia de genes de canales i6nicos
transmembranales que incluyen a los canales de sodio y potasio dependientes de
voltaje (Catterall, 1995).

Los canales de calcio han sido caracterizados bioquimicamente como
proteinas complejas compuestas de cuatro o cinco subunidades, las cuales son
codificadas por multiples genes (Catterall, 2000). La subunidad o, incorpora al
poro de conduccion, el sensor de voltaje y sitios de regulacién del canal por
segundos mensajeros, drogas y toxinas. Esta subunidad se organiza en cuatro
dominios homologos (I-1V) con seis segmentos transmembranales cada uno (S1-
S6). El segmento S4 funciona como el sensor de voltaje (Fig. 4). El poro del canal
se encuentra formado por los segmentos S5 y S6 de cada dominio y junto con el

asa del poro proporcionan la selectividad y la conductancia al canal (Fig. 4). Una
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subunidad B intracelular y una subunidad a,6 transmembranal son componentes
de muchos tipos de canal de calcio. Ademas, la subunidad y ha sido encontrada
en canales de calcio del musculo esquelético y en canales expresados en corazon
y cerebro (Fig. 4). Se sabe que las subunidades auxiliares o,9, B,y y modulan la
cinética de activacion e inactivacion; asi como la densidad de corriente y la unién
de los diferentes bloqueadores (Varadi et al. 1995; Catterrall, 1996 y 1998). A
pesar de la diversidad funcional que les confiere la presencia de todas estas
subunidades accesorias, la diversidad farmacologica y electrofisiologica de los
canales de calcio es debida principalmente a la existencia de mudultiples

subunidades a; (Hofmann et al. 1994).

1.10 Clasificacion de los canales de calcio

Existen 10 genes que codifican para las subunidades a; de los canales de
calcio. Historicamente, varios hombres han sido asignados a los productos de
estos genes y la nomenclatura ha sido muy confusa. Desde su descubrimiento, la
clasificacion de los canales de calcio ha sido desarrollada en cuatro etapas. La
primera clasificacion de estos canales fue basada en su dependencia de voltaje.
Los canales se dividieron en dos grupos. Un grupo fué el de los canales que
necesitaban despolarizaciones pequefias para ser activados y el otro el de
aguellos que necesitaba una mayor despolarizacién: LVA (low voltaje activated) y
HVA (high voltaje activated) (Hagiwara et al., 1975; Llinas y Sugimori, 1980; Llinas

y Yarom, 1981).
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Figura 4. Esquema

genérico de un canal de
calcio  dependiente  de

voltaje. El esquema ilustra los

4 dominios homdlogos de la

THTTTITT
GLgRLaidd

Intracellular

subunidad oy que forman el

6 & )
\ggé{g?{g%{\ﬁ poro del canal. El dominio 1
é{g ?%? §§”§) muestra los seis segmentos

transmembranales (S1-S6). El
segmento S4 es el sensor de
voltaje y el asa que se forma
entre el segmento S5y S6 de
cada dominio forma la
cubierta de la boca del poro. Asociadas con la subunidad o1 Se encuentran la subunidad B, que es
intracelular, la subunidad y que tiene cuatro segmentos transmembranales y la subunidad a,d (tomada de
Randall y Benham, 1999).

La siguiente clasificacion utilizo herramientas farmacoldgicas. Nowycky y

colaboradores (1985) subdividieron los canales LVA y HVA en mas subtipos
funcionales y dieron una nomenclatura alfabética: T (LVA), L y N (HVA).
Posteriormente la nomenclatura fue basada en las diferentes subunidades a4, las
cuales fueron referidas como aua, a1g, aic, dip, Oug, o1F y ois (Birnbaumer et al.
1994) y auc, oun, o (Monteil et al. 1999; Williams et al. 1999). Las subunidades
oG, o1y Y aq forman el poro de los canales de calcio de tipo T (LVA), en tanto que
las subunidades de los canales HVA son a;a (P/Q), aug (N), aiic, ap, air Y aus (L)
y oug (R) respectivamente (ver Tabla 1). El afio 2000 es testigo de otra
nomenclatura, la cual trata de englobar no solo a los canales de calcio si no a

todos los canales iénicos (Ertel et al. 2000). Asi, los canales de calcio fueron
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nombrados usando el simbolo quimico del principal ion de permeacién (Ca), junto
con el principal regulador fisiolégico (el voltaje), indicado como subindice: Cay.
Tres subfamilias de canales de calcio fueron definidas con base en la homologia
de las secuencias de aminoacidos: Cayl, Cay2, Cay3, respectivamente. Acorde a
estd nomenclatura la subfamilia Cayl (Cayl.1 a Cayl1.4) incluye canales de calcio
gue contienen las subunidades oass, aic, aup Y oir, las cuales median las
corrientes de calcio de tipo L (Tabla 1). La subfamilia Cay2 (Cay2.1 a Cay2.3)
incluye canales que contienen las subunidades asa, aig Y a1g, las cuales median
corrientes de calcio de tipo P/Q, N y R, respectivamente (Tabla 1); y la subfamilia
Cay3 (Cay3.1 a Cay3.3) que incluye canales que contienen las subunidades a;g,
oun Y ouy, las cuales median corrientes de calcio de tipo LVA (Ertel et al. 2000).
Las secuencias completas de los aminoacidos de las subunidades o; son
idénticas en un 80% en una misma subfamilia pero hay menos del 40% de
homologia entre las diferentes subfamilias. Por ejemplo, las subunidades o, de
los canales de la subfamilia Cay1 tienen un 80% de identidad en su secuencia.
Sin embargo, al comparar la secuencia de la subfamilia Cayl contra la Cay3 la
identidad de su secuencia de aminoacidos solo es del 28% (Ertel et al. 2000). A
estas alturas, la fisiologia, la farmacologia, la bioquimica y la biologia molecular
estan intentando, mediante el trabajo multidisciplinario, contestar las siguientes
preguntas: ¢Por qué tantos canales de Ca** en una sola célula?, ¢Cuél es la
funcion de cada uno?, ¢Trabajan en conjunto?, ¢(Cémo afectan el disparo, la
actividad, la sinapsis, y las funciones de una red neuronal y una neurona?

Combinando ambas partes de esta introduccién, nos preguntamos: ¢Para qué
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toda esta complejidad de receptores y canales?, ademas, ¢Para qué la DA
cambia la funcién a los mismos?, ¢Cuantas variables hay?, ¢Llegaremos a
entender cédmo funcionan los neurotransmisores moduladores como la DA?,
¢, Como correlacionar las cadenas de sefializaciéon con la actividad de los circuitos
neuronales? Dada la complejidad de este panorama, en esta tesis sélo
abordaremos uno de los efectores: el canal de calcio.

Por otro lado, la capacidad neuromoduladora puede experimentar cambios
en el desarrollo los cuales estdn asociados con cambios en la expresion de
canales i6nicos (Elezgarai, 1999). Estos cambios en la expresion de los canales
durante el desarrollo pueden ser muy importantes para el control de la actividad y
funcion de una red neuronal. Por lo tanto, uno puede suponer que la expresion
temporal de cada tipo de canal se puede ligar con procesos criticos durante el
desarrollo. En el caso de los canales de calcio, se ha reportado que su
contribucién varia en diferentes etapas del desarrollo (Chameau et al. 1999;

Iwasaki, 2000).

1.11 Farmacologia de los canales de calcio

La farmacologia de las tres subfamilias de canales de calcio es muy
distinta. Los canales Cayl son los blancos moleculares de las dihidropiridinas
(como la nitrendipina, nicardipina, BayK) (ver tabla 1). Estos canales también son
sensibles a la calciseptina, un péptido del veneno de la serpiente Dendroaspis
polylepis polylepis (mamba negra), la cual los bloguea selectivamente siendo

totalmente inactiva sobre otros canales de calcio (De Weille et al. 1991 y Yasuda
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et al. 1993). Hasta la fecha no existen agonistas o antagonistas especificos para
cada subtipo de canal Cay1.

La subfamilia de canales de calcio Cay2 es virtualmente insensible a las
dihidropiridinas pero estos canales son bloqueados con alta afinidad por toxinas
péptidicas de arafias y caracoles marinos (Tabla 1) (Kochegarov, 2003). Asi, los
canales Cay2.1 (P/Q) son bloqueados especificamente por la w-agatoxina IVA
(Mintz et al, 1992) y la w-agatoxina TK (w-AgaTK) (Teramoto, 1993, 1995 y 1997)
extraidas del veneno de la arafia Agelenopsis aperta. Los canales Cay2.2 (N) son
bloqueados especificamente por la m-conotoxina GVIA (o-CgTx GVIA) del veneno
del caracol marino Conus geographus (Olivera et al. 1985; Witcher et al. 1993,
Fujita et al. 1993; Jones et al. 1997; Angulo et al. 1998). Los canales Cay2.3 son
bloqueados de manera relativamente selectiva por la toxina SNX-482 derivada del
veneno de la tardntula Hysterocrates gigas (Arrollo et al. 2003).

La subfamilia Cay3 es sensible a la toxina, kurtoxina, del veneno del
escorpion Parabuthus transvaalicus, y al mibefradil (Pérez-Reyes, 2002,

Kochegarov, 2003).

1.12 Canales de calcio en las neuronas espinosas medianas

Las NEMs expresan diferentes subtipos de canales de calcio dependientes
de voltaje, tanto de la subfamilia Cayl como de la subfamilia Cay2 (Bargas et al.
1994, Foehring et al. 2000; Mermelstein et al. 1999). Esta en duda si algun tipo de
NEM, en la dendrita, expresa canales de la familia Cay3 (Sabatini et al. 2001). Las

NEM expresan dos tipos de canal de calcio Cayl: aic (Cayl.2) y aup (Cayl.3).
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Ademas, expresan todos los miembros de canal de calcio de la subfamilia Cay2:
los canales P/Q (Cay2.1), N (Cay2.2) y R (Cay2.3) (Bargas et al. 1994, Foehring et
al. 2000; Mermelstein et al. 1999). En las NEM, las corrientes de calcio son muy
importantes en la generacion del patron de disparo neuronal. Los canales de
calcio de tipo L (Cayl) generan una zona de conductancia negativa que sostiene
el disparo repetitivo durante el estado activo de estas células (Hernandez- Lépez
et al. 1997; Vergara et al. 2003). Por su parte los canales de calcio de tipo Cay2.1
y Cay2.2 participan en la generacion del postpotencial hiperpolarizante (PPH)
(Vilchis et al. 2000), que determina el ritmo y la frecuencia de disparo. Ademas, el
calcio que entra a través de estos canales, induce la liberacion del
neurotransmisor de las terminales sinapticas de estas neuronas (Tecuapetla et al.
2005). Esto muestra que los diferentes canales de calcio desempefian funciones

diferentes en la misma célula.
1.13 Modulacién de corrientes de calcio por dopamina
1.13.1 Modulacion de corrientes de calcio por receptores Ds.

La activacion de los receptores dopaminérgicos D; incrementa las
corrientes de calcio de tipo L en las NEM neostriatales (Surmeier et al. 1995), en
células cromafines (Artalejo et al. 1990), y en células horizontales y ganglionares
de la retina (Pfeiffer-Linn y Lasater. 1993; Liu y Lassater, 1994). Este incremento
de la corriente de calcio (ICa**) fue mimetizado por un analogo del AMPc y por
activadores de la proteina cinasa A (PKA). Lo anterior sugiere que la accién del
receptor D; es mediada por el sistema candnico: AMPc / PKA (Artalejo et al. 1990;

Pfeiffer-Linn y Lasater, 1993 y Surmeier et al. 1995), de manera analoga a la
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modulacién producida por la PKA sobre los canales de calcio de tipo L cardiacos

cuando se estimula el receptor B-adrenérgico (Yue et al, 1990; Kamp y hell, 2000).

Se ha probado que la PKA de manera directa fosforila y provoca cambios

conformacionales en el canal (Naguro et al. 2001).

Tabla 1. Nomenclaturay farmacologia de los canales de calcio dependientes

de voltaje (Modificado de Doering y Zamponi, 2003; Kochegarov, 2003 ).

Superfamilia Tipo Subunidad al Nombre Bloqueador
propuesto selectivo
HVA L oic Cayl.2 Dihidropiridinas
L oD Cayl.3 Dihidropiridinas
L olLE Cayl.4 Dihidropiridinas
L s Cavl.l Dihidropiridinas
N B Cay2.2 ®-conotoxina
GVIA
P/IQ oA Cayv2.1 ®-agatoxina IVA
w-agatoxina TK
R OUE Cav2.3 SNX-482
LVA T aic Cav3.1 Kurtoxina
Mibefradil
T oH Cay3.2 Kurtoxina
Mibefradil
T ol Cay3.3 Kurtoxina
Mibefradil
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El incremento de la corriente de calcio por DA se debe a tres mecanismos:
primero, la fosforilacion por PKA incrementa la conductancia unitaria a través de
los canales individuales. Bajo la influencia de dopamina, la conductancia del canal
unitario se duplica. Segundo, la dopamina incrementa la probabilidad de apertura
del canal. Y tercero, la dopamina incrementa el tiempo de apertura media del
canal de calcio (Pfeiffer-Linn y Lasater, 1996). En contraste, la activacion del
receptor D; tiene acciones opuestas sobre las corrientes de calcio de tipo T en las
células horizontales de la retina (Pfeiffer-Linn y Lasater, 1993) y esta inhibicion
también es mediada por AMPc. De manera paralela, también se ha descrito que
la activacion de los receptores D; promueve la disminucidon de las corrientes de
calcio de los tipos N y P/Q. Este efecto también es mimetizado por analogos del
AMPc y bloqueado por inhibidores de la PKA (Surmeier et al., 1995).

Ahora bien, aunque esta via es candnica, tiene varias complicaciones en
las NEM. Resulta que la PKA fosforila y aumenta la actividad de la proteina
fosfatasa-1 (PP-1), que, anclada junto al canal, lo desfosforila rapidamente
apenas es activada. Entonces, mientras PKA fosforila al canal, al mismo tiempo
activa a PP-1 que lo desfosforila, siendo el efecto casi instantdneo. ¢Cual es
entonces la accion fisiologica, aumentar o disminuir la corriente? ¢Para qué un
efecto tan breve? Este dilema se resolvié mediante registros intracelulares, que al
contrario de los registros de célula entera, y aun los de parche perforado, no
modifican el medio intracelular. La respuesta es que la ICa?" de tipo L aumenta

bajo la accién de la DA y este aumento persiste por varios minutos (Hernandez-
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Lopez et al. 1997). En registros de célula entera se obtiene el mismo resultado en
presencia de inhibidores de fosfatasas, como el acido okadaico y la microcistina
(Surmeier et al., 1995), lo que permite proponer que existe un inhibidor endégeno
de fosfatasas que cumple ese papel en la célula intacta. Este es precisamente el
papel que cumple el DARPP-32, que se activa al ser fosforilado por PKA (ver Fig.

5).

En el caso de los canales N y P/Q, se piensa que el efecto predominante
es la desfosforilacion mediante PP-1 (Surmeier et al., 1995). Esta accion también
se ha observado en NEM del nucleo accumbens, sobre las corrientes N y R
(Zhang et al., 2002).

Figura 5. Via de sefializacion propuesta para la modulacion

Dopamina
l del canal de tipo L de Ca2+ por el receptor D1. Note que la
DlR via es iniciada por AC y la produccion de AMPc. Sin embargo, la
AC PKA activada puede inducir fosforilacion por tiempo muy
i A}PC limitado ya que también activa a la PP-1 que desfosforila. Para
l que la fosforilacion dure mas, la PKA debe de activar a DARPP-
,;-‘- —PKA

32 que inactiva a PP-1. Uno de los temas de estudio actuales en

DARFP32 ) o )
( D relacion a esta via, es el analisis de los factores que activan o
pDARPP3 \

o, desactivan DARPP-32 (ver Greengard et al. 1999; Surmeier et

2+ (g

L-Ca
( > al. 1995; Hernandez-Lopez et al. 2000).

p[..-Ca
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Resultados similares en respuesta a la activacion del receptor D; han sido
reportados en células cromafines (Artalejo et al. 1990) y en células horizontales y

ganglionares de la retina (Pfeiffer-Linn y Lasater. 1993; Liu y Lassater, 1994).
1.14 Modulacion de canales de calcio por receptores D,

La activacion de la subfamilia de receptores D, regula la funcion de
corrientes de calcio en mudltiples tipos celulares. Una de las células mas
caracterizadas es la NEM, en donde la estimulacién del receptor dopaminérgico
D, reduce la corriente de calcio a través de los canales de calcio de tipo L
resultando en una disminucion de la excitabilidad (Hernandez-Lépez et al., 2000).
Esta modulacion es mediada por la activacion del complejo By de la proteina Gq la
cual activa a la fosfolipasa C (PLC), que promueve la movilizacion de calcio de las
pozas intracelulares y la activacion de la fosfatasa dependiente de calcio,
calcineurina (PP-2B), la cual desfosforila el canal de calcio (Hernandez-L6pez et
al., 2000). Los receptores D, también modulan la ICa** de tipo L en motoneuronas
espinales y en células granulares del cerebelo a través de una manera
independiente de voltaje (Wikstrom et al.,, 1999 y Mei et al 1995). En
melanotropos también se ha descrito que la activacion de los receptores D,
reduce la ICa** de tipo L, asi como la expresién del gen para esta subunidad
(Fass et al, 1999). La Figura 6 esquematiza esta via de sefalizacion. También se
ha reportado que la activacion de los receptores D, modula corrientes de calcio de
tipo N en interneuronas colinérgicas estriatales, en células NG108-15 y en
motoneuronas espinales a través de una via delimitada a membrana y utilizando

una proteina Gi/G, (Yan et al, 1997; Brown y Seabrook, 1995 y Wikstrom et al
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1999). Sin embargo, en neuronas del globo palido la via de activacion termina en
la proteina cinasa C (PKC), en este caso, la fosforilacion reduce la corriente. En
células AtT20 y en neuronas dopaminérgicas, la activacion del receptor D2 reduce
la ICa** de tipo P/Q por una via delimitada a membrana (Wolfe et al. 1999;
Cardozo y Bean, 1995). Poco se sabe de los otros tipos de receptor que son
miembros de la familia D2: la activacion del receptor D3 causa una reduccion de la
ICa?* de tipo P/Q via proteinas G sensibles a la toxina pertussis (Kuzhikandathil y
Oxford, 1999), y la activacién del receptor D, inhibe las ICa?* de tipo L en células

granulares del cerebelo (Mei et al., 1995).

Dopamina
v
D2R
v
p:Tc
/ \v Figura 6. La activacion del receptor D2 tiene efectos
P DAG . .
ls l contrarios a los del receptor D1 al modular el canal de calcio
de tipo L: se reduce la corriente. La via comienza con la
~ Ca?* » PKC N ,
activacion de PLC, que a su vez produce IP3 y DAG vy calcio
CaM -
\f intracelular. Este ultimo activa a la Ca-CaM, que a su vez activa
,I a la PP-2B. La PP-2B desfosforila al canal reduciendo la
\a Ca2%: CaM corriente (Nishi et al., 1997; Hernandez-Ldpez et al., 2000).
v
PP-28
- e g
/ \
v \
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CAPITULO 2
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En algunas areas del sistema nervioso central, los tipos de canal de calcio
de la sinapsis, encargados de disparar la liberacién del neurotransmisor, cambian
sus proporciones durante el desarrollo. Por ejemplo, los canales de calcio de tipo
N disminuyen su expresion mientras que los de tipo P/Q la incrementan (lwasaki
et al. 2000). En general, se desconoce si esto sucede sélo en la membrana
sinaptica, o si cambios paralelos acontecen en la membrana somatodendritica.
Este punto no ha sido analizado en las NEM por lo que es uno de nuestros
objetivos.

Debido a que se prefiere estudiar animales jévenes en las preparaciones
disefiadas para analizar las propiedades sinapticas (rebanadas de cerebro), no
sabemos si lo encontrado a edades tempranas aplica en el animal adulto. Asi, en
este trabajo de tesis investigamos la contribucion relativa de los diferentes tipos
de canal de calcio en dos etapas del desarrollo: PD14 y PD40 (dias postnatales
14 y 40). Investigamos que tipos de canal de calcio contribuyen a la corriente
i6bnica y a la transmision sinptica estudiando en paralelo la membrana
somatodendritica y la sinapsis.

El papel que juegan los diferentes tipos de canal de calcio en estas neuronas es
multiple, entre otras cosas, regulan el patrén de disparo y la liberacion de
neurotransmisor, aunque cada tipo de canal asume un rol diferente en estos
procesos (Bargas et al., 1994; Pérez-Garci et al., 2003). Ahora bien, la dopamina,

actuando a través de receptores de tipo D; y D,, modula de manera diferencial
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estos canales. Esta es una manera en que la dopamina controla la generacién del
patron temporal de disparo y la transmision sinptica. Los trabajos previos de este
laboratorio se concentraron en la modulacion dopaminérgica del canal de calcio
de tipo L (Cayl), y cémo esta modulacion controla el disparo neuronal
(Herndndez-L6pez et al., 1997; 2000). Los canales de calcio de tipo L no
participan de manera evidente en la liberacion de neurotransmisor (Bargas et al.,
1998; Barral et al 2001). También se sabe que la activacion de receptores de la
familia D, reduce la corriente a través de los canales de la subfamilia Cay2 (N,
P/Q y R) (Surmeier et al., 1995). Pero falta averiguar si la dopamina, a través de
los receptores de la familia D, también modula los canales de la subfamilia Cay2.
El presente trabajo se inscribe dentro de esta linea de investigacion y tratamos de
dar cuenta del papel modulador de los receptores D, (en especial de los
receptores D,/D3), sobre las corrientes de calcio Cay2 durante dos etapas del
desarrollo: PD14 y PD40. Como ya mencionamos, existen evidencias de una
colocalizacion de receptores dopaminérgicos de ambas familias, D; y D2, en una
misma neurona espinosa mediana (ver Introduccién). Pero no sabemos cual es el
resultado de activar simultaneamente estos receptores en la misma neurona.

En el caso de la modulacion de la corriente de calcio de tipo L (Cayl), la
modulacién dopaminérgica es antagonica (ver Introduccién): la activacion de
receptores de la familia D; incrementa la corriente mientras la activacién del
receptor dopaminérgico D, la reduce. Entonces, ¢qué pasa cuando ambos
receptores son activados? ¢COmo interaccionan las vias de sefalizacion

esquematizadas en las Figuras 5 y 6? En este trabajo de tesis comenzamos a
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estudiar la implicacion funcional de activar las dos familias de receptores

dopaminérgicos simultdneamente.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

Determinar la contribucién de los diferentes tipos de canales de calcio en las
neuronas espinosas medianas del neoestriado en dos etapas del desarrollo: PD14

(juveniles) y PD40 (adultos).

Determinar si el receptor dopaminérgico D, modula la corriente de calcio a través

de los canales Cay2 en neuronas espinosas medianas del neostriado en las dos

etapas del desarrollo antes mencionadas.

Definir €l (los) subtipo (s) de canales de calcio Cay2 modulado (s) por el receptor

dopaminérgico D, en las dos etapas del desarrollo antes mencionadas.

Analizar la posible interacciéon de los receptores D; y D, durante la modulacion de

la corriente de calcio en las neuronas espinosas medianas.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacion celular

En el presente estudio se utilizaron ratas de la cepa Wistar. Después de
ser anestesiadas con eter, se decapitaron y su cerebro fue obtenido y
sumergido en solucién salina a 4°C, que contiene (en mM): 126 NaCl, 3 KCI, 1
MgCl,, 2 CaCl,, 25 NaHCOs3, y 11 glucosa (pH 7.4 con NaOH, 298 mOsm/I;
saturada con 95% CO, y 5% O,). Del cerebro se obtuvieron rebanadas
sagitales de 300 um de espesor usando un vibratomo (Ted Pella, Reading CA).
Una vez obtenidas, las rebanadas de cerebro se dejaron equilibrar durante una
hora a temperatura ambiente (*25°C) en la misma solucién salina. Después se
disecd el neostriado dorsal y se incubd en la misma solucion salina adicionada
con 1 mg/ml de pronasa E tipo XIV (Sigma; St. Louis, MO, EUA) a 32°C.
Después de 20 minutos de digestidn, las rebanadas se pasaron a una solucién
salina con baja concentracién de calcio (0.2 mM CacCl,). En esta solucién, las
neuronas fueron disociadas mecanicamente utilizando una serie de pipetas
Pasteur con diferente diamétro en la punta. La suspension celular (1 ml) se
colocd en una caja Petri montada sobre la platina de un microscopio invertido
gue contiene 1 ml de la solucion salina de registro (en mM): 0.001 tetrodotoxina
(TTX), 130 NacCl, 3 KCl, 5 BaCl,, 2 MgCl,, 10 HEPES y 10 de glucosa (pH =7.4

con NaOH; 300 mOsm/I con glucosa).
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3.2 Registro electrofisiolégico
Las neuronas espinosas medianas, disociadas agudamente, se registraron

mediante la técnica de fijacion de voltaje en la configuracion de célula entera
usando BaCl, (5 mM) como acarreador de carga. Se utilizaron electrodos de
borosilicato (WPI; Sarasota, FL) hechos en un estirador de pipetas (Sutter
Instrument Corp, Novato, CA) y pulidos en la punta mediante una microforja
(Narichige; Tokio, Japdén) hasta obtener resistencias de 4-8 MQ en la solucion
salina extracelular. Estas pipetas fueron llenadas con la siguiente solucion interna
(que contiene en mM): 10 etilenglicol-bis-(B-aminoetil eter) acido N,N-tetracético
(EGTA), 140 N-metil-D-glucamina, 4 MgCl,, 0.1 CacCl,, 40 HEPES, 2 ATP, 0.4
GTP y 0.1 leupeptina (pH = 7.2 con H,SO,4, osmolaridad = 270 £ 5 mOsm/I).
Medidas potenciométricas mostraron que la concentracién de calcio alcanzada en
la solucién intracelular con estos componentes es de 150-200 nM. Los registros
se obtuvieron con un amplificador Axopatch 1D (Axon Instruments, Foster City,
CA, USA), y fueron monitoreados y controlados con una PC acoplada a una
interfase a 125 KHz corriendo el programa pClamp (v. 8) (Axon Instruments).
Después de romper el gigasello y entrar en contacto con el interior celular
compensamos la resistencia en serie (< 15 MQ) en un 70-80 %. Y se vigilo

periodicamente durante el experimento.

Realizamos medidas de la funcién corriente-voltaje (curvas I-V), antes y
después de utilizar los agonistas dopaminérgicos. Estas se hicieron de dos

maneras: ya sea con la familia de corrientes evocadas por comandos de voltaje
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desde -80 hasta 50 mV en pasos de 10 mV, o bien con la corriente obtenida al
aplicar un comando de voltaje en forma de rampa (0.14 mV/ms) desde -80 a 50
mV. Como ambos métodos coincidieron en casi todas las células registradas (ver
la Fig. 1B de los Resultados en: Salgado et al., 2005 —articulo adjunto), decidimos
s6lo mostrar las curvas |-V obtenidas con las rampas de voltaje, para mayor
claridad. En varios experimentos también se aplicaron protocolos de doble
comando rectangular para ver si parte de la inhibicion era a través de una via
dependiente de voltaje.

Los farmacos se aplicaron utilizando la gravedad mediante un capilar de
vidrio posicionado a 100-200 um de la neurona que se registraba. Para cambiar la
solucion extracelular usamos un sistema de microvalvulas (Lee CO, Essex, CT)
controladas a distancia mediante voltaje. El curso temporal de los efectos de los
agonistas y bloqueadores se obtuvo midiendo los valores de corriente al pico en
respuesta a la rampa de voltaje, o bien, obteniendo la amplitud de la corriente al

finalizar un escalén de voltaje a 0 mV.

3.3 Farmacos utilizados.

Los farmacos se disolvieron en la solucién salina a partir de soluciones
madre preparadas diariamente. El quinelorane, el SKF-81297, la nitrendipina, el
sulpiride y el U99194A se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO). Los antagonistas
de los canales de calcio: m-conotoxina GVIA (o-CgTx) y w-agatoxina TK (-
AgaTK) se obtuvieron de Peptides International o de Alomone Labs. El &cido

okadaico se obtuvo de Alomone Labs. Los inhibidores de la fosfatasa PP-2B
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(calcineurina), FK506, microcistina y el péptido auto-inhibidor se obtuvieron de
Calbiochem (La Jolla, CA). EI BAPTA se obtuvo de Calbiochem.

La mayoria de los farmacos se disolvieron en agua para preparar las
soluciones madre. La nitrendipina, el acido okadaico y la microcistina se
disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO) al (0.01%). En esos casos las soluciones
control tenian DMSO a la misma concentracion final.

3.4 Andlisis de los datos

Los registros digitalizados fueron importados para ser analizados y
graficados con un programa comercial (Origin v. 6. Microcal, Northampton, MA).
Reportamos media y error estandar para los valores de corriente. La significancia
estadistica fue evaluada mediante pruebas estadisticas libres de distribucion: U
de Mann-Whitney o T de Wilcoxon, dependiendo de que tipo de muestras se
comparaban. También usamos analisis de varianza (ANOVA) para comparar mas
de dos muestras simultdneamente utilizando un programa comercial (Systat v.10;
SPSS Inc., Chicago IL).

La relacién concentracion-efecto del agonista selectivo para la familia de

receptores D,, quinelorane, fue ajustada a la ecuacion de Hill:

nH
. A

Emax [A}"H + [A] g™

donde E es el efecto producido por el quinelorane sobre la amplitud de la corriente
medido en porcentaje, Emax es el efecto maximo normalizado al 100% para

poder obtener la relacidon de diferentes células, [A] es la concentracion del
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agonista, [Also es la concentracién eficaz 50 (el 50% de Emax) y nH es el

coeficiente de Hill.

Para aproximar la contribucion relativa de cada tipo de canal de calcio, se
tomo6 la cantidad de corriente de calcio bloqueada por un antagonista dado
(nitrendipina para el canal de calcio de tipo L, m-Aga TK para el de tipo P/Q, y o-
CgTx para el de tipo N). Para determinar la contribucion de los canales de tipo R
se aplicaron conjuntamente los tres bloqueadores y se midid la corriente
resistente. La suma de estas corrientes fue normalizada a 100 % de modo que L
+ N + P/IQ + R = 100%. Para determinar la cantidad de modulacion del
guinelorane para cada tipo de canal de calcio, se compard la modulacion del
guinelorane en ausencia y presencia de los diversos blogueadores de calcio y se

introdujo los datos en un sistema linear de ecuaciones (ver en Vilchis et al. 2002).
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CAPITULO 5

RESULTADOS.

Los resultados que a continuacién se presentan fueron obtenidos en NEMs
disociadas agudamente. Los registros de la actividad eléctrica se realizaron
mediante la técnica de fijacion de voltaje en célula completa. Han sido divididos
en dos apartados: en el primero se describe el papel modulador que juegan los
receptores D, sobre las corrientes de calcio en dos etapas del desarrollo: PD14 y
PD40. En el segundo, se presenta evidencia electrofisioldgica de la interaccion
funcional entre ambas familias de receptor dopaminérgico, D; y D,, en una misma
neurona. Esta interaccién se obtuvo observando la modulacién de la corriente de

calcio.
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4.1 APARTADO |I.

En la primera parte de esta tesis utilizamos un agonista selectivo para los
receptores de la familia D,, el quinelorane, junto con antagonistas especificos
para los diferentes tipos de canales de calcio, para estudiar el efecto de la
activacion del receptor de la familia D2 sobre los canales de calcio de la familia

Cay2.

4.1.1 Corrientes de calcio expresadas en neuronas espinosas medianas

disociadas en dos diferentes etapas en el desarrollo.

La figura 7A muestra una familia de corrientes obtenida en respuesta a
comandos despolarizantes de voltaje en una NEM PD14, utilizando Ba®" como
acarreador de carga. Un experimento similar en una NEM PD40 se muestra en la
figura 7B. La figura 7C muestra la ICa?" obtenida en la misma neurona PD14
(mostrada en la figura 7A) pero ahora en respuesta a un comando en forma de
rampa despolarizante de -80 a 50 mV. Un experimento similar se muestra en la
figura 7D en wuna neurona PD40. Las figuras 7E y F, muestran las relaciones
voltaje-corriente (curva V-I), obtenidas de los experimentos mostrados en las
figuras 7C y D, graficadas en funcién de los valores de la rampa de voltaje.
Observe que la curva V-l producto de la rampa de voltaje se superpone a la
producida con comandos rectangulares de voltaje (de hecho parece un ajuste de

los puntos); indicando que ambos métodos de registro coinciden. Por este motivo,
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en la mayoria de los experimentos solo se muestran las corrientes obtenidas en
respuesta a rampas de voltaje; aunque en muchos casos, los datos se
corroboraron con pasos de voltaje.

El histograma en la figura 7G compara la amplitud media de la ICa** en
ambas etapas del desarrollo. En neuronas PD14, la amplitud al pico de corriente
es de 234 = 14 pA (n = 49), mientras que en neuronas PD40 es de 254 + 12 pA
(n= 54; esta diferencia no es estadisticamente significativa de PD14; U de Mann-
Whitney). La densidad de corriente se compara en la figura 7H; dividiendo la
corriente i6nica entre la capacitancia celular total. La capacitancia de las células
PD14 disociadas es de 7.3 + 0.2 pF, mientras que en las PD40 es de 7.5 + 0.3
pF (esta diferencia no es estadisticamente significativa, U de Mann-Whitney),
indicando que la superficie somatica no cambia al comparar estas dos etapas de
desarrollo. Por otro lado, la densidad de corriente es de 32 + 2.2 pA/ pF en PD14
y 34 + 1.4 pAlpF en PD40 (Fig. 7H; esta diferencia no es estadisticamente
significativa, U de Mann-Whitney). Estos resultados muestran que el nimero total
de canales de calcio no cambia en estas dos etapas del desarrollo.

Nos enfocamos a dilucidar cuales son los canales de calcio que
contribuyen a la corriente total en cada una de las dos edades, debido a que los
tipos de canal de Ca®" pueden sufrir cambios en su expresién durante el
desarrollo (Chameau et al., 1999). Para lo cual se realizO una diseccién
farmacologica de las corrientes de calcio en ambas etapas, PD14 y PD40,

utilizando bloqueadores especificos de los diferentes tipos de canal de calcio.
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La figura 8A muestra que, en neuronas PD14, 10 uM de nitrendipina
bloquea el 29 + 3% (n=15) de la ICa**, mientras que en neuronas PD40, el
porcentaje de la ICa®" bloqueada es de 23 + 2% (n=24, esta diferencia no es
estadisticamente significativa, U de Mann-Whitney; Fig. 8C). Por lo tanto se
concluyé que los canales de calcio de tipo L (Ca®*v1) no cambian su nimero
entre estas dos etapas del desarrollo. Experimentos similares se realizaron
usando el bloqueador de las canales de calcio Cay2.1 (tipo P/Q), la o-AgaTK (400
nM). Este péptido redujo la ICa** en neuronas de PD14 en un 24 + 3% (n = 7; Fig.
8D), mientras que redujo la amplitud de la ICa®" en un 40 + 1% en neuronas de
PD40 (n = 15; Fig. 8E). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (Fig. 8F;
P<0.0001; U de Mann-Whitney); indicando que los canales de calcio de tipo P/Q
incrementan su expresion y su contribucién relativa a la ICa®* total entre los dias
14 y 40 del desarrollo. Pero si uno de los tipos de canal aumenta ¢como es que

se mantiene inalterada la corriente total?

Experimentos equivalentes se realizaron usando el bloqueador de los
canales de calcio Cay2.2 (de tipo N), la ®-CgTx (1uM). Este péptido redujo la
corriente en un 43 + 2% en neuronas PD14 (n = 11; Fig. 8G), mientras que en
neuronas PD40 redujo la corriente en un 28 + 2% (n = 8; Fig. 8H). Esta diferencia
fue estadisticamente significativa (Fig. 8l; P<0.002; U de Mann-Whitney);
indicando que los canales de calcio de tipo N disminuyen su numero y su
contribucion relativa a la corriente total de calcio durante la ventana de desarrollo
gue va de PD14 a PD40. Estos es, los canales de tipo N disminuyen y esta

disminucién compensa el aumento de los canales de tipo P/Q. Se han publicado
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resultados algo similares en neuronas piramidales en cultivo (Chameau et al.,
1999), pero esta es la primera vez que estos cambios del desarrollo postnatal se

reportan en cualquier neurona del cerebro estudiada in situ.

Finalmente, para aislar la ICa*

Cay2.3 (de tipo R) se aplicaron
conjuntamente nitrendipina, ®-Aga TK y ®-CgTx; a las concentraciones
anteriormente mencionadas y se midié la corriente resistente para todos estos
bloqueadores. Menos del 15% de la corriente inicial es resistente en ambas
etapas del desarrollo (Fig. 8 Jy L), indicando que, como los canales de tipo L, los
canales de tipo R no cambian su niamero durante este periodo. En neuronas
PD14, la contribucidén de cada tipo de canal a la corriente total es (ver métodos y
Vilchis et al., 2002) la siguiente: de tipo L, 27%; de tipo P/Q; 22%; de tipo N, 39%;
de tipo R, 12% (Fig. 9A). Mientras que, en neuronas PD40 los porcentajes
obtenidos son los siguientes: de tipo L, 22%, de tipo P/Q, 38%; de tipo N, 26%; de
tipo R, 14% (Fig. 9B). Concluimos que la expresion de los canales de calcio de
tipo N es disminuida, mientras que la de los canales de tipo P/Q incrementa
durante este intervalo, aunque la corriente total permanece igual. Curiosamente,
este cambio coincide con la ultima ola de inervacion dopaminérgica que acontece

cuando se da la ultima etapa del desarrollo motor, al pasar de la etapa PD14 a la

etapa PD40.
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Figura 7. La densidad de ICa?* no
cambia entre las etapas del
desarrollo PD14 y PD40. A:
familia de corrientes dadas en
respuesta a pasos de
comandos de voltaje de 20 ms
de duracion desde -80 a 50
mV, en pasos de 10 mV, en
una célula de PD14. B: familia
de corrientes obtenida con el
mismo protocolo en una célula
de PD40. C: corrientes
obtenidas con una rampa
despolarizante de -80 a 50 mV
con una duracion de 180 ms
en PD14 (misma célula
mostrada en A). D: corrientes
obtenidas con el mismo
protocolo de rampas en una
célula de PD40 (misma célula
mostrada en B). E: relaciéon
voltaje-corriente de la célula
de PD14 (curva V-I)
construida con  corrientes

obtenidas con comandos de

voltaje (circulos negros) y con rampas de voltaje (linea continua). Note que ambos protocolos

coinciden. F: curva V-l de una célula de PD40 construida como en E. G: histograma que compara

la amplitud de corrientes (media * error estandar) de neuronas de PD14 y PD40. H: el histograma

muestra que la densidad de corriente obtenida por dividir la amplitud de las corrientes entre la

capacitancia celular no cambia en ambas etapas. Se utilizo 5 mM de Ba** como acarreador de

carga. Todos los registros se realizaron en neuronas espinosas medianas.

61



PD14 PD40
A B
Bt 04
i»ﬂn <400
gw‘!ﬂ- -0
8
~30H X0
nirendpng +rendigng
400
‘;mmmuia PN ER]
E
o4 04
8.0 =
§
E<?Dﬂ
o conirol lll-ﬁlgl'm @-AgaTk
40 40 20 0 21 40 d0 40 @ 0 A 40
G
i}
T
8 004
32
gm
301 o-CgTx
& 4 -0 0 XD & 4 @ 20 0 X0 &
J
1
.E_m 100
E + w-AQaTH
Un o u.CgTa
conbrol control

&L 0 D 0 D 8
voltme (m)

P EEEN]
voltaje (mv)

o

=]

§
—

mmduccian (%)

=]

B 8 &

reduction (%)
-
S

-

reduction (%)
B &5 B

bloqueo-P/Q

—

blogueo-N

|

PD40
elapa

PD14

Figura 8. Los canales de calcio
Cav21 (de tipo P/Q)
incrementan su  expresion,
mientras que los canales
Cav2.2 (de tipo N) reducen su
expresion entre las etapas
PD14 y PDA40 del desarrollo en
las neuronas neostriatales de
proyeccién. A y B: se muestra
el bloqueo de la ICa?* por
nitrendipina (10 uM) en PD14 y
PD40, respectivamente. C: el
histograma  muestra que no
existen diferencias significativas
cuando se comparan los
resultados: obtenidos en PD14 y
PD40. D y E: se muestra el
bloqueo de la ICa?* por m-Aga
TK (400 nM) en PD14 y PDAQ.
F: el histograma resume los
resultados obtenidos, mostrando

que existen diferencias

significativas cuando se comparan los efectos obtenidos en ambas etapas del desarrollo (P<0.001). G y H: el bloqueo

de la ICa?* por @-CgTx (1 uM)

es significativamente diferente en PD14 y PD40. I histograma que resume los

resultados en ambas etapas del desarrollo (P< 0.002). J y K: cantidad de ICa?* resistente (Cav2.3 o de tipo R), después

de la aplicacién conjunta de los tres bloqueadores de canales de calcio (nitrendipina, w-Aga TK y @-CgTx) en neuronas

de PD14 y PD40. L: el histograma muestra que no existen diferencias significativas en la 1Ca2* de tipo R en ambas

etapas del desarrollo.
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PD40

Figura 9. Contribucion relativa de los
diferentes tipos de canales de calcio. Los
canales de calcio Cay 2.2 (de tipo N) disminuyen
durante el desarrollo, mientras que los canales
de calcio Cay2.1 (de tipo P/Q) incrementan con la
edad. Los canales Cayl (de tipo L) y Cay2.3 (de
tipo R) permanecen constantes durante el

desarrollo.

4.1.2. Reasignacion de los canales de calcio que median la liberacion de

GABA en las terminales sinapticas de las neuronas espinosas medianas.

Una funcion principal de los canales de calcio de tipo N y P/Q en las

neuronas espinosas medianas es la de accionar la liberaciéon del transmisor
(Tecuapetla et al., 2005), debido a esto, se eligié estudiar el significado funcional
de estos cambios en el desarrollo, proponiendo que la liberacion de GABA de las
terminales de las NEMs PD40 pudieran estar mediadas principalmente por los

canales de calcio de tipo P/Q. Para probar esta hipo6tesis, medimos corrientes
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postsinpticas inhibitorias (IPSCs) dadas en respuesta de la activacién de los
axones colaterales que interconectan entre si a las neuronas espinosas
medianas. Estas corrientes se obtuvieron por estimulacion eléctrica del globo
palido y asi activar antidromicamente los axones estriatofugales y, por lo tanto,
estimular los axones colaterales que se encuentran dentro del neostriado y que
interconectan a las neuronas principales (Guzman et al., 2003). En la etapa PD14,
ambos tipos de canal, N y P/Q median la liberacion de GABA de estas terminales
(Fig. 10 A y D): ambas la o-CgTx y la w-Aga TK redujeron la amplitud de las
IPSCs en un 65 = 7% (n = 10) y en un 90 + 5% (n = 8), respectivamente (ambos
péptidos se usaron a concentraciones saturantes, 1uM y 400 nM
respectivamente); mostrando superaditividad. En contraste, el efecto bloqueador
de la »-CgTx sobre las IPSCs resulto significativamente menor en PD40
comparada con PD14: la ®-CgTx redujo un solamente 18 + 7% la amplitud de la
corriente (n =5; Fig. 10B; P<0.009; U de Mann-Whitney; Fig. 10C). Por otro lado,
el bloqueador de los canales de calcio de tipo P/Q, ®w-AgaTK, bloqueo
completamente la amplitud de las IPSCs en neuronas PD40: 98 + 1% (n = 5; Fig.
10E). El efecto de la ®w-AgaTK no es significativamente diferente cuando se
comparan los efectos en ambas etapas del desarrollo (Fig. 10F; U de Mann-
Whitney); y solamente se observé que la participacion de los canales de calcio de
tipo N en la transmisién sinaptica de las neuronas espinosas medianas disminuye.
Es decir, la participacion de los canales de calcio de tipo P/Q se vuelve la mas
importante y practicamente exclusiva para el acople excitacion-secrecion en las

terminales adultas. Estos resultados muestran que la reconfiguracién de los
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canales de calcio ocurre simultdneamente en el soma y en las terminales
sinapticas de las mismas neuronas (NEMs). Cambios similares se han reportaron
en otras terminales sindpticas inhibitorias (lwasaki y Takahashi, 1998; Iwasaki et

al., 2000; Verdeiro et al., 1995).
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Figura 10. La sensibilidad a la @-CgTx en las terminales sinépticas disminuye con el desarrollo. A: 1
uM de m—CgTx redujo mucho (= 65%) las corrientes postsinapticas inhibitorias en neuronas PD14 (IPSCs).
Observe la transicion de la depresion sinaptica (de pulso pareado) en control (1 inserto) a facilitacion
sindptica durante la accion de la o-CgTx (2 inserto). B: la sensibilidad de las IPCSs a la ®«—CgTx se redujo
grandemente en neuronas de PD40 (= 18%). C: el histograma muestra que el efecto producido por
la ®—CgTx es significativamente diferente (P<0.009). D y E: muestran la sensibilidad de las IPSCs a
la o—Aga TK en ambas etapas del desarrollo. El bloqueo de los canales de calcio de tipo P/Q incremento la
relacion entre los pulsos pareados (inserto). F: el histograma resume los efectos de la @—AgaTK en PD14 y

PD40 (no hay diferencias significativas).
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4.1.3. Relacion concentracion-respuesta del agonista selectivo a la familia

de los receptores D,, quinelorane, sobre las corrientes de calcio.

En este trabajo de tesis se estudid la relacion concentracion-respuesta

(Fig. 11A) de un agonista selectivo para la familia de receptores dopaminérgicos

D,, el quinelorane, determinandose una ECso de 513 nM, con un coeficiente de

Hill que no difirié significativamente de 1. El efecto saturante se obtuvo con una

concentracion de 10 uM (Fig. 11B).

La aplicacion del antagonista selectivo para la familia de receptores Do, el

sulpiride (1 uM), bloque6é completamente la accion de una dosis saturante del

agonista (Fig. 11C).

corriente (pA)
3 8 8%

8

&

m
I

modulacién 1Ba2* (%)
s 3

40

20 0 20 40

voltaje (mV)
Emax=35%
IC5p="513 M

(=]

-200 4
295 |
250 4
-275 4

corriente (pA)

-325 4

0.1

fguinelorane] (L)

1

quinelorane

10

ST

I’

v

0

1

2

3 4
tiempo (min)

5

6

7

Figura 11. El agonista selectivo de la familia de receptores
D,, quinelorane, reduce la ICa%en las neuronas espinosas
medianas del neostriado. A. La reduccion de la ICa* es
dependiente de la concentracion (experimento representativo).
B. La curva concentracion respuesta se obtuvo normalizando
los datos de n = 43 neuronas; ECsp =513 nM; nH = 1.1; Emax =
35%. C. La modulacion provocada por el quinelorane (10 uM)
pudo ser totalmente blogueada por el antagonista selectivo
sulpiride (1uM). El curso temporal de la accion D, (circulos) se
obtuvo graficando la amplitud de la corriente contra el tiempo
después de obtener una amplitud estable en el control (circulos
negros). Las barras horizontales indican los momentos de
aplicacion del antagonista (circulos gris oscuro) y el agonista
(circulos gris claro). Note que la adicion del agonista no tiene

efecto mientras el antagonista esta en la perfusion.
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4.1.4. Modulacién de las corrientes de calcio por el receptor dopaminérgico
D, en neuronas de PD14 y PD40

La activacion de los receptores dopaminérgicos modula corrientes de calcio
en las NEMs. Solo la modulacion de los canales de calcio de tipo L ha sido
estudiada extensamente (Hernandez-Lopez et al., 2000; Olson et al., 2005;
Rakhilin et al., 2004). La figura 12 confirma la modulacién de la ICa*" en las
neuronas espinosas medianas, en ella se muestra que la modulacion por el
agonista quinelorane es reversible durante el curso temporal de un experimento

2* se observd en el 80% de las neuronas

tipico. La modulacién de la ICa
registradas en ambas etapas del desarrollo.

Figura 12. La activacién
A

lavado (2) de los receptores

quinelorane (1) e dopaminérgicos D2

modula reversiblemente
-160
las corrientes de Ca?t. A:
-200 1 se muestra el curso

temporal del efecto de dos
-240 -

aplicaciones sucesivas de

corriente (pA)

-280 - quinelorane (10 uM) sobre

la ICa%*. También se
-320 4 &

muestra que la modulacién

de la ICa? fue reversible.

tiempo (min)
Las barras indican el tiempo de aplicacion y de lavado del quinelorane. La estabilidad de la ICa?* cuando no

se aplico ningun farmaco se observa en circulos claros (trazos tomados de otra neurona). B: registros
representativos del experimento mostrado en A: note que la amplitud de la corriente en el estado estable y la
amplitud de la cola lenta de corriente son disminuidas por el agonista D,. C: diagrama de caja mostrando el
porcentaje de reduccion de la corriente cuando no se aplico ningun farmaco en una neurona de PD40 (n=15).

Resultados similares se obtuvieron en neuronas de PD14.
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La figura 13 A y B, muestra que la modulacién de la ICa*" por activacién de
los receptores D, se presentd en ambas etapas del desarrollo (PD14 y PD40).
Esta modulacién no vario significativamente entre estas dos etapas (Fig. 13 C). 10
uM de quinelorane redujo la corriente en un 35 = 2% en PD14; mientras que en
neuronas de PD40 inhibié un 36 = 3% (n=12; diferencia no significativa; U de
Mann-Whitney). La modulacién de la ICa®" por activaciéon de los receptores
dopaminérgicos no solo reside en la membrana somatodendritica, sino que
también se presento en las terminales sinapticas. La figura 13D y E muestra que
la modulacion de la liberacion de GABA por la activacion de los receptores
dopaminérgicos D, en las terminales sinapticas de las NEMs estuvo presente en
las etapas PD14 y PD40. La aplicacion de quinelorane 1 uM redujo la amplitud de
las IPSCs en ambos casos: 50 + 8% en PD14 (n=12) y 42 + 5% en PD40 (n=6;
Fig. 13F). Por lo tanto, la modulacion dopaminérgica de los axones colaterales
gue interconectan a las neuronas espinosas medianas esté presente durante todo
el desarrollo postnatal hasta llegar a la edad adulta. Esta respuesta se observo en
todas las células registradas en PD40 (n=6) y no se observé en 2 de 12 células
registradas en PD14 (17%), sugiriendo que no todas las terminales poseen

receptores dopaminérgicos D..
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Figura 13. La modulacion de la ICa2* por el receptor dopaminérgico D, fue la misma en PD14 y PD40.
Ay B: reduccion de la ICaz producida por la aplicacion de quinelorane 10 uM en PD14 y PD40. C: el
histograma resume los resultados obtenidos en PD14 y PD40 (no significativamente diferentes). D y E: la
reduccion de las IPSCs por el agonista de los receptores D, (el quinelorane 1uM) no difiere
significativamente en las terminales sin&pticas de las neuronas neostriatales en ambas etapas del desarrollo.
Note que la relacion entre las respuestas a los pulsos pareados incrementé con la accion de los receptores
D, en ambos casos. F: el histograma resume los resultados obtenidos en PD14 y PD40 (no hay diferencias

significativas).

Se ha reportado que el valor de la proporcién entre las respuestas
sinapticas a los pulsos pareados (tasa entre pulsos pareados o TPP) es
linealmente proporcional a la probabilidad de liberacion, por lo que este protocolo
de estimulacion es ampliamente aceptado como el protocolo ideal para investigar
las acciones presinapticas de los receptores (Baldelli et al., 2005). En las NEMs
PD14 la TPP de las IPSCs después de un estimulo apareado (figuras 13D) es de

1.3 £ 0.16 en condiciones control y en presencia del agonista del receptor D, se
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incrementd a 1.9 £ 0.26 (n=12; P< 0.002; T de Wilcoxon). En PD40 la TPP que se
obtuvo es de 0.82 + 0.1 en condiciones control y en presencia del agonista del
receptor D, es de 0.97 = 0.08 (n=16; P< 0.05; T de Wilcoxon). Indicando que la
modulacién por los receptores D, es presinaptica en ambas etapas del desarrollo.
Sin embargo, para apoyar esta inferencia, se realiz6 un andlisis de la varianza vs
la media (Clements y Silver, 2000), acompafiado de un andlisis independiente de
los histogramas de amplitud de las respuestas. La figura 14A muestra un
histograma de amplitudes de IPSCs espontdneas registradas en una neurona
neostriatal (Fig. 14B). Estos eventos pueden provenir de interneuronas o de
terminales de neuronas espinosas y son ajustados a una funcién Gausiana con
una primera amplitud modal de 8 pA (rango de 5-12 pA), similar a lo reportado
para otras sinapsis GABAérgicas (Ling y Benardo, 1999). La segunda amplitud
modal obtenida es de 16 pA (rango de 12-20 pA). Posteriormente, las IPSCs se
indujeron mediante la aplicacion de pulsos con estimulacibn minima. El
histograma de amplitud de estas IPSCs es multimodal (Fig. 14C y D), obteniendo
valores de 9 y 17 pA para las primeras dos amplitudes modales en este caso, el
intervalo entre picos es de 8 a 9 pA (Ling y Benardo, 1999). La semejanza entre
las modas de los histogramas de las IPSCs espontaneas e inducidas apoya la
nocion de que las terminales que interconectan neuronas espinosas son bastante
homogéneas. (Tecuapetla et al., 2005), y sus valores modales se pueden utilizar
para tener un aproximado del valor del cuanto de liberacién independiente al del
analisis cuantico proporcionado por la funcién varianza vs la media (Clements y

Silver, 2000). De las IPSCs inducidas se obtuvo un rango de amplitudes de
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diferentes experimentos (ver gréfica de intensidad-amplitud en Tecuapetla et al.
2005). Las amplitudes medias de las IPSCs se graficaron contra su varianza (Fig.
14E, circulos negros) y la gréfica resultante se ajust6 a una parabola (ver
Clements y Silver, 2000), dando una amplitud cuéntica promedio de: Qw = 8 + 2
pA, notablemente similar a la amplitud de la primer respuesta modal de los
histogramas de las figuras 7A y C. Por otro lado, en presencia del agonista de los
receptores D,, quinelorane (1uM), el Qw que se obtuvo fue 9 + 2, que no fue
significativamente diferente de las condiciones control (U de Mann Whitney).
Como la pendiente inicial de la parabola no sufri6 cambios en presencia del
agonista quinelorane; el analisis cuantico de la varianza contra la media apoya
gue las acciones del receptor dopaminérgico D, son puramente presinapticas (ver
Clements y Silver, 2000).

Dado que la amplitud maxima de las IPSCs en presencia del agonista del
receptor D, no permitid un ajuste confiable de la pardbola varianza vs. media, no
se pudo determinar si las acciones de los receptores D, provocaron una reduccion
de la probabilidad de liberacion (Pw) o una reduccion en el niumero de sitios
activos (N) (ver Clements y Silver, 2000). Sin embargo, la figura 14F sugiere
directamente que la accion de los receptores D, puede ser en parte resultado de
un decremento en Pw, aunque una disminucion en el niumero de sitios no puede
ser descartada. Una P relativa puede ser obtenida directamente por el nimero de
IPSCs registradas sobre el nimero total de ensayos (en la primer respuesta; Fig.
14F); en donde P se reduce de 0.6 en condiciones control a < 0.1 en presencia

del quinelorane. El promedio de ensayos individuales demuestra un aumento en
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TPP en presencia del quinelorane (Fig. 14F). En resumen, ambos: los cambios en
TPP y el andlisis cuantico mediante la funcion varianza-media, indicaron que las
acciones de los receptores dopaminérgicos D, son presinpticas. Por otro lado,
estos cambios nunca se acompafiaron de un cambio en la resistencia de entrada
de la célula postsinaptica o un cambio en los indices de forma (shape indexes) de
las IPSCs.

Las acciones mediadas por los receptores de la familia D, sobre los
canales de calcio de deben a la activacion de una cascada de sefalizacion
intracelular que inicia con la activaciéon de la fosfolipasa C (PLC), la movilizacion
de calcio intracelular debido al incremento en el IP3, y la posterior activacion de la
enzima calcio-calmodulina (Ca-CaM). Esta dltima activa a la fosfatasa
calcineurina que desfosforila a los canales y por lo tanto reduce la conductancia
de los mismos (Hernandez-L6pez et al., 2000; Hu et al., 2005; Rakhilin et al.,

2005).
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En las figuras 15 A-D se muestra que el porcentaje de modulacion de las
corrientes de calcio mediada por los receptores D, no es significativamente
diferente cuando las neuronas se prefundieron internamente con 1 o 10 mM de
EGTA: 34 £ 2% y 36 + 3% respectivamente (n=6; U de Mann-Whitney). Sin
embargo, las acciones mediadas por los receptores D, se abolen completamente
cuando las neuronas se prefunden intracelularmente con 15 mM de BAPTA (Fig.
15 C y D). Lo que corrobora que las acciones de los receptores D, son mediadas
por una via de sefalizaciéon intracelular que depende de calcio intracelular. La
figura 15 F muestra una ICa*" obtenida en respuesta a un protocolo de doble
pulso (representado en la Fig. 15 E) antes y después de la aplicacion de
quinelorane en una neurona de PD14, observandose que la cantidad de corriente
modulada por el agonista del receptor D, no cambia significativamente (Fig. 15 H;
T de Wilcoxon). Los mismos resultados se encontraron para neuronas PD40 (Fig.
15G vy |). Estos resultados sugieren que la via de sefializacién intracelular usada
por los receptores D, para modular los canales de calcio Cav2 es una cascada
dependiente de Ca?* intracelular, como es el caso para los canales de calcio Cayl
y no se debe a vias delimitadas a la membrana o activacion directa de la proteina
G sobre el canal. La siguiente pregunta que abordamos fue la de si esta
modulacién mediada por los receptores D, es a través de los mismos canales de

calcio en ambas etapas del desarrollo.
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calcio. D: el histograma resume los resultados. Se encontraron diferencias significativas cuando se comparo
las acciones del quinelorane en presencia de EGTA y BAPTA (P< 0.001; ANOVA post hoc Tuckey). E:
protocolo de doble pulso a 0 mV. Note que el segundo pulso es precedido por un comando despolarizante a
80 mV. F: corriente obtenida después de comandos despolarizantes a 0 mV antes y después del prepulso
despolarizante a 80 mV. Note que la corriente obtenida en condiciones control (trazo negro) y en presencia
de quinelorane (trazo gris) se incrementaron en la misma proporcion, indicando que existe una modulacién
dependiente de voltaje constitutiva y que el quinelorane no la modifica significativamente en neuronas PD14.
G: resultados similares se obtuvieron en neuronas PD40. H e I: el histograma resume los resultados de los

experimentos mostrados en Fy G (n = 6), respectivamente.
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Dado que la modulacion de las corrientes de calcio por los receptores D, es
la misma en etapas PD14 y PD40, usamos diferentes bloqueadores de canales de
calcio conjuntamente con el agonista de los receptores D, el quinelorane 10 uM,
para determinar si los canales modulados son los mismos en ambas etapas del
desarrollo. Con el fin de conocer si un determinado canal de calcio es modulado
por los receptores dopaminérgicos D, se usaron los bloqueadores de los canales
de Ca®" a concentraciones saturantes: nitrendipina (10 pM), o- Aga TK (400 nM),
y o-CgTx (1 uM). Si un tipo de canal es modulado por el receptor D, su bloqueo
previo debe de ocluir una parte de dicha modulacion. En la etapa PD14, el
pretratamiento con nitrendipina no bloqueé completamente la accién del
guinelorane pero la redujo (oclusion parcial) de 35 + 2 a 26 + 2% (n = 11; Fig.
16A; un 9% de oclusion; P< 0.05; ANOVA con post hoc Tuckey). Estos resultados
sugieren que la activacion del receptor D, modula canales de calcio de tipo L en
esta etapa, pero también muestra que mucho de la modulacién es sobre los
canales de calcio Cay2. En contraste, en neuronas PD40 se observé una
importante oclusién del efecto del agonista del receptor D, cuando primero se
bloquearon los canales de Ca** de tipo L: la accién del quinelorane se redujo de
36 +3al7+1% (n=11; Fig. 16B; 19% de oclusion; P< 0.0001; ANOVA con post
hoc Tukey). Estos experimentos muestran que la accion dopaminérgica D, de los
canales de Ca®?* de tipo L no sblo se preserva si no que se incrementa
significativamente con la edad. Lo que sugiere que la modulacion dopaminérgica
de la tasa de disparo incrementa su importancia con la maduracion (Pérez-Garci

et al., 2003).
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La modulaciéon de los canales de calcio de tipo P/Q en presencia de o-
AgaTK en PD14 no fue ocluida significativamente: de 35 + 2 a 27 £ 2% (n=6;
Fig.16C, P< 0.3; ANOVA post hoc Tuckey). Mientras que, en neuronas PD40, la
®-AgaTK ocluyd significativamente el efecto del agonista D,: la accion del
quinelorane se redujo de 36 + 3 a 20 + 1% (n=6; Fig. 16D; 16% de oclusion; P<
0.0001; ANOVA post hoc Tuckey). Esto muestra que la modulacién de los
canales de Ca®" de tipo P/Q por activacién de los receptores D, es pequefia en
PD14 pero adquiere gran importancia en PD40. Por el contrario, en presencia del
blogueador de los canales de calcio de tipo N (0-CgTXx), la accion del agonista de
los receptores D, sobre la ICa** en neuronas de PD14 se redujo de un 35 + 2 a
12 + 2% (n = 8; Fig. 16E; 23% de oclusion; P<0.0001; ANOVA post hoc Tuckey).
Asi, la ®-CgTx resultd ser el bloqueador de canales de calcio mas potente en
ocluir la modulacion dopaminérgica D, en la etapa PD14. Esto sugiere que la
modulacién de los canales de calcio de tipo N por los receptores D, es mas
importante que la modulacién de los canales de calcio de tipo L en esta etapa del
desarrollo. En contraste, la »-CgTx no ocluyé significativamente la accién del
quinelorane sobre la 1Ca?* en neuronas PD40. La reduccién de la ICa?* por el
quinelorane en presencia de »-CgTx en neuronas PD40 fue de 36 + 3 a 31 + 3%
(n=8; Fig. 16F; P<0.9; ANOVA Tuckey). Estos resultados indican que la
modulacién de los canales de calcio de tipo N por la activacién de los receptores

D, es muy importante en PD14; pero casi nula en neuronas PD40.
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Un resumen de estos resultados es mostrado en la figura 17, donde se
observa que el mas potente bloqueador de la accién de los receptores D, en
neuronas PD14 es la o-CgTx, seguida por la nitrendipina. Sin embargo, en
neuronas PD40, ambas nitrendipina y ®-AgaTK son los bloqueadores mas
potentes de la acciébn de los receptores D, sobre las corrientes de calcio.
Resumiendo, un cambio de blanco para la modulacion ejercida por el receptor de
la familia D, ocurre en las NEMs durante el desarrollo postnatal desde la infancia
hasta la etapa adulta; durante el desarrollo de las capacidades motoras.

Los porcentajes de modulacion, asi como los porcentajes de bloqueo por
las toxinas, se introdujeron a un sistema lineal de ecuaciones simultaneas (ver
Vilchis et al. 2002) para saber los porcentajes de modulacion dopaminérgica para
cada tipo de canal de calcio. Para explicar el 35% de modulacién dopaminérgica
sobre la corriente total en neuronas PD14, el sistema de ecuaciones arrojo: 0.35 =
L (0.25) + P/Q (0.17) + N (0.63) + R (0), donde los coeficientes L, P/Q, Ny R
denotan el porcentaje con el que cada tipo de canal contribuye a la ICa?* total
(bloqueo por toxinas) (ver Fig. 9A). El mismo sistema de ecuaciones se aplicé a
neuronas PD40 para explicar el 36% de modulacién dopaminérgica: 0.36 = L
(0.81) + P/Q (0.45) + N (0.04) + R (0) (ver Fig. 9B). Este analisis arroj6 resultados
cuantitativos e indica: 1) que la modulacion del canal de tipo L por el receptor D,
incrementa durante el desarrollo de 25 a 81%, siendo esta modulacién la de
mayor importancia al llegar a la edad adulta, 2) la modulacién del canal de tipo
P/Q incrementa durante el desarrollo hasta llegar al 45%, siendo el segundo canal

mas importante que es modulado por los receptores dopaminérgicos de la familia
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D,, 3) los canales de calcio de tipo N los mas importantemente modulados, hasta
en un 63%, en neuronas PD14 (etapa infantil). Sin embargo, la modulacion de los
canales de tipo N tiende a desaparecer con la edad.
Si nuestros resultados son correctos, las siguientes predicciones deben de
corroborarlos: Primero, la administracion conjunta de nitrendipina 10 uM y o-
AgaTK 400 nM debe de bloguear de manera casi completa la accion del
guinelorane en neuronas PD40 pero no PD14 (Fig. 18 Ay B). Por el contrario, la
administracion conjunta de nitrendipina 10 uM y o-CgTx 1 uM debe de bloquear la
accion del agonista del receptor D, en neuronas PD14, pero no en neuronas
PD40 (Fig. 18 Dy E).

La figura 18 ilustra que después del bloqueo de los canales de calcio de
tipo L y P/Q, el quinelorane ya no tiene practicamente efecto en neuronas PD40: 3
+ 1% (n = 6; Figs. 18B, C), mientras que en neuronas PD14 la modulacién
remanente es del 19 + 1% en PD14 (n = 6; Figs. 18A, C). La diferencia entre
edades fue significativa (Fig. 18C; P<0.0001; ANOVA post hoc Tuckey). Cuando
los canales de calcio bloqueados fueron los tipos L y N la accion del quinelorane
se abati6é en neuronas PD14 a un 6 £ 0.7% (n = 6; Figs.18 Dy F). En las mismas
condiciones el agonista de los receptores D, siguié modulando la corriente en un
18 £ 2% (n = 6; Fig.18 E y F). La diferencia entre edades fue significativa (Fig. 18

F; P<0.0001; ANOVA post hoc Tuckey).
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80



40

reduccidn (%)

104

PD14

40-
30
3
5 201
- E
=
f
104
0
,c,jr

T PD40
o o i
' e &
& A N
ﬁ{:@ & ?0? oy

Figura 17. Accion de los receptores dopaminérgicos D, sobre los diferentes componentes de la ICa?".

A: el bloqueador mas potente de la accion dopaminérgica D, sobre la ICaZ* total en neuronas PD14 es la o-

CgTx (P< 0.0001), indicando que la modulacién dopaminérgica de los canales de calciode tipo N es muy

importante en etapas tempranas del desarrollo. La modulacidn de los canales de calcio de tipo L también

estuvo presente en esta etapa (P< 0.05). B: la modulacién de los canales de calcio de tipo L y P/Q se vuelve

muy importante con la maduracién neuronal (P< 0.0001). Sin embargo, la modulacién de los canales de

calcio de tipo N, practicamente desaparece.
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Figura 18. Diferentes pares de canales de calcio explican la modulacion dopaminérgica D, de las
corrientes de calcio en neuronas infantiles y adultas. A: el agonista de los receptores de la familia D, el
quinelorane (10 uM), todavia tiene una accion substancial sobre la ICa2* en neuronas PD14 después del
bloqueo de los canales de calcio de tipo L y P/Q. B: Sin embargo, la accion del quinelorane sobre las
corrientes de calcio en neuronas PD40 casi se aboli6 después del bloqueo de los mismos. C: El histograma
resume las acciones del quinelorane sobre las corrientes de calcio en neuronas de PD14 y PD40 en
presencia del bloqueo de los canales de Ca? L y P/Q (P < 0.0001). D: La accion del agonista de los
receptores D, se abatié después del blogueo de los canales de calcio de tipo L y N en neuronas PD14. E: El
agonista de los receptores D, todavia tiene una accion substancial sobre la ICa?* en neuronas PD40 después
del bloqueo de los canales de calcio de tipo L y N. F: El histograma resume las acciones del quinelorane
sobre las corrientes de calcio en neuronas de PD14 y PD40 en presencia del bloqueo de los canales de
calcioLy N (P <0.0001).
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4.1.5. El cambio de blanco en la sefalizacién dopaminérgica también se
refleja en las terminales sindpticas

Para estudiar si este cambio de blanco en la modulacion dopaminérgica D,
(del canal de tipo N al P/Q) afecta la modulacién presinaptica que regula la
liberacidon del neurotransmisor, el efecto del agonista de la familia del receptor Do,
quinelorane (1uM), se examind en presencia de »-CgTx (1 uM) sobre las IPSCs
generadas por activacion antidrémica de los axones colaterales. La figura 19A
muestra que la o-CgTx abolié la mayor parte de la reduccion mediada por los
receptores D, de las IPSCs en terminales sinapticas de neuronas PD14: de 50 +
8% en condiciones control a solo 10 + 2% en presencia de »-CgTx (n = 3; Fig.
19A; P< 0.02; U de Mann-Whitney). La posterior aplicacion de o-Aga TK bloqued
las corriente sinaptica remanente (Fig. 19A); confirmando que los canales de
calcio de tipo P/Q estan presentes en las terminales sinapticas, pero que el
guinelorane tiene su mayor acciéon sobre los canales de calcio de tipo N en etapas
infantiles. Como contraste, la ®-CgTx no impide la accion del agonista D, en
terminales de neuronas PD40. La reduccion de las IPSCs en condiciones control
fue de 42 + 5% y 40 + 8% en presencia de la ®-CgTx (n = 5; Fig. 19B; la
diferencia no fue significativa; U de Mann-Whitney). Esto muestra que los canales
de calcio de tipo N no son el blanco de la modulacion por los receptores D,
presinapticos en edad adulta. Asi, la modulaciéon dopaminérgica esta presente en
las terminales sindpticas de las NEMs en ambas etapas del desarrollo pero es

mediada por un tipo de canal de calcio diferente en cada edad.
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Figura 19. La modulacion presinaptica mediada por
los receptores D, es ocluida por el bloqueo de los
canales de calcio de tipo N en neuronas PD14 pero
no en neuronas PD40. A: curso temporal de la
amplitud de las IPSCs registradas en presencia de 1
uM de ®-CgTx. La o-CgTx ocluy6 en gran medida la
accion del quinelorane (1 uM) en terminales de
neuronas PD14. Los insertos 1y 2 muestran registros
representativos en presencia de ®-CgTx (pares de
respuestas sinapticas). La subsecuente adicion de
o—Aga TK muestra que los canales de calcio de tipo
P/Q estan presentes en las terminales porque el
péptido bloqued completamente las IPSCs. Pero el
agonista dopaminérgico no actla sobre los canales de
calcio de tipo P/Q en la etapa PD14. B: Curso temporal
de la amplitud de las IPSCs registradas en presencia
de o—CgTx. La ®—CgTx no afecta la accion del
quinelorane (1 uM) en este caso. Las IPSCs
registradas provienen de terminales de neuronas
PD40. Los insertos 1 y 2 muestran registros
representativos en presencia de la w-CgTx. La adicion
del quinelorane reduce la amplitud e incrementa la
TPP, indicando que el agonista dopaminérgico actlia a
pesar de que los canales de calcio de tipo N estén
blogueados. C: el histograma muestra los efectos del
quinelorane en presencia de la w-CgTx en las dos
diferentes edades (P < 0.009).
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4.1.6. ElI pospotencial hiperpolarizante es débilmente modulado por el
agonista de la familia de receptores D, en algunas neuronas

Los canales de calcio de tipo P/Q son la principal fuente de calcio para
activar a los canales de K* dependientes de calcio (gK(Ca)) que generan el
postpotencial hiperpolarizante (PPH) que produce el intervalo entre potenciales de
accion en las NEMs (Vilchis et al., 2000). Su importancia para regular el patrén
temporal de disparo en las NEMs ha sido demostrado (Galarraga et al., 1989;
Perez-Garci et al., 2003). Se examinaron los efectos de dos agonistas de los
receptores D, sobre el PPH en neuronas PD40: quinelorane (5 uM) y quinpirole (5
uM). La figura 20 muestra que en neuronas PD40 no se observa modulacion en n
= 6/18 neuronas (33%; Fig. 20, A-C). Sin embargo, se observa una pequefia
modulacién en n = 12/18 neuronas (66%; Fig. 20, D-F), para una reduccion media

del PPH de 1.3 £ 0.26 mV (20%).
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Figura 20. La activacion de
los receptores
dopaminérgicos D, modula
ligeramente el PPH de
algunas NEMs. A, D.
Control: Un potencial de
accion (abajo) se indujé con
un breve pulso de corriente
despolarizante (arriba)
desde un potencial de
mantenimiento de entre -55
mV y -60 mV (abajo). B, E:
La adicion de un agonista
selectivo de la familia del
receptor Dy, en este caso

quinpirole (5 uM), no redujo

_ el PPH en cerca del 30% de

las células (B) pero si lo

redujo alrededor de un 20% en cerca del 65% de las neuronas (E). C, F: Superposicion de los

registros mostrados en A, B y D, E, respectivamente. La gréfica del inserto en F muestra el

comportamiento, neurona por neurona, de toda la muestra: circulos vacios = modulacion del PPH.
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4.2 Apartado Il

Los resultados presentados hasta ahora demuestran que la activacién de
los receptores D reduce la ICa®* dada por los canales Cay1 (de tipo L) y Cay2.1
(de tipo P/Q) en células adultas (Salgado et al., 2005; trabajo incluido en el
Apartado I). Con respecto al canal de tipo L, hay un claro antagonismo entre los
efectos de ambas familias de receptores: la activacion de los receptores D;
aumenta la corriente (Surmeier et al. 1995) lo cual produce un incremento en la
frecuencia de disparo para un mismo estimulo (Hernandez-Lopez et al. 1997), por
el contrario, la activacion de los receptores de la familia D, disminuye la corriente
(Herndndez-Lo6pez et al. 2000; Salgado et al., 2005), lo que reduce la frecuencia
para un mismo estimulo. Los receptores D; utilizan una via asociada a la AC y la
PKA (ver Introduccion 1.13), mientras que los receptores D2 utilizan una via
asociada a la PLC y la PP-2B (ver Introduccién 1.14). Pero también hemos dicho
gue ambas respuestas pueden darse en la misma neurona. Entonces, ¢ cual

predomina? En esta tesis pretendemos dar respuesta a esta pregunta.

A continuacién se presentan experimentos en donde se administraron
agonistas selectivos de los receptores tanto de la familia D; como D, para
observar la respuesta de las neuronas espinosas medianas. Sélo se muestran los

resultados de neuronas que presentaron ambas respuestas (mas del 60%).
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4.2.1 Incremento en la corriente de calcio por la activacion de los receptores
D,

Como es sabido, la técnica de registro en célula entera dializa al inhibidor
intrinseco de la PP-1, el DARPP-32 (Surmeier et al. 1995). Aun cuando se usa el
“parche perforado” (resultados no mostrados), es imposible obtener la respuesta
gue se observa con registro intracelular sobre la conductancia de calcio (Pérez-
Garci, 2003 —tesis Doctoral). Por ello decidimos sustituir el inhibidor endégeno de
la PP-1 con otros inhibidores, ya sea agregados a la solucion extracelular, acido
okadaico (1 puM) por 40 minutos, o en la solucidn intracelular (en la pipeta de
registro), como la microcistina (5 uM). El &cido okadaico y la microcistina inhiben
tanto a PP-1 como PP-2A a estas concentraciones (Surmeier et al., 1995), pero
son poco selectivos para la PP-2B (calcineurina). Como ya se habia reportado
previamente (Surmeier et al., 1995), bajo estas condiciones, la activacion de los
receptores de la familia D; incrementa Ica®* (Fig. 21 Ay B).

En las Figuras 21 Ay B se muestra que, en presencia del acido okadéico, la
aplicacion del agonista selectivo para la familia del receptor D;, el SKF-81297 (1
uM), incrementd la Ica* (trazo gris en Fig. 21 A). Este incremento fue de 27 + 3%
(n=12; P <0.003; U de Wilcoxon; Fig. 21A). El curso temporal (Fig. 21 B) muestra
gue el efecto es reversible, pues la corriente regresa a su amplitud inicial al lavar el
agonista (Fig. 21 B). Las Figuras 21 C y D muestran que el efecto del agonista D;
puede ser mimetizado por un analogo no hidrolizable del AMPc, el 8-Br-AMPc (100

uM). El incremento en la Ica** que produjo este activador de la PKA no fue

significativamente diferente al producido por el agonista D1: 30 + 3% (n=3; P = 1.0;
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ANOVA Tukey; Fig. 21 C). El curso temporal de este experimento muestra que

este efecto también es reversible (Fig. 21 D).
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La presencia del bloqueador selectivo de los canales de tipo L (Cayl),
nitrendipina (10 uM), ocluyé totalmente el efecto del agonista D; SKF-81297 (Fig.
21 E; n=5). El curso temporal de un experimento representativo se puede ver en la
Figura 21F. El resumen comparativo de estas series experimentales se puede
apreciar en la Figura 21 G, donde se muestra que la diferencia en el efecto del
agonista D, en presencia o0 ausencia de nitrendipina es significativa (Fig. 21 G; P <
0.001; ANOVA Tukey). Para resumir, cuando los canales de calcio de tipo L son
bloqueados, el agonista D; tiene un efecto minimo, lo que sugiere que estos

canales son el blanco predominante de la modulacion.

4.2.2 La activacion de los receptores D, previene el efecto producido por la
activacion de los receptores D.

Ahora bien, como vimos en el Apartado | (Salgado et al., 2005), la activacion
del receptor D, tiene el efecto contrario a la activacion del receptor Di: reduce la

lca®*

. Este efecto es mediado por una via de sefalizacibn que inicia con la
activacion de la PLC (ver Introduccion 1.14. —Fig. 6) (Hernandez-Lopez et al.,
2000). Para determinar cual de los dos efectos predomina los agonistas D, y D, se
administraron secuencialmente en distinto orden: primero el agonista D; y luego el
agonista D, y viceversa. En la Figuras 22 A y B se muestra que el agonista D1,
SKF-81297, incrementa la 1Ca** cuando se administra primero. Sin embargo, la
aplicacion posterior del agonista del receptor D, quinelorane, no sélo revierte la

accion del agonista D; sino que reduce la corriente en un 49 + 3 % del control (n=3;

Figura 22 A). De manera interesante el efecto neto del agonista D, en estas
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condiciones es mayor que si se administrara sélo: 36 + 3% (n = 12; Aparatado | —
Salgado et al., 2005). Esta diferencia fue significativa (P < 0.004; ANOVA Tukey) lo
que indica que la activacion del receptor D, revirtio el aumento en la corriente de
calcio por la activacion del receptor D;. El curso temporal de este experimento esta

ilustrado en la Figura 22 B.
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Figura 22. Las acciones del receptor D, predominan sobre las del receptor D:. A. Si primero se
administra el agonista D, la Ica% aumenta, pero el efecto es revertido por el agonista D, cuando se administra
después. B. El curso temporal muestra que el agonista D, no sélo revierte si no aun sobrepasa la amplitud
basal, siendo el efecto total mayor que si se administrara solo. C. Cuando el agonista D, se administra primero,
la corriente se reduce como es usual (Salgado et al., 2005). Si posteriormente se administra el agonista D; este
no produce ningdn efecto. D. Curso temporal del experimento ilustrado en C. Los nimeros indican el orden de

aplicacion.

91



¢Qué pasa si se invierte el orden de aplicacion de los agonistas? Las
Figuras 22 C y D ilustran que cuando se administra primero el agonista D, la
corriente se reduce como es usual y ha sido reportado (Hernandez-Lépez et al.,
2000; Salgado et al., 20005 en el Apartado 1). Interesantemente las mismas figuras
ilustran que si después del efecto del agonista D, se administra el agonista D, este
no tiene ningun efecto. En otras palabras, este resultado nos dice que la accion D,

es siempre predominante, sin importar el orden de aplicacion de los agonistas.

4.2.3. El efecto dominante de los receptores D, no involucra la

inhibicién de la AC

Las Figuras 23 A y B muestran que este nuevo efecto D,: el no permitir que
se manifiesten las acciones D;, esta mediado especificamente por el receptor Dy,
puesto que la presencia del antagonista selectivo sulpiride (1 uM), bloqued por
completo, tanto la reduccién de la Ica** como la accién sobre el efecto D;. Note
gue en presencia del sulpiride, el SKF 81297 ya puede incrementar la corriente
(n=6; P < 0.001; ANOVA Tukey). Se ha dicho que algunas de las acciones D,
estan mediadas por la inhibicion de la AC. Para ver si este efecto es mediado por
esta enzima, decidimos probar al agonista D, pero en presencia del 8-Br-AMPc, o

lo que es lo mismo, en condiciones en las que el AMPc ya se encuentra elevado.
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Figura 23. La accion D, sobre el receptor D; es especifica y no estd mediada por la AC sino por una
via de sefializacion difusible y dependiente de calcio. A. En presencia del antagonista Do, sulpiride, el
quinelorane ya no actlia sobre la ICa®* ni evita el efecto D;. B. Curso temporal de A. C. El quinelorane
revierte la accion del 8-Br-cAMP y reduce la corriente; sugiriendo que el efecto no es a través de AC. D.
Curso temporal del experimento en C. E. El efecto del agonista D, depende de una via de sefalizacion que
requiere del aumento en el calcio intracelular (ver Introduccion 1.14 y Hernandez-Lopez, 2000): la adicion de
BAPTA (15 mM) en la solucion intracelular también bloquea los efectos D, lo que permite que se manifieste

la accion Ds. F. Curso temporal de E.

La Figura 23 C y D, muestra que los efectos D, no estan siendo mediados
por la inhibicion de la AC. Se observa que la adiciébn de 8-Br-AMPc (100 uM)
incrementa la corriente al activar directamente a la PKA (sin tener que activar a la

AC), y sin embargo, la activacion del receptor D, revierte el efecto del activador de
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la PKA y aun mas, reduce la corriente mas alla de la amplitud basal. En total, la
adicion de quinelorane (10 uM) redujo la corriente en un 50 + 1% (Fig. 23 C; P <
0.003 comparada con el efecto del quinelorane solo; ANOVA Tukey). El curso
temporal de un experimento representativo se puede observar en la Figura 23 D.
Este resultado indica que el efecto del receptor D2 no se da a través de la inhibicion
de la AC. En presencia del agonista del receptor D,, la adicién posterior del 8-Br-
AMPc tampoco fue capaz de tener un efecto (no mostrado). Estos datos sugieren
gue la activacién de los receptores D, inutiliza la sefializacién del receptor D1 a un

nivel de la cascada que esta mas alla de la AC.

¢, Cudl serd este nivel? Como ya se mencioné en la introduccion,
(Hernandez-Lépez et al. 2000), una de las vias activadas por el receptor D,
moviliza calcio de las pozas intracelulares al activar a la PLCB1, produciendo IP3y
DAG. Esto puede activar a la Ca?*-CaM y a la PP-2B (Fig. 6). También puede
activar a la PKC, que en caso de ser del tipo convencional necesita del Ca?*
intracelular. Por lo tanto, para probar si alguna de estas vias podria estar
implicada, en el efecto estudiado, decidimos quelar el Ca®" intracelular para
observar si la sefializacion utilizada por el receptor D, para bloquear la accién del
receptor D; es difusible y requiere del Ca?' intracelular. Asi, investigamos los
efectos de 10 uM de quinelorane en células que previamente habian sido
perfundidas intracelularmente con 15 mM de BAPTA (en la pipeta de registro).
Las Figuras 23 E y F muestran que bajo estas condiciones la aplicacion de 10 uM
del agonista D, ya no produce efecto (n=9; P < 0.001; ANOVA Tuckey). Aun mas,

el efecto producido por la adicion de SKF81297 (1 uM) ya no se vio impedida,
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pues este incremento la Ic.”" en un 25 + 2% (n = 6; Fig. 23 E). El curso temporal
de uno de estos experimentos puede observarse en la Figura 23 F. Esto nos
mostré que el efecto de los receptores D, sobre los receptores D; depende de la
movilizacion del calcio intracelular, cascada debajo de la AC y posiblemente

utilizando la via PLC/PP-2B.

4.2.4. Evidencia sobre la participacion de la calcineurina en el efecto que
ejercen los receptores D, sobre los Dy

Ya se menciond que los receptores D, modulan corrientes de calcio de tipo
L a través de la via PLC-calcineurina (Hernandez-Lo6pez et al., 2000). Por lo tanto,
investigamos si la inhibicion de la calcineurina (PP2B) ya sea con su péptido auto-
inhibidor (PICaN), o con su inhibidor selectivo, el FK506, podian reducir este efecto
D,. Asi, en las Figuras 24 Ay B se ilustra un experimento representativo en el que
se afiadio PICaN (1 uM) para inhibir la PP-2B, que se sabe es el paso final para
explicar muchas de las acciones del receptor D, (Hernandez-Lopez et al., 2000). Se
observa que si se inhibe este paso de la sefializacion D,, el agonista D; (1 uM SKF
81297) ya no se ve impedido de aumentar la corriente un 29 £ 3% (n = 6; P <
0.003; ANOVA Tuckey, Fig. 24 Ay B). Aunque la accion de quinelorane (10 uM) no
fue totalmente bloqueada (n = 6; Fig. 24 A y B), el efecto D, (9 £+ 3%) fue
significativamente menor al control (en ausencia del PICaN) (P < 0.001; ANOVA

Tukey).
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Figura 24. Si se bloquea la calcineurina, pueden manifestarse las acciones D1, aun en presencia
del agonista D2. A. En este experimento tenemos dos bloqueadores de fosfatasas, el de la PP-1 (&c. okadaico)
para permitir las acciones D1, y el péptido autoinhibidor de la PP-2B, para ver si se blogquea la accidn D2 sobre
la accién D1. Puede verse que este fue el caso. B. Curso temporal del experimento en A. C. Lo mismo sucedid

si utilizamos otro inhibidor de la PP-2B, el FK506 (1 uM). D. Curso temporal del experimento en C.

Las Figuras 24 C y D muestran que los mismos resultados se obtuvieron con
otro bloqueador de los efectos de PP-2B: 1 uM de FK506. Aunque la accion D, no
se abatié totalmente, pues la reduccion en la ICa** llegé al 9 + 1% (n = 5; P <
0.001; ANOVA Tukey; Fig. 24 Cy D), el efecto del agonista D; (1 uM SKF 81297)
también fue manifiesto, incrementando la corriente en un 28 + 1% (n =5, P < 0.001;

Fig. 24 C y D). Lo anterior nos permite concluir que el bloqueo parcial de la
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calcineurina impide los efectos D, (Hernandez-Lépez et al. 2000), entre ellos, el de
no permitir que haya efectos D;. Esto es evidencia de que la actividad de la
calcineurina es necesaria para bloquear el incremento de las corrientes de calcio de

tipo L debida a la activacion de los receptores dopaminérgicos D;.

Con estos resultados podemos concluir que en las neuronas espinosas
medianas, la activacion de los receptores dopaminérgicos D, tienen un efecto
predominante sobre los receptores D1, en la modulacién de las corrientes de calcio
de tipo L. Este efecto depende de los niveles de calcio intracelular, necesario para
activar Ca**-CaM y PP-2B. Investigaciones posteriores nos permitiran saber porque
esto es asi, ¢es la calcineurina quien desfosforila al canal de calcio de tipo L?
Sabemos que la calcineurina también inhibe la fosforilacion de DARPP-32 y por lo
tanto, en condiciones fisiologicas, esto impediria la inactivaciéon de PP-1. Ambas
fosfatasas mantendrian al canal en su minimo estado conductivo lo que nos lleva a
pensar que, en los presentes experimentos sélo hemos visto parte del mecanismo

pues mantuvimos a PP-1 inactivada con ac. okadaico.

Estos resultados dejan abierta la siguiente pregunta: ¢Habra alguna
condicion fisioldgica en que las acciones D; predominen sobre las acciones D,? Ya
gue si no, ¢ Para que quiere la misma célula ambos receptores? En la literatura aun
se reportan efectos sinérgicos entre los dos (Hopf et al., 2003), ¢Como es esto
posible? Lo anterior sélo indica que queda mucho por saber de la sefalizacion
dopaminérgica (Beaulieu et al., 2005; Gerfen et al., 2002; Park et al., 2005) y
mucho mas de la “traduccién” o correlacion de ésta con los efectos sobre los

canales iénicos y el disparo neuronal.
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CAPITULO 6
Discusion
5.1 La contribucion de los canales de calcio cambia durante el desarrollo.
Las neuronas espinosas medianas (NEM) o de proyeccion del
neoestriado, expresan todos los tipos de canal de calcio de la subfamilia Cay2: N,
P/Q y R (Bargas et al. 1994; Foehring et al. 2000; Merimelstein et al. 1999). Los
resultados expuestos en esta tesis demuestran que los canales de calcio
activados por voltaje de la familia Cay2, de las neuronas neostriatales de
proyeccion, cambian su expresion tardiamente durante el desarrollo postnatal
(entre PD14 y PD40). La contribucion de los canales Cay2.2 (N) disminuye,
mientras que la contribucion de los canales Cay2.1 (P/Q) incrementa. Sin
embargo, la contribucién de las corrientes de calcio dadas por los canales Cayl

(L) y Cay2.3 (R), a la corriente total, se mantiene constante.

Sorprendentemente, la densidad total de corriente no cambia durante este
proceso. Para que esto suceda, la disminucion en la expresion del canal de tipo
N, tiene que ser compensada de manera casi exacta, por el incremento en la
expresion del canal de tipo P/Q. Es decir, parece haber un recambio de un canal
por otro. La cuestién ahora es averiguar que cambios funcionales se dan en las
neuronas como resultado de esta reconfiguracion de los canales. ¢Cudl es el

objetivo de la misma? Al responder a esta pregunta se podrd, quizds, obtener
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respuestas a otras preguntas relevantes: ¢Por qué tantos canales de calcio?,
¢ Cudl es la diferencia funcional entre unos y otros?

En este trabajo de tesis, exploramos en primer lugar lo que sucede en la
sinapsis. Los resultados mostraron que la reconfiguracion de los canales de calcio
ocurre en paralelo tanto en el soma como en las terminales sinapticas de las
neuronas neostriatales de proyeccion. Asi, la contribucion de los canales de calcio
de tipo N en la liberacion de GABA de las terminales sinapticas se reduce durante
este periodo, mientras que la participacién de los canales de calcio de tipo P/Q se
incrementa. En otras palabras, la sinapsis cambia los canales de calcio que usa
para liberar el transmisor. Cambios muy parecidos han sido observados en las
sinapsis de neuronas cerebelares y talamicas (lwasaki et al. 2000), pero nadie
habia mostrado que estos cambios suceden en paralelo tanto en el soma como
en las terminales sinpticas de la misma neurona. Suponiendo que cada tipo de
canal cumple con procesos criticos durante el desarrollo. Por ejemplo, la
transmision sindptica temprana, acompafiada de crecimiento de neuritas y
patrones temporales de disparo caracteristicos del desarrollo, puede requerir la
presencia de canales de tipo N. En etapas mas avanzadas, cuando se ha
estabilizado la transmision, se requerira entonces del canal de tipo P/Q. Averiguar

porque esto es asi es un reto para futuras investigaciones.
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5.2 Participacion del receptor D, en la modulacion de la corriente de calcio

de la subfamilia Cay2 en las neuronas espinosas medianas

En la presente tesis también tratamos de ver que sucede con la modulacion
dopaminérgica, pues antes del presente trabajo no existian trabajos acerca de la
modulacion dopaminérgica D, sobre los canales Cay2. En esta tesis mostramos
experimentos que indican que, en efecto, los canales Cay2 son modulados por la
dopamina a través de receptores de la familia D,. La modulacion de los
receptores D, sobre los canales Cay2 resultdé ser cercana a la mitad de la
modulacién total de la ICa®" en ambas etapas del desarrollo. Lo que indica que es
cuantitativamente importante. Sorprendentemente, los experimentos demostraron
qgue la modulacién dopaminérgica D, modula las corrientes de calcio de tipo N
durante etapas tempranas del desarrollo pero no en etapas tardias, en las que el
canal modulado es el P/Q. Es decir, la modulacion cambia a su efector en etapas
mas maduras: dejando al canal de tipo N y adoptando al canal de tipo P/Q. En
otras palabras, toda la via de sefializacion asociada al receptor D, cambia de
blanco. O lo que es lo mismo, el que una entidad molecular, como por ejemplo un
canal, cambie su expresién, es sélo un aspecto del problema. Bien puede
significar que al cambiar la molécula se tengan que cambiar todos los
mecanismos reguladores de la misma. Esto lleva a las siguientes preguntas
interesantes, ¢Como puede redirigirse una via de sefalizacion?, ¢Cual es la
sefal?, ¢Una hormona, un factor trofico, otra via de sefializacion? Estos
resultados apoyan lo reportado por Elezgarai y colaboradores (1999) que postulan

gue los cambios en la contribucién de canales en combinacion con los cambios en
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la expresion de receptores remodelan la modulacion ejercida, en la excitabilidad
neuronal, por los diferentes neurotransmisores. Es notable que un incremento
importante en el nimero de terminales sinapticas dopaminérgicas en el neostriado

ocurre durante la segunda y tercera semana posnatal (Antonopoulos et al., 2002).

El orden de potencia para la modulacién de canales Cay mediada por el
receptor D, en neuronas de la etapa PD14 es: N > L >> P/Q. En contraste en
neuronas de PD40 es: L > P/Q >> N. Estos eventos del desarrollo no habian
sido reportados hasta el momento. Por otro lado, en neuronas simpaticas del pollo
se reportd que la contribucion de los canales de calcio cambia con el desarrollo
pero que la modulacion ejercida por la somatostatina persiste sin cambios (White

et al. 1997).

Existen ejemplos en la literatura de la modulacion mediada por los
receptores D, sobre cada tipo de canal, N o P/Q, de la subfamilia Cay2. Asi, los
canales de tipo N son modulados por los receptores dopaminérgicos D, en
interneuronas colinérgicas neostriatales, en neuronas del globo paélido, en
motoneuronas espinales y en células de la linea celular NG108-15 (Brown and
Seabrook, 1995; Stefani et al. 2002; Wikstrom et al. 1999; Yan et al. 1997). Por
otro lado, la modulacion de canales de tipo P/Q ha sido reportada en neuronas
dopaminérgicas y en la linea celular AtT-20 (Cardozo and Bean, 1995;

Kuzhikandathil and Oxford, 1999; Wolfe et al. 1999).

Por consiguiente, como resultado de los presentes experimentos, se puede

cuestionar si el cambio en la modulacion dopaminérgica puede tener lugar en
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otras células, y de ser asi, si estos cambios ocurren simultaneamente en

diferentes regiones del cerebro.

5.3 Participacion del receptor D, en la modulacion de la corriente de calcio

de la subfamilia Cayl en las neuronas espinosas medianas

Por otro lado, el uso de la nitrendipina permitié confirmar que los canales
de calcio Cayl (de tipo L) son modulados en las neuronas neostriatales de
proyeccién por activacion de los receptores dopaminérgicos D,, tanto en etapas
tempranas como en etapas mas maduras. Esto podria indicar que el control de la
funcion entrada-salida (1/0) de la neurona (intensidad del estimulo vs. frecuencia
de disparo) necesita ser controlada por la dopamina durante todo el desarrollo
(Hernadndez-Lo6pez et al. 1997; 2000; Pérez-Garci et al. 2003). Sin embargo, esta
modulacién se vuelve mas importante en etapas maduras. Esto lo parece indicar
un ajuste de nuestros datos a un sistema de ecuaciones simultaneas (ver Vilchis
et al. 2002) que arrojo un 20% de modulacion de la corriente de calcio de tipo L en
la etapa PD14 y un 80% en la etapa PD40. Es decir, aqui los canales no cambian,
aunque la modulacion dopaminérgica vaya en aumento y cada vez abarque a un
mayor numero de canales. Estos resultados concuerdan por los obtenidos por
Hernandez-Lépez et al. 2000; donde se sefala al canal de calcio Cay1 (L) como el
principal blanco de modulacién por la activacion del receptor dopaminérgico D-.
Por otro lado, las neuronas espinosas medianas expresan dos tipos de canales de
la subfamilia Cay1, el Cayl.2y el Cayl.3 (Olson et al. 2005). Se requiere hacer
estudios mas profundos para determinar si los dos tipos de canal estan siendo

igualmente modulados por la activacion del receptor D-.
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Interesantemente, se ha reportado que la activacion de los receptores D,
modula la corriente de calcio de tipo L en motoneuronas espinales, en células
granulares cerebelares (Wikstrom et al. 1999; Mei et al. 1995), asi como en
melanotropos, donde se ha descrito que la activacién de los receptores D, reduce
la corriente de calcio de tipo L, asi como la expresion del gen para la subunidad

ol del canal (Fass et al. 1999).

5.4 Posible significado funcional del cambio en la modulacion
dopaminérgica de las corrientes de calcio de las terminales sinépticas

Una de las funciones celulares importantes de los canales de calcio Cay2.1
y Cay2.2 es en la liberacion de GABA de las terminales sinapticas, en patrticular,
de las neuronas espinosas medianas (Tecuapetla et al. 2005). Se ha demostrado
gue la activacién de los receptores D, disminuye la liberacion de GABA de las
terminales de estas neuronas (Guzman et al. 2003; Cooper y Stanford, 2001).
Una pregunta respondida en el presente trabajo es si el recambio de los canales
N y P/Q observado en la membrana somatodendritica se correspondia con un
recambio similar en las terminales sinapticas. Nuestros resultados muestran que
la modulacién presinaptica mediada por los receptores dopaminérgicos D, fue
ocluida por el blogqueador especifico del canal de calcio de tipo N, la ®-CgTx, en
neuronas juveniles (PD14), pero no en neuronas maduras (PD40), donde la ®-
AgaTK resulté ser el bloqueador efectivo de la transmision y de la modulaciéon
dopaminérgica. Esto evidencia que la modulacién mediada por la activacion del

receptor D, de la transmisidn sinaptica también cambia de blanco en las
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terminales sinapticas. Se conoce que los distintos tipos de canal de calcio
presinapticos estan asociados con distintos patrones de liberacion de
neurotransmisor y por tanto con distintas dindmicas de corto plazo. Por ejemplo,
los canales de calcio de tipo N favorecen la facilitacion sinaptica, mientras que los
canales de tipo P/Q favorecen la depresién sinaptica (Scheuber et al. 2004; Ali y
Nelson, 2005). Ambas formas de plasticidad tienen papeles diferentes a la hora
de integrar la informacion (Scheuber et al., 2004; Zucker y Regehr, 2002). Por otro
lado, se conoce que la modulacién de las terminales sindpticas por DA en las
neuronas magnocelulares del nucleo paraventricular del hipotalamo puede

modificar la plasticidad sinaptica a corto plazo (Baimoukhametova et al. 2004).

5.5 Significado funcional de la modulacion dopaminérgica de las corrientes
de calcio en el patron temporal de disparo

En las neuronas espinosas medianas, las corrientes de potasio activadas
por calcio son activadas por el calcio que entra a las células a través de canales
de calcio dependientes de voltaje de la subfamilia Cay2: el tipo Cay2.1 (P/Q) y el
tipo Cay2.2 (N). El blogueo de estos canales con toxinas especificas reduce el
pospotencial hiperpolarizante (PPH) que sigue a un potencial de accion (Vilchis et
al., 2000), y por lo tanto, cambia el nimero de disparos ante un mismo estimulo.

El blogueo de los canales N y P/Q, deja de meter el calcio necesario para
activar las corrientes de potasio activadas por calcio (IKCa**) que son
responsables, en parte, de generar el PPH. Al reducirse el PPH, disminuye el

intervalo entre las espigas, lo que aumenta la excitabilidad de las neuronas
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estriatales (Pérez-Garci et al. 2003). Sin embargo, en la mayoria de las neuronas
hay que bloquear ambos canales, el N y el P/Q, para que este efecto sea
evidente (Pérez-Garci et al., 2003). El efecto que se obtiene al bloquear sélo uno
de ellos es muy pequefio. Lo que habla de colaboracién entre canales para
realizar la funcion de generar el PPH. En contraste, al bloquear los canales de tipo
L se reduce la excitabilidad (Pérez-Garci et al. 2003), esto es asi debido a que el
canal L genera la meseta despolarizante que produce el disparo y resulta en la
curva entrada-salida (I/0). Al bloquear el canal L se colapsa la funcién I/O de la
neurona, que pierde su rango de frecuencias, respondiendo ahora con la misma
frecuencia ante cualquier estimulo. En otras palabras, el canal L confiere las
propiedades codificadoras a una neurona. Lo anterior demuestra que los distintos
canales de calcio presentes en las neuronas estan especializados en cumplir
tareas especificas. Durante el disparo, los N y P/Q dictan la frecuencia ante un
estimulo, mientras los L, demarcan los rangos de frecuencia posibles.

Ahora bien, en este trabajo encontramos que el PPH de las NEM es
minimamente afectado por los receptores D, en neuronas adultas ya que, la
afectacion se reduce al 15% de la amplitud y sélo en la mitad de los casos. Esto
no produce ningun efecto sobre la frecuencia de disparo. Lo anterior
probablemente se debe a que la activacion del receptor D, solamente afecta uno
de los dos canales, el de tipo P/Q en las neuronas adultas. Y como se necesita
bloquear los dos, N y P/Q, para realmente observar un cambio en la frecuencia,
se puede concluir que la modulacion diferencial de s6lo uno de los dos canales

tiene por objeto el que la dopamina no afecte al PPH. En contraste, la ACh
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actuando sobre receptores muscarinicos del tipo M; afecta a ambos canales, el N
y el P/Q, y como consecuencia de ello, éste transmisor afecta de manera
importante al PPH y a la frecuencia de disparo (Pérez-Resell6 et al., 2005). Esto
sugiere que la modulacion diferencial de efectores, en este caso canales idnicos,
podria tener como objeto el repartir las funciones modulables por
neurotransmisores en una misma célula.

Por otro lado, la activacién de los receptores D, disminuye la frecuencia de
disparo ante un mismo estimulo al inhibir las corrientes de calcio de tipo L. Esto
es, el efecto predominante D, sobre el disparo es inhibidor, debido a que la
modulacién que predomina es sobre el canal L (Hernandez-L6pez et al. 2000);
mientras que el efecto predominante de la ACh es excitador, pues el efecto
predominante es sobre los canales N y P/Q. He aqui, como dos receptores (M; y
D) que comparten en gran medida la misma via de sefalizacién (PLC/IP3-DAG)
(Rakhilin et al., 2004), pueden tener efectos contrarios sobre el disparo: uno lo
aumenta y el otro lo disminuye. Esto se debe a que en los pasos finales de la via
de sefializacion ambos transmisores difieren y el efector final no es el mismo. O

sea, misma via de sefializacién no quiere decir mismos efectos.

5.6 Acciones opuestas de los receptores D; y D, en la modulacion de las
corrientes de calcio Cayl en las neuronas espinosas medianas.
Recapitulando, 1) El neostriado es altamente inervado por terminales
dopaminérgicas. 2) La regulacion de los canales de tipo L para modular el disparo
de las neuronas estriatales es muy importante para explicar los efectos de la DA a

nivel sistémico y 3) Dos familias de receptor coexisten en las neuronas estriatales:
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D, y D,. El primero aumenta la corriente llevada por los canales L, y por tanto
aumenta la excitabilidad. Esto lo hace a través de la via: AC/AMPc/PKA/DARPP-
32/PP-1. Por otro lado, el receptor D2 disminuye la corriente llevada por los
canales L y por tanto disminuye la excitabilidad. Lo hace a través de la via.
PLC/IP; -DAG/Ca?**-Ca?*CaM/PP-2B. Es decir, D; y D, tienen efectos contrarios
sobre el mismo efector y por tanto sobre las funciones que el mismo tiene. Pero si
ambas familias de receptor pueden coexistir en la misma célula (Surmeier et al.
1993; 1996; Hopf et al., 2003; Aizman et al. 2000), ¢cuél de los dos efectos
predomina cuando ambos receptores se coactivan? Esta es otra pregunta
contestada en la presente tesis.

Nuestros resultados indican que la activacion del receptor D, tiene como
una de sus funciones bloquear el efecto de los receptores D;. Trabajos
concomitantes realizados en nuestro laboratorio (Pérez-Garci, 2003) coinciden
con lo reportado en esta tesis mostrando que la activacién de los receptores D,
revirtid6 el aumento en la excitabilidad producido en respuesta a la activacién de
los receptores D;. Por tanto esta asimetria funcional, si todos los demés factores
se mantienen inalterados, explicaria por qué la administracion de DA o su
precursor L-DOPA, produciran las acciones propias del receptor D, y no las del
receptor D;. Es bien sabido que el anterior, es el Unico efecto de la actual terapia
restitutiva (Jenner, 2003; Gerlach et al. 2003; Baas et al., 2002). Es decir, esta
terapia es parcialmente eficaz pues sélo consigue restituir el efecto de una de las
familias de receptores (D). En la actualidad, no se cuenta con una terapia para,

restituir los efectos de la otra familia, ain administrando farmacos selectivos para
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el receptor D; (Aubert, 2005), que de hecho adquiere una hipersensibilidad con el
tiempo de tratamiento, lo que a la larga es una de las causas desencadenantes de
las discinesias incapacitantes que hacen que se descontinle el tratamiento para
la enfermedad del Parkinson. Pensamos que esta tesis muestra porque esto es
asi. También sefala que no sabemos bajo qué condiciones el receptor D;
predomina sobre el receptor D,. Mucho menos explica como pueden ser
sinérgicos en algunas ocasiones (Hopf et al. 2003). La respuesta futura a estas
interrogantes podria ser de suma importancia para replantear la terapéutica de
enfermedades asociadas con alteraciones en el sistema dopaminérgico. Esta
conclusion es sumamente relevante por dos motivos: 1) Claramente se ve que una
de las acciones del receptor D, es anular la acciéon del receptor D;. Accién que no
habia sido reportada para el receptor Dy, y 2) Muchas neuronas estriatales
presentan ambas respuestas, ¢qué pasa entonces cuando se administra a los
pacientes un agonista o0 un precursor con fines terapéuticos? Nuestros datos
sugieren que lo Unico que se ha de lograr es sustituir la accién D, perdida, mas no
la D;. ¢Serd esta la causa de la hipersensibilizacion D;, con el consecuente
desequilibrio entre ambos receptores? ¢ Serd este fendmeno el que lleva a las
discinesias tardias? Estos datos entonces dejan un camino digno de ser
investigado con posterioridad.

La asimetria funcional debe de tener su explicacion a nivel de vias de
sefalizacion intracelular activadas por cada familia de receptor. En este sentido,

nuestros resultados indican que el efecto dominante de los receptores D, sobre la
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activacion de los receptores D; no es a través de inhibir a la adenilato ciclasa, sino
gue es en otra parte de la via activada por estos receptores.

La dialisis intracelular con BAPTA, un quelante de calcio de alta afinidad,
evito el efecto inhibidor de la activacion de los receptores dopaminérgicos D, sobre
las corrientes de calcio; sugiriendo que el incremento en el calcio intracelular es el
evento clave en la modulacion de la corriente de calcio de tipo L por la activacion
del receptor D, y por lo tanto, también es un elemento importante en el efecto
dominante del receptor D, sobre el receptor D;. La importancia de la liberacion de
calcio de las pozas intracelulares es puesta de manifiesto en la predominancia del
receptor D,. El incremento en los niveles de calcio intracelular provocado por la
activacion de los receptores D, promueve el aumento de la actividad de la fosfatasa
calcineurina (PP-2B) (Nishi et al. 1997). Asi, el trabajo futuro tiene ya una via
disponible para ser analizada: la interaccion entre los efectos de la PKA vy el
DARPP-32 con el efecto de la PP-2B. En esta tesis encontramos que la inhibicion
de la PP-2B por la incubacién con FK-506 o la didlisis intracelular con el péptido
inhibidor de la calcineurina (PICaN), bloquean totalmente el efecto de predominio
gue tienen los receptores D, sobre los D;. Estos datos sugieren fuertemente que un
incremento en los niveles del calcio intracelular debida a los receptores D
promueve la inhibicién de los canales de calcio de tipo L por la desfosforilacion del
canal de calcio mediante la PP-2B, y acaso también la inactivacién del DARPP-32,
en cuyo caso, la fosforilacion del canal por la PKA se debilita. Esta es la hipétesis
gue queda para estudiar en las futuras investigaciones del laboratorio. Ambas, PKA

y PP-2B se encuentran colocalizadas y unidas a la proteina de anclaje a la
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membrana AKAP-79 (Santana et al. 2002). Sin embargo, se desconoce ¢En que
condiciones fisiologicas se puede dar la inhibicién de la calcineurina para permitir el

efecto D1?
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CONCLUSIONES

1. Aunque la densidad de corriente de calcio es similar en neuronas de proyeccion
neostriatales jévenes (PD14) y maduras (PD40), la proporcion de los

componentes de dicha corriente cambia.

2. En particular, la expresion de los canales de tipo N disminuye mientras que la
de los canales de tipo P/Q aumenta durante el desarrollo. Las corrientes de tipo L

y R se mantienen practicamente inalteradas.

3. La transmision sinaptica GABAérgica proveniente de las terminales de las
mismas neuronas de proyeccién neostriatales recae sobre los canales de tipo N y
P/Q en animales juveniles, pero a edades mayores, afecta exclusivamente a los

canales de tipo P/Q.

4. La modulacién de la corriente de calcio de tipo L (Cay1) dada por los receptores
D, incrementa durante el desarrollo ya que reduce la ICa?* de un 25% en la etapa

PD14 a un 80% en la etapa PD40.
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5. La modulacion ejercida por los receptores D, sobre los canales de calcio Cay2
cambia de blanco: de recaer sobre los canales de tipo N en la etapa PD14, pasa a

recaer sobre los canales de tipo P/Q en la etapa PD40.

6. La modulacion presinaptica dependiente del receptor D, recae sobre canales
de tipo N en la etapa PD14, pero su mecanismo de sefializacion cambia de

efector, hacia los canales de tipo P/Q en la etapa PDA40.

7. Una de las funciones del receptor D, es el de revertir la respuesta de los

receptores D;.

8. La calcineurina (PP-2B) juega un papel importante en el efecto predominante del
receptor D, sobre las acciones del receptor D; en la modulacion de las corrientes
de calcio de tipo L, pues el bloqueo de la actividad de la PP-2B, permite que la
activacion del receptor Dy incremente las corrientes de calcio de tipo L aun en

presencia del agonista selectivo de los receptores D».
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Abreviaturas

AC
AMPc
DA
DARP-32
ICa
IP3
GABA
GB
GPe
GPi
HVA
LVA
NEMs
NS
NST
PKA
PKC
PP-1
PP-2A
PP-2B
PLC
PPH
SNr
SNc

Adenilato ciclasa
Adenosina-3",5-monofosfato ciclico
Dopamina

Fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc (32,000 daltones)
Corrientes de calcio

Inositol 1, 4, 5- trisfosfato
Acido-y-aminobutirico

Ganglios basales

Globo palido externo

Globo palido interno

Alto umbral de activacion

Bajo umbral de activacion

Neuronas espinosas medianas de proyeccion
Neoestriado

Nucleo subtalamico

Proteina cinasa Dependiente de AMPc
Proteina cinasa C

Proteina fosfatasa 1

Proteina fosfatasa 2A

Proteina fosfatasa 2B

Fosfolipasa C

Postpotencial hiperpolarizante
Sustancia negra reticulada

Sustancia negra compacta

scRT-PCR Transcriptasa reversa asociada a la reaccion en cadena de la

polimerasa en célula Unica

TTX
o-AgaTK
®»-CgTx

Tetrodotoxina
w-agatoxina TK

w-conotoxina GVIA
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