UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
DIVISION DE NEUROCIENCIAS

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

EL RECEPTOR DE DOPAMINA TIPO D
AUMENTA SU SENALIZACION EN UN MODELO
DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON:
PAPEL DEL PIP, EN LA MODULACION DEL
CANAL DE Ca** Cay2.1

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE :
DOCTOR EN CIENCIAS (BIOQUIMICAS)

P R E S E N T A:
Gilberto Aleph Prieto Moreno

Tutor: Dr. José Bargas Diaz

MEXICO, D. F. Junio 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



EL RECEPTOR DE DOPAMINA TIPO D; AUMENTA SU
SENALIZACION EN UN MODELO DE LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON: PAPEL DEL PIP, EN LA MODULACION DEL
CANAL DE Ca* Cay2.1

RECONOCIMIENTOS

Esta tesis doctoral se realizd bajo la direccion del Dr. José Bargas Diaz en el Departamento de
Neurociencia Cognitiva (laboratorio BL-103) de la Division de Neurociencias del Instituto de
Fisiologia Celular (IFC), en la Universidad Nacional Autébnoma de México.

El Comité Tutoral que asesor0 el desarrollo de esta tesis estuvo formado por:

Dr. José Bargas Diaz IFC-Neurociencias, UNAM
Dr. José de Jesus Garcia Valdés Facultad de quimica, UNAM
Dr. Arturo Hernandez Cruz IFC-Neurociencias, UNAM

Los experimentos de inmunodeteccion tipo “Western” fueron realizados en colaboracion con la
Dra. Yvonne Rosenstein del Departamento de Fisiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia
(UNAM).

Se reconoce la asesoria técnica de la Dra. Tatiana Fiordelisio y de la Biol. Exp. Marcela
Palomero en los experimentos de inmunodeteccion y cirugia estereotaxica, respectivamente. Asi
como la asesoria brindada por el Dr. Antonio Laville para el andlisis de las curvas concentracion-
respuesta.

El proyecto fue apoyado parcialmente por CONACYT (34815-N, 41328-Q), PAEP-UNAM
(030539, 202352) e IMPULSA. Para la realizacion de la presente tesis, durante los estudios de
doctorado gocé de becas otorgadas por CONACYT, por IMPULSA vy por la Fundacion Alberto y
Dolores Andrade. Ademas. Conté con el apoyo de la DGEP, la International Brain Research
Organization (IBRO) y del programa “Ledn Cintra” para la asistencia a congresos nacionales e
internacionales. La revista Disease Models & Mechanisms me otorgd un apoyo para la
realizacion de una estancia de investigacion.

Esta tesis fue defendida en examen presentado el dia 2 de julio de 2010.

El Jurado de Examen Doctoral estuvo constituido por:

Presidente  Dr. Ricardo Tapia Ibarguengoytia IFC-Neurociencias, UNAM
Vocal Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval 1B, UNAM

Secretario Dra. Laura Escobar Pérez Facultad de Medicina, UNAM
Suplente Dr. José de Jesus Garcia Valdés Facultad de Quimica, UNAM

Suplente Dr. Jaime Ivan Velasco Velazquez IFC-Neurociencias, UNAM



A
Pablove



Indice

. Resumen

A oON-—

0O NONO

. Summary
. Abreviaciones

. Introduccién

4.1. Funcién motora

4.2. Ganglios basales
4.2.1. Modulacién dopaminérgica en el neostriado
4.3. Receptores de dopamina
4.3.1. Estructura
4.3.2. Aspectos farmacoldgicos
4.3.3. Aspectos bioquimicos
4.4. Receptor de dopamina tipo D;
4.5. Canales de Ca?*
4.5.1. Clasificacion y estructura
4.5.2. Modulacién
4.6. Enfermedad de Parkinson
4.6.1. Descripcién y caracteristicas
4.6.2. Etiologia
4.6.2.1.Factor genético
4.6.2.2.Factores ambientales
4.6.2.3.Mecanismos involucrados en la patogénesis

4.6.3. Tratamiento
4.6.4. Modelos animales de la EP

4.7 .Supersensibilidad de los receptores de DA

. Justificacién
. Planteamiento del problema
. Hipétesis y objetivos

. Resultados

Corrientes de Ca®* expresadas en las neuronas espinosas medianas
Correlato electrofisiolégico de la supersensibilidad D:Ruiae
Supersensibilidad del D;R

Mecanismos involucrados en la modulacién de la corriente

de Ca* por el DsR

Pag.
1ii

iv

10
11

13

14
17

20

21
22
23
24
25
28

29
30
31

33
37
39

44



10.

11.
12.
13.

La supersensibilidad del DR esta asociada con una modulacién
emergente de los canales Cay2.1
Expresién del DsR

. Discusién

Supersensibilidad del D;R
Hidrdlisis de PIP>: un mecanismo para inhibir la corriente de Ca**
Consecuencias funcionales

M¢étodos

Lesion unilateral de la sustancia negra compacta
Obtencién de neuronas disociadas
Genotipificacién de los ratones BAC Di-eGFP
Registros electrofisiolégicos

Anilisis de los datos

Inmunodeteccién

Bibliografia
Apéndice

Anexo 1

57
59

60
64
65

71

75
87
88



1. Resumen

La muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra compacta y la
consecuente disminucién en los niveles cerebrales de dopamina (DA) son los rasgos
caracteristicos de la enfermedad de Parkinson. Al disminuir la concentracién de DA, se
presenta una supersensibilidad en los receptores dopaminérgicos de clase D, (D;Ruae) en las
neuronas de proyeccién del neoestriado. En el presente estudio, mediante registros
electrofisioldgicos de fijacién de voltaje en la configuracién de célula entera, se estudié la
modulacién de la corriente de Ca** mediada por los D:Rui. en neuronas estriatales disociadas
del cerebro de roedores hemiparkinsonianos; en estos animales, que constituyen el modelo
mds empleado de la enfermedad de Parkinson, se lesiona unilateralmente la sustancia negra
compacta mediante la administracién de la neurotoxina 6-hidroxidopamina. Se observé que
la supersensibilidad de los D;Rdu se ve reflejada en la modulacién que ejercen estos
receptores sobre la corriente de Ca®*: en comparacién con neuronas del lado control, la
relacién concentracién-respuesta obtenida con el quinelorane (agonista D,R-clase) en
neuronas del lado lesionado (deficiente de DA) mostré una mayor afinidad (corrimiento de
la curva hacia la izquierda) y un aumento en el efecto méximo. Con el uso de antagonistas
selectivos para los receptores de los tipos D:R, D3R y D4R, se obtuvo evidencia de que, en lo
referente a la modulacién de la corriente de Ca*, el cambio mds importante después de la
desnervacién dopaminérgica se produce en el DsR. Los resultados mostraron un incremento
en la actividad del D3R en el lado lesionado y una modificacién en su via de sehalizacién:
ademds de modular los canales de Ca®* tipo L (Cay1) al activar a la fosfatasa PP2B, el DsR
disminuy6 la apertura de los canales tipo P/Q (Cay2.1) a través de una via dependiente de la
hidrélisis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,); esto tltimo no fue observado en neuronas
del lado control, lo que sugiere que este mecanismo se desarrolla debido al déficit de DA. En
el estriado desnervado no se detectaron cambios en la expresién del DsR; sin embrago, se
observé una disminucién en la expresién de la variante alternativa Dsnf. En conjunto, los
resultados sugieren que la sehalizacién mediada por el PIP, estd relacionada con la
supersensibilidad del DsR. Debido a que el blanco de estas senales son los canales Cay2.1,
involucrados en la liberacién del neurotransmisor 4cido y-amino butirico (GABA) de las
terminales sindpticas de las neuronas del neoestriado, las modificaciones descritas del DsR
podrian atenuar la inhibicién colateral entre las neuronas estriatales. De esta manera, la
supersensibilidad del D;R tendria una influencia profunda sobre el funcionamiento del
circuito estriatal.



The loss of dopaminergic neurons in the subtantia nigra compacta followed by striatal
dopamine (DA) depletion is a hallmark of Parkinson’s disease. After DA depletion,
dopaminergic D;-receptor class (D;R-class) supersensitivity develops in striatal neurons.
Pharmacological, biochemical and behavioral data have documented this phenomenon, but
clear electrophysiological-functional correlates are still lacking. In this work, Ca?* current
modulation by D:R-class was studied by whole-cell voltage-clamp recordings in acutely
dissociated medium spiny neurons obtained from striata of 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-
lesioned (hemiparkinsonian) rodents. It was found that Ca®* current modulation mediated by
D,R-class activation reflected an enhanced sensitivity. Thus, while the concentration-
response relationship (C-R plot) from control striata was fit with a two sites model, the C-R
plot obtained from DA-depleted striata was fit by a three sites model, exhibited a
considerable leftward shift, and presented an increased maximal response. By using selective
antagonists for D;R-, DsR- and D4R-types, it was observed that the D;R-type mediated
modulation was particularly enhanced. In both control and DA-depleted neurons, D;R-type
modulated Cavl channels by a PP2B-dependent signaling, but only in neurons from the 6-
OHDA-lesioned striata D3R-type targeted Cav2.1 (P/Q) Ca** channels via the hydrolysis of
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP,); thus, it was hypothesized that this signaling is
disclosed by DA depletion. An imbalance in the expression of DsR-type and its splice variant
Dsnf accompanied the enhanced DsR activity after DA depletion. On an overall, data show
that PIP,-mediated signaling activated by Ds;R-type appeared to be linked to D,R-class
supersensitivity. Because Cay2.1 (P/Q) Ca*-channels mediate synaptic y-aminobutyric
(GABA) release from the terminals of striatal neurons, a reinforcement of their inhibition by
DsR-type is thought to dampen the collateral inhibition among striatal neurons. Therefore,
DsR-type supersensitivity could have a profound influence in the striatal circuitry.



3. Abreviaciones

6-OHDA, 6-hidroxidopamina

AMPc, adenosina monofosfato ciclico

AMS, drea motora suplementaria

BAC, bacterial artificial chromosome

CaM, calmodulina

CCDV, canales de calcio dependientes de voltaje

D1R, receptor de dopamina tipo 1

D:R, receptor de dopamina tipo 2

DsR, receptor de dopamina tipo 3

DJR, receptor de dopamina tipo 4

DsR, receptor de dopamina tipo 5

D1Ruuse, receptores de dopamina clase Dy (incluye DR y DsR)
DR, receptores de dopamina clase D; (incluye D2R, D3R y D4R)
DA, dopamina: 2-(3,4-dihidroxifenil)-etilamina

DAG, diacilglicerol: D-1,2-diacilglicerol

DARPP-32, Dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein, 32 kDa
DAT, transportador de dopamina: dopamine transporter

DRIPs, dopamz’ne receptor-interacting proteins

eGFD, enhanced green fluorescent protein

EP, Enfermedad de Parkinson

ERK, cinasa regulada por sefiales extracelulares

GABA, acido y-aminobutirico

GB, ganglios basales

GPCR, receptor acoplado a proteinas G: G protein-coupled recepror
GPe, globo pdlido externo

GPi, globo pélido interno

GSK-3, cinasa de glicégeno sintasa-3

ILs, asa intracelular 3: intracellular loop 3

IP3, inositol trifosfato: inositol-1,4,5-trifosfato

L-DOPA, levodopa: (5)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil)-dcido propanoico
MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

NEM, neurona espinosa mediana

NS, no significativo (P > 0.05)

Nist, neostriado

PI3K, cinasa de fosfoinositidos

PIP,, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PKA, proteina cinasa A



PKB, proteina cinasa B: Akt

PKC, proteina cinasa C

PKD, proteina cinasa D

PLCB, fosfolipasa C

PP2A, proteina fosfatasa 2A

PP2B, proteina fosfatasa 2B: calcineurina
SNc, sustancia negra pars compacta

SN, sustancia negra reticulata

STN, ntcleo subtaldmico

Tg, transgénico

Vi



4. Introduccioén

4.1. Funcion motora

La ejecucién de movimientos es de vital importancia para los animales, ya que permite
una mejor interaccién con el medio exterior y favorece la adaptacién al mismo: el cerebro
percibe estimulos fisicos y a partir de estos crea representaciones del entorno, las cuales se
integran para permitirle al animal dirigir una respuesta adecuada a los distintos estimulos.
Estas respuestas satisfacen necesidades, protegen de estimulos nocivos o permiten alcanzar
objetivos. Para todas ellas es muy probable que se involucren los movimientos, generados y
controlados por el sistema motor. Gran parte de los movimientos son controlados por el
cerebro a través de diferentes estructuras que participan en cada una de las etapas

relacionadas con esta funcién: planeacién, coordinacién y ejecucién de programas motores

[1].

En la funcién motora participa gran parte del cerebro, sin embargo, se puede resaltar el
papel de las cortezas motora, pre-motora, motora suplementaria, los ganglios basales (GB) y
el cerebelo (Imagen 1). Estas cortezas cerebrales, situadas en el drea prefrontal, integran
informacién proveniente de las dreas sensoriales (e.g., somatosensorial, visual, auditiva) y de
asociacién del I6bulo parietal, y mantienen conexiones reciprocas con el tdlamo y a través de
él con el cerebelo y los GB. El procesamiento en las diferentes dreas de la corteza cerebral estd
involucrado en la planeacién de los movimientos llamados voluntarios [1]. La coordinacién y
seleccién de los programas motores requiere de la participacién de los GB, que forman parte
de circuitos circulares o asas corticobasales: corteza-GB-tdlamo-corteza [2]. Una vez
seleccionada, la corteza motora envia la secuencia motora hacia las motoneuronas de la
médula espinal, tallo y encéfalo, que a su vez comandan directamente la contraccién

muscular.



Toda la corteza cerebral envia proyecciones hacia los GB. Esta informacién es procesada

durante su paso a través de las asas corticobasales para regresarla a las cortezas motoras

(Imagen 1). Los GB integran, concentran y filtran la informacién de varias regiones

cerebrales antes de mandarla a las cortezas motoras [1]. Asi, se suprimen los movimientos no

deseados, mientras se controlan la amplitud, velocidad y direccién de los movimientos

necesarios, generando asi, secuencias de los mismos. Esto dltimo relaciona a los GB con el

aprendizaje de rutinas motoras y de procedimientos [3]. Adicionalmente, debido a la

presencia de circuitos innatos en los GB, estas estructuras cerebrales regulan el equilibrio, la

postura y las expresiones faciales que son, generalmente, movimientos automdticos e

involuntarios [4].

Imagen 1.

Asas corticobasales. De manera esquematica se muestra un corte sagital de
cerebro de rata. Las flechas representan el flujo de la informacion relacionada con
la ejecucion de movimientos; dicha informacion parte de la corteza cerebral
(proyeccion glutamatérgica, flechas naranjas), es procesada por los ganglios
basales y regresa nuevamente a la corteza a través del tdlamo: ciclos como éste
favorecen el procesamiento de la informacion. La participacion de los ganglios
basales inicia al activarse las neuronas espinosas medianas de las vias directa e
indirecta, representadas por puntos azules y rojos, respectivamente. A su vez, las
flechas azules ilustran la via directa: Nst — GPi/SNr; mientras que las flechas rojas
sefialan la via indirecta: Nst - GPe — STN — SNr. Nst, neostriado; GPe, globo
palido externo; GPi, globo palido interno; STN, nlcleo subtalamico; SNc, sustancia
negra compacta; SNr, sustancia negra reticulada. Modificado de la ref. [5].



4.2. Ganglios basales (GB)

Los GB son estructuras subcorticales localizadas en el cerebro medio-anterior de los
vertebrados [4]. El neostriado (Nst; caudado/putamen) es el principal ntcleo de entrada de
los ganglios basales, recibe aferentes de la corteza, el tdlamo, los nucleos del rafé, el nicleo
subtalimico (STN) y la sustancia negra compacta (SNc). A su vez proyecta hacia el globo
palido interno (GPi) y la sustancia negra reticulada (SNr), que son los niicleos de salida de
los ganglios basales. Este circuito se conoce como viaz directa. Hay otro circuito: la via
indirecta: aqui, las sefales del Nst llegan a los nicleos de salida después de pasar por el globo

palido externo (GPe) y el STN, denominados nicleos intrinsecos [6] (Imagen 2).

Imagen 2. Vias directa e indirecta de los GB. Las sefiales que llegan al neostriado
(Nst) se procesan a través de dos vias: directa e indirecta. El esquema
muestra la ruta de cada una. Note que el Nst recibe inervacion
dopaminérgica proveniente de la sustancia negra compacta (SNc). En la
via directa, la dopamina actla a través del D;R; mientras que en la via
indirecta su accion es resultado de la activacion del D,R. GPe, globo
palido externo; GPi, globo palido interno; STN, nudcleo subtalamico; SNr,
sustancia negra reticular.



Los ntcleos de salida de los GB (GPi y SNr) se encuentran disparando de manera ténica,
por lo que los circuitos tdlamo-corticales asociados con las cortezas motoras se encuentran
reprimidos. Al activarse la via directa la proyeccién inhibidora de las neuronas de proyeccién
del Nst llevan a la inhibicién del GPi/SNr. Por lo tanto, se remueve la inhibicién de los
circuitos tdlamo-corticales (doble inhibicién en serie o desinhibicién); lo que incrementa la

actividad de las cortezas motoras y por ende facilita el movimiento.

En cambio, si se activa la viz indirecta se desinhibe al NST, que es excitador, y por lo
tanto se activa ain mds a las neuronas inhibidoras del GPi/SNr, lo que a su vez reprime mids
a los circuitos tdlamo-corticales activadores del movimiento y asi, el movimiento se suprime
(ver Imdgenes 2 y 3). Como puede observarse, este modelo se basa en la tasa de disparo de las

neuronas y se le denomina: “rate model” [3,7].

1 sec

Imagen 3.  Disparo de las neuronas de los diferentes nlcleos que constituyen los GB.
Registros extracelulares mostrados en graficas tipo raster donde cada potencial de
accion es un punto y cada linea es un registro unitario continuo de 1 seg. Cada
linea corresponde a la misma neurona. El disparo es espontaneo. (A, B) Put,
putamen; las neuronas son casi silentes o de disparo esporadico. (C, D) GPe,
globo pélido externo. (E) GPi, globo palido interno. (F) SNpr, sustancia negra
reticular. En el GPi y la SNpr el disparo es ténico y de alta frecuencia (60-80 Hz).
(G) SNpc, sustancia negra compacta. (H) STN, nlcleo subtalamico; se muestra el
disparo ténico (STN=20 Hz) o en rafagas caracteristico de estas neuronas.



A nivel celular, el Nst esta constituido principalmente (~ 90 %) por las neuronas
espinosas medianas (NEMs) de proyeccién. Las NEMs se caracterizan por tener un didmetro
somdtico de 10-20 pum, dendritas con una gran cantidad de espinas y por liberar el
neurotransmisor inhibidor acido y-amino butirico (GABA) [6]. En condiciones de reposo,
cuando no existe una activacién mdltiple (convergencia) por parte de las terminales
glutamatérgicas que inervan a las NEMs, el potencial de membrana de estas neuronas se
encuentra alrededor de los -85 mV, lo que se conoce como estado de reposo neuronal o
estado inactivo (“down-state”). En respuesta a una activacién glutamatérgica convergente las
NEMs son despolarizadas y mantenidas en un segundo potencial de membrana alrededor de
los -55 mV, cercano al umbral de disparo (aproximadamente -45 mV): el estado activo (“up-
state”, Imagen 4) [8]. Las NEMs de la via directa, que proyectan sus axones al GPi/SNr,
expresan el neuropéptido sustancia P y el receptor de dopamina (DA) tipo 1 (D:R); por su
parte, las NEMs de la via indirecta, cuya conexién sindptica es con el GPe, expresan
encefalinas y el receptor de DA tipo 2 (DR, ver Tabla 1) [6,9]. En cuanto a las propiedades
electrofisioldgicas, las NEMs de la via indirecta (D;R) son mds excitables que las de la via
directa (D1R); al parecer debido a diferencias en la densidad de canales de calcio en las

dendritas [10], asi como también en la superficie total de las mismas [11].



Imagen 4. Neurona espinosa mediana del Nst. (A) Tinciéon con biocitina que muestra el
soma y las dendritas (arriba). Se muestra ademas un acercamiento para
apreciar las espinas (abajo). Modificada de la ref. [12]. (B) Durante un registro de
fijacion de corriente realizado en una neurona espinosa mediana se observa la
transicién entre el estado de reposo (down state, - 85 mV) y el estado activado
(up-state, - 55 mV). La transicién al estado activado depende de una entrada
convergente excitadora (glutamatérgica). Modificada de la ref. [8].

En el Nst se ha reportado también la presencia de tres géneros de interneuronas, que

corresponden aproximadamente al 5-10 % de la poblacién neuronal de este nicleo [13]

(Tabla 1).

Tabla 1. Neuronas estriatales!

Tipo % Inmunohistoquimica®

NEM estriato-nigral 45 GABA, sustancia P

NEM estriato-palidal 45 GABA, encefalinas

Interneurona de disparo de alta 1.5 GABA, Parvoalbimina

frecuencia (FS, fast-spiking)

Interneurona de bajo umbral de 2 GABA, somatostatina, sintasa de

disparo (LTS, low-threshold spiking) oxido nitrico, neuropéptido Y,
calretinina

Interneurona colinérgica 0.5 Acetilcolina

"Tomada y modificada de la ref. [13].

*Se refiere a la deteccién de moléculas que caracterizan cada poblacién celular



4.2.1. Modulacion dopaminérgica en el Nst

Los axones de las neuronas dopaminérgicas de la SNc inervan principalmente al Nst; es
en este nicleo en donde se encuentra la mayor concentracién de DA en el cerebro [1,6,14].
Un aspecto importante del modelo actual del funcionamiento de los GB es que incluye la
participacién de la DA [7]. En lineas precedentes se explicé que este modelo establece que la
informacién es procesada de manera segregada a través de las vias directa (nigroestriatal) e
indirecta (nigropalidal): la primera facilita y la segunda inhibe el movimiento. El papel de la
DA, de acuerdo con el modelo, es regular las dos vias mediante la modulacién del disparo de
las NEMs correspondientes: Albin et al. (1989) propusieron que la activacién del DR excita
a las NEMs de la via directa mientras que la activacién del D>R inhibe a las neuronas de la
via indirecta. De esta manera, la DA tiene efectos opuestos sobre la via directa y la indirecta;
sin embargo, el resultado final de la accién de la DA es un aumento en la funcién motora
[7]. Los principios generales del modelo de los GB fueron respaldados posteriormente, al
dilucidarse que la activacion de los receptores de DA excita o inhibe a las NEMs mediante la
modulacién de canales de calcio de los que depende el disparo neuronal: los canales Cayl o
de tipo L. Los receptores D facilitan la apertura de los canales Cayl, mientras que los
receptores D, inhiben este proceso [15,16]. Otros tipos de canal de calcio presentes en estas
neuronas, los Cav2 (N, P-Q y R), tienen otras funciones: regular el patrén temporal de
disparo y la liberacién de neurotransmisor de las terminales [17,18]. A través de estas
acciones la DA altera la manera en que las NEMs responden a las sehales glutamatérgicas,

provenientes de la corteza o el tdlamo.

El axén principal de las NEMs deja colaterales axénicas dentro del Nst [19]. Como
consecuencia, la actividad de las NEMs es también regulada por la inervacién GABAérgica
proveniente de las mismas NEMs. Estas sinapsis dan origen a la inhibicién lateral y son
moduladas por la DA: la activacién de los DiRuae aumentan la transmisién GABAérgica

entre NEMs, mientras que las acciones de los D;Raue disminuyen este proceso [20,21]. La



inhibicién lateral se ha propuesto como un mecanismo para explicar el funcionamiento de
los GB, ya que plantea que la competencia entre grupos de neuronas permitiria filtrar,

escoger o cambiar los programas motores.

En el caso de la sinapsis corticoestriatal, la DA induce potenciacién de largo plazo (LTP,
long-term potentiation) al activar a los DiRua. presentes en las neuronas de la viz directa,
mientras que la activacién de los D;R en las neuronas de la viz indirecta induce depresién de

largo plazo (LTD, long-term depression) [22].

4.3. Receptores de dopamina

4.3.1. Estructura

Los receptores de DA pertenecen a la superfamilia de receptores de siete dominios
transmembranales que transducen sus sefiales a través de proteinas G (GPCRs, G protein-
coupled receprors). En mamiferos se han identificado cinco receptores para DA; los cuales, con
base en sus caracteristicas estructurales, bioquimicas y farmacoldgicas, se agrupan en dos
clases: los receptores tipo 1 (DiR) y tipo 5 (DsR o Di,R) pertenecen a la clase 1 (D1Ruae);s
mientras que los receptores tipo 2 (D;R), tipo 3 (D3R) y tipo 4 (D4R) conforman la clase 2
(D2Ruae) [23,24]. En los cinco tipos de receptor se han identificado sitios consenso de V-
glicosilacién. Una diferencia notable entre los DiReae v los DaRuae es la longitud de sus
segmentos intracelulares: en los D Ruu el asa intracelular 3 (ILs, intracellular loop) es corta 'y
el segmento final del extremo carboxilo es largo; lo contrario sucede en los DR, que
tienen una IL; larga y un extremo carboxilo corto (Imagen 5; [25]). Recientemente se ha
sugerido que estas diferencias podrian influir en su interaccién con otras proteinas, como las
DRIPs (DA receptor-interacting proteins), y de esta manera determinarian su ensamblaje en

complejos macromoleculares [25]. En tltima instancia estas interacciones estdn relacionadas



con la senalizacién y el trifico intracelular de los receptores (e.g. transporte a la membrana e

internalizacién), de aqui su importancia.

Imagen 5. Receptores de dopamina. El esquema ilustra la topologia de los receptores de
dopamina clase 1 (arriba) y clase 2 (abajo). Los siete dominios transmembranales
se ilustran en azul y se identifican con nimeros romanos. Note las diferencias en
la longitud de la asa intracelular 3 (IL3) y del extremo carboxilo. La interaccion con
proteinas intracelulares tiene lugar preferentemente en estas regiones. Modificada
de la ref. [25].

En los cromosomas humanos, los genes correspondientes a los receptores D1 a Ds se
localizan en las regiones 5q, 11q, 3q, 11p y 4p, respectivamente. A diferencia de los genes de
los DR que no contienen intrones, los genes correspondientes a los receptores tipo D,, D3
y Dy tienen seis, cinco y cuatro intrones, respectivamente. La presencia de intrones dentro de

la regién codificante del gene lleva a la generacién de variantes de estos receptores. Del D,R



predominan dos variantes, llamadas corta (D2R) y larga (D21R), que son generadas por una
edicién postranscripcional (alternative splicing) que remueve 87 pb entre los intrones 4 y 5
[23]. La diferencia entre estas variantes se encuentra en la longitud de su IL; (ver Imagen 5).
En el caso del D3R se han reportado siete variantes producto de splicing alternativo. En
paralelo a lo que ocurre con el D;R, existe una variante corta (D3R) y una larga (Ds.R),
debido a la remocién de 21 aminodcidos del ILs. Estas dos isoformas tienen una alta afinidad
por la DA. Por el contrario, las otras cinco variantes del DsR no unen DA y se ha propuesto
que podrian regular la dimerizacién de este receptor [26]. De estas variantes, la Dsnf es la
mejor caracterizada: ésta es el resultado de la pérdida de 98 pb en el tercer dominio
intracelular; lo anterior causa un corrimiento en el marco de lectura, la creacién de una
secuencia de 55 aminodcidos diferentes a los originales y la aparicién de un codén de PARO

prematuro [27,28].

4.3.2. Aspectos farmacoldgicos

Los perfiles farmacolégicos de los DiRuue y los DiRaae difieren sustancialmente. Por
ejemplo, la afinidad del agonista DiRu.e SKF 38393 por los receptores Dy y Ds es <1 nM
mientras que para los DoRuwe €s >5 uM; el caso contrario se observa con la apomorfina y la
bromocriptina, dos agonistas para los D2Rae [23]. Por mucho tiempo Gnicamente se dispuso
de compuestos sintéticos (agonistas y antagonistas) que distinguian entre las dos clases de
receptores de DA, pero que no actuaban de manera selectiva con alguno de los tipos de
receptor. En consecuencia, gran parte de la evidencia que se tiene acerca de los efectos de la
DA ha sido asociada de manera gruesa a los DiRuue 0 a los D;Raae. En anos recientes se han
sintetizado agonistas y antagonistas selectivos para diferentes tipos de D:Ruue: agonistas
selectivos para el D3R son el PD128907 y el 7-OH-DPAT [29]; antagonistas selectivos para
este receptor incluyen al U-99194A, nafadotride y S33138 (Tabla 2) [30,31]. Entre los
antagonistas selectivos para el D;R y el D4R destacan el L-741,626 y el L-750,667,

respectivamente [32,33]. La Tabla 2 muestra la afinidad de compuestos que presentan
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selectividad para los receptores de DA clase 2. En general, la afinidad por la DA es mayor en

los D:Ruase (< 0.5 uM) que en los DiRaue (> 0.5 uM) [23]. Al comparar los tipos de receptor

de la clase 2 el més afin por la DA es el D3R [33,34].

agonistas’

antagonistas’

Tabla 2. Ligandos selectivos para los receptores de dopamina clase 2

Afinidad'? (nM)

Compuesto D,R Ds;R L DR
Dopamina 474+33  25%3¢ 92+27"
Apomorfina 24428 20+3¢ ND
Quinelorane 25.1¢ 1.0 50.1¢
Quinpirole 576+47* 5.1+0.3 100+50°
PD128907 2511¢ 25¢ 5011¢
7-OH-DPAT 100¢ 2.5¢ 1000¢
Haloperidol 0.45+0.03* 9.8+0.3" 2.2+0.9°
(+) Sulpiride 8547 422:19° 2200600
Raclopride 1.840.12 3.5+0.3* 5070+730¢
Nafadotride 5.0¢ 0.79¢ ND
$33138 63.1¢ 2.0¢ ND
L-741,626 2.4¢ 100f 220f
U99194A 2281+437¢ 2234842 ND
L-750,667 >1700>f >4500>f 0.51+0.7>

'Kd; 2Ki; ND, no determinado. Tomados de la referencias *[34]; *[33]; <[35];
136]; <[31]; [32].

4.3.3. Aspectos bioquimicos

Los DiRuue transducen sus sehales mediante la activacién de proteinas G con

subunidades oty [23] que modulan positivamente a la ciclasa de adenilato y elevan la

concentracién intracelular de AMPc [37]; por el contrario, los D:Rue estdn acoplados a

proteinas Gayo, que inhiben a la ciclasa de adenilato [37] y activan a la fosfolipasa C tipo 8

(PLCB) [16]. Consecuentemente los DR activan, mientras que los D;Raue inhiben a la
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cinasa PKA. Asi, en NEMs los DR facilitan la activacién de los canales Cayl [15] y los
receptores sindpticos de NMDA mediante la via PKA/DARPP-32 (Dopamine- and cAMP-
regulated phosphoprotein, 32 kDa)/PP1 (Protein Phosphatase 1) [38]. La activacién de PKA
por los DiRuue también aumenta la fosforilacién (activacién) de CREB (cAMP response
element binding protein), esto mediante un mecanismo molecular basado en la activacién de
la cinasa Akt (pAkt™3%) por una via independiente de la cinasa de fosfoinositidos PI3K
[39]. Las senales generadas por los D;Ruwe también activan Akt, pero a través de un
mecanismo que involucra a la cinasa ERK y que no lleva a la fosforilacién de CREB [39]. No
obstante, CREB es activado por los D;Ruu a través de una via de senalizacién diferente, que
involucra la participacién conjunta de PKC y CAMK (Ca?*/calmodulin-dependent kinase)
[40]. La modulacién de la via de las MAPK (Mitogen-activated protein kinases) y de CREB
impacta directamente la expresién genética y puede entonces tener efectos que influyen en la

plasticidad sindptica de largo plazo.

En tejido estriatal, la activacién de los DyRda lleva a la formacién de un complejo
macromolecular que incluye a la B-arrestina, la fosfatasa PP2A y la cinasa Akg la PP2A
desfosforila (inactiva) a Akt y esto aumenta los niveles de GSK-3 desfosforilada (activa) [41].
La inhibicién farmacolégica de la GSK-3 (con litio [42], alsterpaulona o SB216763)
bloquea la respuesta motriz en el ratén deficiente (knock out) del transportador de DA (DAT)
y en un ratén tratado con anfetamina [43]. Esto muestra que, bajo ciertas condiciones, la

participacién de los D>Ruwe en la funcién motora podria estar relacionada con la activacién

de la cinasa GSK-3.
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Imagen 6. Vias de sefializacion activadas por los receptores DiR¢ase Y DoRgjase- Se€
observa que los efectos de l10s DiR¢ase ¥ DoRcase SON antagénicos (activacion de
PKA y Akt), pero en algunos casos pueden convergir (activacion de factor de
transcripcion CREB). AC, ciclasa de adenilato; IP3, inositol trifosfato; Ca**CAM,
calmodulina dependiente de Ca®* (ver texto).

4.4. Receptor de dopamina tipo D3z

Debido a que los hallazgos del presente trabajo de tesis resaltan el papel del DsR en la
modulacién de la corriente de Ca*, en este apartado se revisa brevemente algunas
caracteristicas de este receptor. El Ds;R de rata fue clonado por Sokoloff et al. (1990)
mediante una estrategia de busqueda por homologia usando la secuencia del D;R [34]. Poco
después fue clonado el D3R de origen humano [44]. En rata, el DR estd constituido de 446
aminodcidos y presenta una alta homologia con el D:R (52% en total, 75% en la regién

transmembranal) [34]; la divergencia se presenta principalmente en el ILs, y se ha propuesto
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que esta region le confiere al D3R su sefializacién caracteristica y su mayor afinidad por la DA
[ver Tabla 2 y ref. [45]]. Por ejemplo, la unién de DA en presencia de altas concentraciones
de nucleétidos de guanina (GTP) sugiere que el D3R se asocia débilmente con la subunidad
Gio [46]. La diferencia en el acople con la subunidad Gi, entre el D3R y el D2R podria estar
relacionada con el mecanismo de activacién de la via MAPK/ERK usado por cada receptor:
el DR activa ERK a través de una via dependiente de la Giy, mientras que el mecanismo

utilizado por el D3R depende de las subunidades Gg, [47].

En el cerebro, el RNAm del D3R fue originalmente detectado en regiones asociadas con
procesos cognitivos y en el sistema limbico: nicleo accumbens, islas de Calleja, tubéreulo
olfativo, hipocampo, corteza prefrontal e hipotilamo; niveles menores fueron también
detectados en el neoestriado [34]. Ademds, el D3R se expresa en las neuronas dopaminérgicas
de la SNc y el drea tegmental ventral (VTA) [34,48]. En general, la localizacién del DsR
mediante el uso de agonistas radioactivos ha mostrado resultados similares a los estudios que
detectan el RNAm de este receptor [49]. En roedores el D3R es detectable desde el dia ~12
embrionario en la eminencia ganglionar y en el neuroepitelio de la pared cerebral dorsal
[49,50]. Después del nacimiento, la expresién del DsR incrementa progresivamente en el
estriado, nucleo accumbens y corteza cerebral [50-53]. Se ha sugerido que dicho incremento

es mediado por el BDNF (brain-derived neurotrophic factor) [52].

4.5. Canales de Ca?"

4.5.1.Clasificacion y estructura
La comunicacién entre las neuronas depende fundamentalmente de dos procesos: la

generacién del potencial de accién, que permite la propagacién de la sefal eléctrica a lo largo

de los axones de las neuronas; y la liberacién de neurotransmisores, que a su vez hace posible
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el paso de informacién de una neurona a otra (sinapsis quimica). Al participar en ambos
fenémenos, los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) presentes en la membrana
celular son cruciales en el funcionamiento de los circuitos neuronales. Estructuralmente, los
CCDV son complejos heteromultiméricos formados por una subunidad principal (al) que
forma el poro hidrofilico y subunidades accesorias: B, y y 028 (ver Imagen 7). La subunidad
al (190-250 kDa) estd constituida por cuatro dominios homélogos, cada uno compuesto de
seis hélices transmembranales (§1-S6). El segmento S4 actiia como un sensor de voltaje ya
que rota por la influencia de campos eléctricos generando un cambio conformacional que
abre el poro del canal; este ltimo se forma por el asa que une a los segmentos S5 y S6 de
cada dominio, que contiene residuos de glutamato que determinan la selectividad del canal.
Por su parte, las subunidades accesorias regulan las propiedades biofisicas (e.g. la dependencia
al voltaje, la amplitud de la corriente y la cinética de activacién) y el transporte de la

subunidad o1 hacia la membrana celular [54].

Imagen 7.  Estructura de los CCDV. La subunidad a1 esté constituida por cuatro dominios
homadlogos (ver texto). La subunidad B (~55 kDa) es citopldsmica. En el dimero
a2 (~170 kDa) la subunidad & esta unida a la membrana a través de un
segmento transmembranal mientras que la seccién a2 se localiza en el lado
extracelular; el dimero es formado por un puente disulfuro. Tomado de la
ref.[55].
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Dependiendo del voltaje al que ocurre la apertura de los CCDV, estos se clasifican en
dos grupos: el primero constituido por los canales que se activan a voltajes mds
despolarizados (HVA o high voltage activated: familias Cavl y Cav2; tipos L, N, P, Q y R),
que permiten el flujo de iones a partir de los -20 mV aproximadamente. El segundo grupo lo
conforman los canales que se activan a voltajes menos despolarizados (LVA o low voltage
activated: Cay3 o canales de tipo T), aproximadamente entre los -70 y -50 mV, dependiendo
de la célula. Actualmente la nomenclatura de los canales de Ca?* toma en cuenta la
subunidad a1 que los conforma (ver Tabla 3). Sin embargo, hay que hacer mencién de una
excepcién a lo dicho anteriormente, los canales L del subtipo D (Cay1.3) se activan alrededor
de los -50 mV o menos, son comunes en las dendritas y cuando estdn presentes en las
neuronas afectan la generacién de potenciales de accién, pues en muchos casos sus voltajes de
activaciéon son similares a los de la corriente de sodio [56]. Junto con los canales NMDA, los
canales Cay1.3 pueden producir regiones de conductancia negativa en la funcién corriente-
voltaje provocando bi-estabilidad y la facilitacién del paso del estado inactivo (down-state) al
estado activo (up-state) en las neuronas [17,57]. Estos canales, de los cuales depende la
funcién entrada-salida (frecuencia-intensidad o I/O) de muchas neuronas [17] son un blanco
preferido de la modulacién dopaminérgica en condiciones normales, considerdndosele el

principal mecanismo mediante el cual la DA regula la excitabilidad neuronal.
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Tabla 3. Nomenclatura de los canales de calcio dependientes de voltaje!

Superfamilia Familia Subunidad al Nombre Bloqueadores
HVA alC Cavl.2
alD Cayl.3" Dihidropiridinas
- alF Cavl.4 (DHP)
alS Cayl.1
N alB Cav2.2 ®-conotoxina GVIA
P/Q alA Cav2.1 w-agatoxina TK
R alE Cay2.3 SNX 482**
LVA alG Cav3.1
T olH Cay3.2 Kurtoxina**
all Cav3.3

'"Modificada de la ref. [58].

* Se activa a voltajes més hiperpolarizados (~ -50 mV).
** Baja selectividad.

4.5.2 .Modulaciéon

Los canales de Ca?* tipo N, P/Q y R pueden modularse como resultado de su interaccién
directa con las subunidades Gg, de la proteina G heterotrimérica, las cuales se separan de la
subunidad G, una vez que el ligando se une a un determinado GPCR. Este tipo de
modulacién ocurre ripidamente, es mediada por proteinas Gy, (sensible a toxina perzussis,
PTX) y no requiere de agentes difusibles intracelulares (delimitada a membrana). De manera
importante, la reduccién de la corriente por un mecanismo delimitado a membrana es
dependiente de voltaje, y es mds evidente a potenciales hiperpolarizados [59]. En
interneuronas colinérgicas [60] del Nst, la activacién de receptores muscarinicos inhibe a los

canales de Ca** tipo N y P/Q mediante un mecanismo delimitado a membrana.
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La probabilidad de apertura de los canales de Ca** también es modulada por procesos de
fosforilacién 'y  desfosforilacién, catalizados por proteinas cinasas y fosfatasas,
respectivamente. Asi, estos mecanismos dependen de la activacién de vias de sefializacién
intracelulares. Resumiendo lo mencionado mds arriba: la activacién de la via PKA/DARPP-
32/PP1 (Protein Phosphatase 1) por los DiRu.. facilita la corriente de Ca** tipo Cavl (L) en
NEMs [15]. Mientras que la supresion de la entrada de Ca* por estos canales estd dada por
la activacién de receptores D), que activan la via de senalizaciéon PLC/diacilglicerol
(DAG)/inositol trifosfato (IP3)/PKC/CaM-Ca*/PP2B (Protein Phosphatase 2B) [16]. Debido
a la influencia de los canales Cay1.3 sobre la funcién 1/O, los DiRuue incrementan mientras
que los DyRuwe disminuyen la frecuencia de disparo. Este mecanismo explica el por qué la

DA facilita la via directa y reprime la indirecta.

Recientemente se ha descrito que cambios en la concentracién de fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PI[4,5]P,, PIP,) influyen en la probabilidad de apertura de una gran variedad de
canales iénicos, entre ellos los CCDV [61,62]. El PIP; es un fosfoinositido que constituye
aproximadamente el 4-5% de todos los fosfolipidos de la membrana plasmdtica [63]. Tanto
en sistemas de expresién heteréloga como en neuronas, se ha observado que la conductancia
de los canales Cay2.1 (P/Q) disminuye cuando se reducen los niveles de PIP, de la
membrana. Lo anterior se consigue por la activacién de la PLC o mediante el secuestro del
PIP; por anticuerpos [64]. Al reconstituirse los niveles de PIP,, por cinasas de fosfoinositidos
[65] o mediante la adicién de PIP, 20 uM [64], la conductancia vuelve a su valor original.
Esto es, la composicién de la membrana lipidica afecta directamente la funcién de los canales
i6nicos. Observaciones similares en diferentes tipos de canal i6nico han sugerido que la
interaccién fisica entre la cabeza polar del PIP, (cargada negativamente a pH fisioldgico) y
una “canasta” formada por aminodcidos bdsicos en la regién C-terminal del canal, cercana al
segmento S6 y a la compuerta, atrae esta regién hacia la membrana; lo que crea una tension

que favorece o hace mds permisiva la apertura de la compuerta del canal [62].
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Los niveles de PIP, se regulan bdsicamente mediante mecanismos de hidrélisis,
fosforilacién y desfosforilacién (ver Imagen 8). La composicién de la membrana cambia todo
el tiempo en virtud de la actividad de varias enzimas intracelulares. La disminucién de los
niveles de PIP, membranal puede llevarse a cabo por la PLC (B 6 v), dando lugar a dos
moléculas: el diacilglicerol que permanece anclado a la membrana, e inositol trifosfato (IPs)
que difunde al citosol. Ambas moléculas actGan como segundos mensajeros. La
concentracién de PIP, también puede disminuir por desfosforilacién, catalizada por
fosfatasas especificas, o por fosforilacién, catalizada por la cinasa de 3-fosfatidilinositol
(PI3K) que lo transforma en PIP;. Mecanismos opuestos aumentan los niveles membranales
de PIP,. Puede regenerase a partir de PIP; por la accién de la fosfatasa PTEN (phosphatase
and tensin homolog), o a partir de fosfatidilinositol mediante la fosforilacién de las posiciones
4 y 5 del anillo de inositol en reacciones catalizadas por las enzimas PI4K y PI(4)P5K,

respectivamente [63].

PTEN PLC
—_— —_—
A
PI3K
PI(3,4,5)P, PI(4,5)P, DAG + IP,

Imagen 8. Mecanismos bioquimicos que regulan los niveles de PIP, [PI(4,5)P,] en la
membrana. PTEN, phosphatase and tensin homolog; PI3K, cinasa de 3-
fosfatidilinositol; PI[3,4,5]P, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PI[4,5]P,,
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; DAG, diacilglicerol; IP3, inositol-1,4,5-trifosfato;
Basada en datos de la Ref. [63].
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4.6. Enfermedad de Parkinson

4.6.1. Descripcion y caracteristicas

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por el médico britdnico James Parkinson
en 1817. En el ensayo original (An Essay on the Shaking Palsy) se describen las
manifestaciones encontradas en seis pacientes; bdsicamente: temblor involuntario junto con
una disminucién en la fuerza muscular, ademds de una propensién a doblar el tronco hacia
delante y una incapacidad de ejecutar movimientos [66]. Fue hasta la década de 1950,
después de que Arvid Carlsson demostrara que la DA actiia como un neurotransmisor en el
cerebro, que el papel de la DA en la EP empez6 a dilucidarse [14]. A finales de dicha década,
Oleh Hornykiewicz observé que en la EP disminuyen drésticamente los niveles de DA en los
nucleos caudado y putamen. Esto lo llevé a sugerir el uso de la L-DOPA para restituir los

niveles de DA en el cerebro y asi contrarrestar las manifestaciones clinicas de los pacientes

[67].

Actualmente la EP que se clasifica como una enfermedad neurodegenerativa y progresiva
asociada con el envejecimiento, aunque hay variedades de la enfermedad que aparecen en
edades tempranas. Las caracteristicas anatomopatoldgicas mds distintivas de la EP incluyen la
muerte progresiva de las neuronas de la SNc¢ y la acumulacién de agregados de a-sinucleina
(cuerpos de Lewy) en la medula espinal, el tallo y la corteza cerebral. Similar a lo descrito por
James Parkinson, las manifestaciones clinicas de esta enfermedad se han relacionado con la
disfuncién motora: acinesia, bradicinesia, temblor en reposo, rigidez y problemas posturales.
Con el tiempo, los pacientes presentan, ademds, afecciones cognitivas y psiquiatricas que se

correlacionan con la cantidad de cuerpos de Lewy [66,68].
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4.6.2. Etiologia

4.6.2.1. Factor genético

A la fecha no se ha establecido claramente la etiologia de la EP. De manera similar a lo
que ocurre con muchas enfermedades, parece ser que en el desarrollo de la EP participan
factores genéticos y ambientales [66]. En relacién con los primeros, se han identificado mds
de una decena de /loci asociados con la EP (PARKS), asi como también mutaciones que
causan formas familiares (monogénicas) de esta enfermedad o que estdn relacionados con la
misma (Tabla 4) [68]. Mutaciones en los genes de la cinasa LRRK-2 (lewucin rich repeat kinase
2), PINK (PTEN induced putative kinase 1) y de la proteina D]J-1 se han asociado con formas
familiares de la EP (PARK 6, 7 y 8, respectivamente). PINK fosforila proteinas
mitocondriales en repuesta a condiciones de estrés celular y se ha sugerido que esto previene
una disfuncién de la mitocondria; mientras que se ha encontrado que DJ-1 puede actuar
como antioxidante proteico o como un sensor de estrés oxidativo [68]. Sin embargo, las

formas familiares de la EP son raras.

La a-sinucleina es una proteina cuya conformacién nativa carece de una estructura
predominante que haya sido determinada, pero que dependiendo del microambiente puede
formar especies oligoméricas. Aunque su funcién no se ha establecido claramente, su
localizacién preferente en terminales pre-sindpticas y las observaciones realizadas en el ratén
deficiente de esta proteina sugieren que participa en la liberacién de neurotransmisores,
especificamente en el paso de reciclaje de las vesiculas sindpticas [68]. La relacidn entre las
variantes génicas de la a-sinucleina (PARK 1 & 4) y la EP es consistente con los hallazgos
histopatolégicos que muestran que la forma fibrilar de esta proteina es el principal
componente de los cuerpos de Lewy. Las mutaciones de la a-sinucleina asociadas con la EP

ocasionan un aumento en su expresiéon o un cambio en su estructura, lo que podria favorecer
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su agregacién y la formacién de formas oligoméricas similares a las encontradas en los

cuerpos de Lewy [66,68].

En el locus PARK 2 se identificé al gen de la parkina, una proteina con actividad de

ligasa (E3) de ubiquitina que forma parte del sistema de degradacién de proteinas

relacionado con el proteosoma (sistema ubiquitina-proteosoma). Las mutaciones en el gen de

la parkina disminuyen su actividad o su expresién por lo que podrian resultar en una

acumulacién excesiva de proteinas, como la sinfilina-1 y la sinaptotagmina XI, que son

sustratos de esta E3 ligasa. De manera alternativa, el papel neuroprotector de la parkina se ha

relacionado con su capacidad de reducir el estrés oxidativo, aunque los mecanismos ain no se

han dilucidado [68].

Tabla 4. Lociy genes asociados con la EP?

Locus Regién cromosomal Gene
PARK 1 & 4 4q21-923 a-sinucleina
PARK 2 6q25.2-q27 Parkina
PARK 3 2pl3 desconocido
PARK 5 4pl4 UCH-L1
PARK 6 1p35-p36 PINK1
PARK 7 1p36 DJ-1
PARK 8 12p11.2-q13.1 LRRK2
PARK 10 1p32 desconocido
PARK 11 2q22-q23 desconocido
NA 5q23.1-q23.3 Sinfilina-1
NA 2q22-q23 NR4A2/Nurrl

'"Modificada de la ref. [68]. NA, no asignado

4.6.2.2.

Factores ambientales

Aunque el principal factor de riesgo asociado con la EP es la edad [66], se han

identificado factores ambientales que inducen la aparicién de algunos sintomas o que llevan a
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las caracteristicas fisiopatoldgicas de esta enfermedad. Por ejemplo, compuestos presentes en
herbicidas como el paracuat, el fungicida maneb y el insecticida rotenona inducen la muerte
de las neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal en roedores [69]. Tanto el paracuat
como la rotenona inhiben el complejo I mitocondrial e inducen la formacién de estructuras
similares a los cuerpos de Lewy. La 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) es un
compuesto contaminante de las drogas sintéticas que produce, en poco tiempo, los signos de
la EP: temblor, acinesia, rigidez, postura en flexién, alteracién de reflejos posturales y
tendencia al mutismo; mismos que pueden tratarse mediante la administracién de L-DOPA
o agonistas dopaminérgicos. La necropsia de individuos que desarrollaron el sindrome
parkinsoniano tras exponerse al MPTP muestra dafio en la SNc. Estudios en animales han
demostrado que el MPTP es un inhibidor del complejo I mitocondrial [68].

Es necesario resaltar que tanto los factores genéticos como los ambientales relacionados
con la EP llevan a un mismo fin: la degeneracién de la via nigroestriatal. Lo anterior
confirma que el déficit de DA juega un papel central en el desarrollo de la sintomatologia de
la EP y, al mismo tiempo, contribuye a tener puntos de partida en el estudio de los

mecanismos patogénicos que llevan a la pérdida de las neuronas dopaminérgicas.

4.6.2.3. Mecanismos involucrados en la patogénesis

Tanto en la EP familiar como en la forma esporddica (idiopdtica), los mecanismos
involucrados en la patogénesis estdn relacionados con alguno(s) de los siguientes fenémenos:
deficiencias en el funcionamiento de la mitocondria, estrés oxidativo y/o nitrosativo,
acumulacién excesiva de proteinas con plegamiento incorrecto, y disfuncién del sistema de
degradacién de proteinas relacionado con la ubiquitina y el proteosoma (sistema ubiquitina-
proteosoma). De manera interesante, todos estos fendmenos estén interrelacionados y
presentan algin vinculo con los genes asociados con la EP. Por ejemplo, se ha propuesto que
las formas fibrilares de la a-sinucleina afectan directamente la capacidad proteolitica del

sistema ubiquitina-proteosoma. Ademds, en lineas celulares, se ha observado que la
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sobreexpresién de la o-sinucleina, en particular de las formas mutantes, ocasiona deficiencias
en la funcién mitocondrial. El estrés oxidativo resultado de un mal funcionamiento de la
mitocondria o debido a un aumento en el metabolismo de DA altera el sistema ubiquitina-
proteosoma, lo que a su vez genera estrés oxidativo y nitrosativo creando asi un circulo
vicioso. La formacién de inclusiones de a-sinucleina por la inhibicién del complejo I
mitocondrial, tanto iz wvitro como in wvive, apoyan este argumento. La acumulacién de
radicales libres, proteinas S-nitrosiladas y mal plegadas son el cuadro fisiopatolégico que lleva
a la muerte neuronal y a la neurodegeneracién. Se ha observado que las neuronas

dopaminérgicas son particularmente vulnerables a los procesos descritos [68].

4.6.3. Tratamiento

La EP es una enfermedad incurable. Los tratamientos son paliativos y mejoran la calidad
de vida de los pacientes por algin tiempo, posteriormente aparecen las discinesias tardias que
empeoran de manera acelerada el estado fisico del paciente [66]. Desde finales de la década
de 1950 fue claro que la concentracién de DA en el estriado disminuye en la EP y por lo
tanto, las estrategias terapéuticas para esta enfermedad han buscado restituir los niveles de
este neuromodulador. La alternativa mds comunmente usada es la administracién del
precursor de la DA, la L-DOPA [70]: 300/600 mg/dia en combinacién con un inhibidor
periférico de la DOPA descarboxilasa [66]. Este tratamiento sigue siendo vigente, a pesar de
que su eficiencia estd limitada a un periodo relativamente corto (5-7 anos) y que ademds trae
consigo efectos secundarios motores y conductuales: discinecias tardias (movimientos
anormales involuntarios: tics, temblores, contracciones) [70], desordenes impulsivos (ej.
apuestas y compras compulsivas, hipersexualidad) y conductas anormales repetitivas sin un
objetivo aparente [66]. En la bisqueda de un mejor tratamiento farmacolégico se combina la
L-DOPA con inhibidores de la monoamino oxidasa B, con antagonistas para los D;Ruus,
como el haloperidol, o con antagonistas colinérgicos [66]; esto tltimo debido a que se ha

observado que el déficit de DA induce un aumento en la concentracién de acetilcolina
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(hipercolinergia) en el estriado [71]. Recientemente se han empezado a utilizar monoterapias

basadas en agonistas dopaminérgicos [66].

Como una alternativa se ha buscado restituir los niveles de DA mediante el trasplante
intracerebral de células productoras de DA. Este enfoque parece tener mds ventajas que la
terapia farmacoldgica con L-DOPA, ya que intenta restituir la DA mediante su sintesis y
liberacién in situ y, al mismo tiempo, restablecer las sinapsis del circuito. Sin embargo, esto
ain no se ha conseguido: si bien se ha observado que las células transplantadas sobreviven
por mds de 10 anos [72,73], se han encontrado indicios de neurodegeneracién en las mismas
(cuerpos de Lewy) [73]. Ademds, se ha sugerido que las células trasplantadas son incapaces de
establecer sinapsis, de forma tal que s6lo se restablecen niveles ténicos de secrecién de DA y
no los niveles dindmicos de secrecién, que cambian de acuerdo con la demanda [74]. Por
otro lado, mediante la estimulacién profunda del cerebro (Deep brain stimulation, DBS), en

regiones como el subtdlamo, se han observado beneficios terapéuticos en pacientes con EP

[75].

4.6.4. Modelos animales de la EP

Para reproducir en animales de laboratorio los cambios patoldgicos observados en los
pacientes con EP se han empleado métodos farmacoldgicos, de biologia molecular y
animales transgénicos (Tg). Con base en las evidencias que sugieren la participacién de la a-
sinucleina y la parkina en la EP, se han desarrollado modelos Tg en los cuales se manipula la
expresién de estas proteinas. Sin embargo, el aumento en la expresién de a-sinucleina en el
ratén Tg [76] o bien inducida mediante vectores virales inyectados en la SNc [77,78] no
provoca anormalidades conductuales significativas. En estos modelos la viabilidad de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc y los niveles de DA en el estriado disminuyen
aproximadamente en un 50% [77]. En el ratén deficiente de parkina no se observan

problemas motores ni cambios en los niveles de DA [79]. A diferencia de estos modelos Tg,
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en el ratdén con el gene de la tirosina hidroxilasa (TH) inactivado especificamente en las
neuronas dopaminérgicas se observan alteraciones severas en la actividad motora y la ingesta
de alimentos desde las primeras semanas después del nacimiento [80,81]. Mds atn,
actuando a través del los DiRuu, la administracién crénica de L-DOPA genera conductas
motoras repetitivas estereotipadas (olfateo, aseo vigoroso, movimiento continuo de las patas

delanteras hacia la boca) [82].

En lo que respecta a los modelos farmacoldgicos, la inhibicién de la sintesis de DA se
puede conseguir de manera aguda mediante la administracién sistémica de o-metil-p-
tirosina (aMPT). Este modelo se ha usado para evaluar la eficacia de algunos firmacos,
como la Ciladopa o el Pramipexole (agonistas dopaminérgicos), en el tratamiento de la EP.
Por otro lado, para inducir la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SNc se ha
empleado rotenona y MPTP. Con la rotenona se observa la formacién de cuerpos de Lewy,
una reduccién en la movilidad y alteraciones en la postura. Sin embargo, no se ha
comprobado que dichos efectos sean revertidos con la administracién de L-DOPA ni que la
neurodegeneracién se presente inicamente en la via nigroestriatal. En el caso del MPTP, su
capacidad neurotdéxica ha sido demostrada en diversas especies animales incluyendo
macacos, ratones y gatos. Sin embargo, los estudios realizados en primates han demostrado
que la lesién inducida por MPTP no afecta de forma exclusiva a las neuronas
dopaminérgicas de la SNc: en otras dreas cerebrales como el nucleo accumbens, hipocampo,

amigdala y la corteza cerebral la reduccién en el contenido de DA es similar a la descrita en

el estriado [83].

Originalmente descrito en ratas por Ungerstedt & Arbuthnott en 1970 [84], el modelo
animal de la EP mds empleado a la fecha consiste en inducir la degeneracién de la via
nigroestriatal mediante la administracién local de la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) en uno de los hemisferios cerebrales, ya sea directamente en la sustancia negra

compacta o en el haz de fibras dopaminérgicas del cerebro medio [85,86]. En ambos casos, la
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6-OHDA ocasiona un déficit de DA de mis del 95% en el estriado del hemisferio lesionado
[87]. Debido a que la lesién se realiza de manera unilateral, estos animales se conocen como
hemiparkinsonianos y en muchos casos el hemisferio intacto (no lesionado) se utiliza como
control durante la experimentacién. Después de dos semanas de la lesién el nivel de DA en el
estriado y la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas del hemisferio afectado se han
reducido significativamente, las incapacidades motoras se hacen evidentes y se observan
claramente cambios morfolégicos, bioquimicos y conductuales [85,88]. Por ejemplo, se ha
observado una disminucién en la densidad de las espinas en las dendritas de las NEMs [89].
A nivel bioquimico se observa un aumento en la activacién de la cinasa CAMKII [90] y un
incremento en la sensibilidad de los receptores de DA presentes en las NEMs del hemisferio
deficiente de DA (supersensibilidad, ver abajo), asi como alteraciones en la expresién de los
neuropéptidos encefalina y sustancia P [85]. A nivel conductual, diferentes paradigmas
experimentales como la prueba de ajuste de pasos, la prueba de escalera y el laberinto de agua
de Morris han mostrado que en el modelo de ratas hemiparkinsonianas se presentan
problemas motores y cognitivos que se asemejan a las manifestaciones clinicas observadas en

los pacientes con EP [85].
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4.7. Supersensibilidad de los receptores de DA

La supersensibilidad de los receptores de DA que sigue a la pérdida de neuronas
dopaminérgicas, tanto en pacientes con EP como en modelos de esta enfermedad, es un
fenémeno ampliamente reportado. De manera similar a lo que ocurre en otros sistemas
receptor-ligando [91,92], la supersensibilidad de los receptores de DA podria ser parte de una

adaptacién fisioldgica orientada a compensar el déficit de ligando.

En ratas hemiparkinsonianas se ha observado un incremento en la sefiales moleculares
activadas por los DR [93,94]; sin embargo, el aumento en su expresién es controversial
[9,95-98]. Por el contrario, el aumento en la expresién de los D;Raue ha sido demostrado
por diferentes grupos de investigacién [88,93,95,97-100]. Este aumento se ha
correlacionado con la conducta de giro que presentan las ratas hemiparkinsonianas en
respuesta a la administracién de agonistas dopaminérgicos; se ha propuesto que la conducta
rotatoria se debe al desequilibrio que ocurre por la supersensibilidad a la DA en uno de los
hemisferios cerebrales. El animal va a rotar predominantemente hacia el lado contralateral
al estriado con actividad dopaminérgica dominante [87,101]. A nivel molecular, la
supersensibilidad de los D;Rui. se ha correlacionado con un incremento en la interaccién
entre estos receptores y las proteinas G correspondientes. Se ha observado también un

aumento en la activacién de las proteinas G [93,102] y en las vias de sefalizacién que

involucran a la PLD [103] y a la cinasa ERK [104,105].
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5. Justificacion

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa més frecuente. Su prevalencia en la
poblacién mayor a 65 anos es de aproximadamente 2% e incrementa significativamente con
la edad [106]. Dado este escenario y tomando como base las cifras del INEGI [107], se
calcula que podrian existir alrededor de 200,000 individuos con esta afeccién en México. Por
si esto fuera poco, se prevé un incremento en la prevalencia de esta enfermedad como
consecuencia del envejecimiento de la poblacién [66]. Considerando lo anterior, el estudio
de los cambios a nivel fisiolégico que ocurren en las neuronas estriatales que se ven afectadas

por el déficit de DA adquiere una relevancia significativa.
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0. Planteamiento del problema

Evidencias conductuales y bioquimicas muestran que al disminuir los niveles de DA
ocurre una supersensibilizacién de los D:Ruwe en el estriado; sin embargo, no existen
correlatos electrofisiologicos a nivel celular de este fendmeno, el cual estd estrechamente
relacionado con la EP. En otras palabras, se desconoce el significado que la supersensibilidad
de los DR tiene en la fisiologia de las NEMs. Considerando que la corriente de Ca®*, vital
para la actividad neuronal, es modulada por la DA, en este trabajo se estudié el papel de los
D:Ruae en dicha modulacién en NEMs disociadas de ratas control y hemiparkinsonianas. Las

preguntas que guiaron la investigacién fueron las siguientes:
a) ;Qué magnitud tiene la modulacién de la corriente de Ca** mediada por los DR
en NEMs privadas de la inervacién dopaminérgica y coémo se compara con la

observada en NEMs obtenidas de un estriado control?

b) ;Qué tipo(s) de receptor(es) de la familia DR, muestran una actividad

supersensibilizada?

c) ¢Cudl es la via de senalizacién involucrada en la modulacién de la corriente de Ca*

dependiente del DsR?
d) ;Qué tipo de canales son modulados por el DsR?

e) ;Ocurren cambios en la expresion del D3R en el estriado después de la lesién por 6-

OHDA?
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7. Hipotesis y objetivos

Hipotesis general

Considerando que la falta de DA en el Nst lleva a la supersensibilizacion de los D2Reiases
proponemos que la modulacién de la corriente Ca** mediada por la activacién de estos
receptores es mayor en NEMs del hemisferio con déficit de DA (lesionado), en comparacién

con las provenientes del hemisferio intacto (control) o de ratas sin ninglin tratamiento

(naive).

Objetivo general

Estudiar la modulacién de la corriente de Ca* por la activacién de los DoRawe en NEMs
disociadas de cerebros de roedores privados de la inervacién dopaminérgica mediante la

lesién unilateral de la SNc con 6-OHDA.
Objetivos especificos:
Todos los objetivos incluyen la comparacién entre neuronas obtenidas del estriado

control con el privado de DA (hemisferio lesionado con 6-OHDA) de ratas

hemiparkinsonianas. En algunos experimentos se usaron también neuronas estriatales

obtenidas de ratas naive.
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Caracterizar la corriente de Ca®* en NEMs mediante registros electrofisiolégicos
de fijacién de voltaje en la configuracién de célula entera.

Cuantificar la expresién de los diferentes tipos de canales de Ca®* en tejido
estriatal por inmunodeteccién tipo “ Western”.

Evaluar el efecto de agonistas para los D;Ruae sobre la corriente de Ca** en
NEMs.

Disecar farmacolégicamente la contribucién de los receptores D,, D3 y D4 en la
modulacién de la corriente de Ca?*.

Estudiar las vias de sefalizacién involucradas en la modulacién de la corriente de
Ca’* mediada por el D;sR.

Determinar electrofisiolégicamente el tipo de corriente de Ca** que es modulada
por la activacién del DsR.

Por inmunodeteccién tipo “Western”, cuantificar la expresién del D3R y de su

variante alternativa Dsnf en tejido estriatal.
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8. Resultados

Corrientes de Ca®** expresadas en las NEMs

La corriente de Ca® se registr6 en neuronas estriatales obtenidas de animales no
lesionados (naive), y de hemisferios contralaterales (lado control) e ipsilaterales (lado con
déficit de DA) de animales hemiparkinsonianos lesionados unilateralmente con 6-OHDA
(Fig. 1). La figura 1A muestra una familia de corrientes de Ca** provocadas por comandos de
voltaje despolarizantes de -80 a +50 mV en incrementos de 10 mV. La figura 1B ilustra la
corriente de Ca** provocada después de un comando en forma de rampa que abarca el mismo
rango de voltaje (180 ms; 0.7 mV/ms). Las curvas I-V que resultan de ambos protocolos
pueden ser superpuestas (Fig. 1C: simbolos= comando de pasos; linea= comando de rampa),
lo que sugiere que la fijacién espacial del voltaje es adecuada. Resultados similares se
obtuvieron en neuronas obtenidas de ratas naive y hemiparkinsonianas (lados control y
lesionado). Para mayor claridad, en las siguientes figuras se muestran inicamente las curvas I-

V obtenidas con el protocolo de rampa.

El andlisis global de los registros mostré que la amplitud madxima de la corriente de Ca*
fue similar al comparar neuronas de hemisferios naive, control y lesionado: 40031 pA
(n=46), 362+27 pA (n=48) y 345+14 pA (n=164), respectivamente (Fig. 2A; NS). Tampoco
se observaron diferencias al comparar la densidad de corriente (corriente/capacitancia celular)
obtenida en cada condicién experimental (Fig. 2B; NS), lo cual indica que el nimero de

canales de Ca** no se afecta por la desnervacién dopaminérgica.
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Figura 1.

>

Figura 2.

amplitud corriente (pA)

Corriente de Ca®* en NEMs. A. Experimento representativo en donde se aprecia
la familia de corrientes provocadas por comandos de voltaje de —80 a +50 mV en
pasos de 10 mV (duracion= 20 ms). La flecha indica el tiempo al que se tomaron
las mediciones. B. La misma neurona fue sometida a un comando de voltaje
despolarizante en forma de rampa, de -80 a +50 mV (180 ms; 0.7mV/ms). C. La
relacion corriente-voltaje (curva I-V) construida con los datos obtenidos con
ambos protocolos, de pasos (circulos) y de rampa (trazo), muestra que se

obtienen resultados equivalentes.
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Amplitud y densidad de la corriente de Ca®*. (A) Los valores corresponden al pico de
la amplitud de la corriente y (B) al cociente obtenido al dividir la amplitud de corriente

de cada célula entre su capacitancia.
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En las NEMs los iones Ca** fluyen a través de diferentes tipos de canal de Ca*": Cay1.2,3-
Lep-, Cav2.1-3 -N, P/Q y R. [18,108,109] Por lo tanto, se evalué si la desnervacién
dopaminérgica alteraba la magnitud de la corriente generada a través de los diferentes canales.
Para esto las neuronas fueron expuestas de manera secuencial a diferentes antagonistas
(bloqueadores) de canales de Ca*: 10 pM de nitrendipina para bloquear canales tipo L
(Cav1), 400 nM de m-agatoxina-TK para bloquear canales tipo P/Q (Cay2.1), 1 uM de ©-
conotoxina GVIA para bloquear canales tipo N (Cay2.2), y finalmente, Cd* 100 pM para
bloquear los canales restantes (de tipo R o Cay2.3) [108]. La misma secuencia de
antagonistas se administré a neuronas estriatales obtenidas de cada uno de los hemisferios de
ratas hemiparkinsonianas. En neuronas del lado control (Fig. 3A) la corriente bloqueada (%)
con cada antagonista fue como sigue: 316 %, 3216 %, 8+1 % y 18+5 %, tras la aplicacién
de nitrendipina, ®-agatoxina-TK, ®-conotoxina GVIA y Cd*, respectivamente (n=7);
mientras que los datos correspondientes al lado lesionado (Fig. 3B) fueron: 33+6 %, 27+5 %,
1243 % y 19£5 %, respectivamente (n=8). Concluimos que no se observan diferencias
significativas al comparar los resultados de cada muestra (Fig. 3C). Adicionalmente,
mediante inmunodeteccién tipo “Western” se confirmé que la desnervacién dopaminérgica

no altera la expresion de las canales de Ca** tipo Lcp, Ny P/Q (Fig. 3D,E).
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Figura 3. La expresion de los canales de Ca** en NEMs no es afectada por la desnervacion
dopaminérgica. A,B. Antagonistas selectivos para los diferentes tipos de canales de
Ca” se administraron en orden secuencial (ver texto) a neuronas disociadas del lado
control (A; n=7) y del lado lesionado (B; n=8) de ratas hemiparkinsonianas. C. No se
observan diferencias al comparar las dos muestras. D,E. Andlisis de densitometria
(D) de la inmunodeteccién tipo “Western” de extractos proteicos obtenidos del
estriado dorsal de animales naive (n) y de los hemisferios control (c) y deficiente de
DA (d) de ratas hemiparkinsonianas (E). La sefial obtenida con un anticuerpo anti-
ATPasa Na'/K" (subunidad a, ~110 kDa) fue usada para conocer la cantidad relativa
de proteina en cada carril. Este valor se us6 para normalizar la expresion observada
para cada canal: nivel de expresion= sefial correspondiente al canal/sefial de
ATPasa. Se muestra un resultado representativo de tres experimentos
independientes; en cada uno se mezclaron las muestras obtenidas de al menos tres
ratas.
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Correlato electrofisioldgico de la supersensibilidad D;R¢jase

Con el objetivo de evaluar la modulacién de la corriente de Ca** mediada por los D;Rutase
se usé quinelorane, un agonista selectivo para esta clase de receptores [35,36,110]. De
acuerdo con lo esperado, no todas las neuronas fueron responsivas al quinelorane: en el 70%
de los casos se observé una inhibicién de la corriente de Ca?". La aplicacién de quinelorane
100 nM, una concentracién que no produce efecto en ninguna neurona obtenida de
estriados naive o control (Fig. 4A,B), claramente reduce la corriente de Ca** en neuronas
disociadas del lado lesionado (Fig.4C). La figura 4D muestra la curva concentracién-
respuesta (C-R) obtenida con los datos de neuronas de estriados naive (circulos blancos;
n=30) y control (cuadrados negros; n=14). El mejor ajuste para la curva C-R fue un modelo
con dos sitios de accién (linea negra; coeficiente de Hill= 0.57+0.12), con ICso de 493+90
nM y 40+17 pM, respectivamente (lineas grises). El ajuste se realizé combinando los datos
de estriados naive y control, ya que en una comparacién previa entre estos no se observaron

diferencias significativas.

En contraste, la relacién C-R construida con los datos de las neuronas del lado deficiente
en DA presentd: primero, un claro corrimiento hacia la izquierda que indica un aumento en
la afinidad (Fig. 4E, circulos grises; n=32), segundo, un mejor ajuste con un modelo de tres
sitios de accién (linea negra; coeficiente de Hill= 0.32+0.04), con tres valores de ICso:
0.8+0.1 nM, 90+17 nM y 9.8+1.5 uM (lineas grises; P<0.0001 y P<0.001 al comparar los
dos sitios de menor afinidad con los correspondientes a la curva naive-control y P<0.0001 al
comparar los coeficientes de Hill, prueba # de Student). Estos resultados muestran que la
modulacién de la corriente de Ca** por los D;Rau se ve alterada después de la desnervacién
dopaminérgica y refleja un fenémeno de supersensibilidad por: 1) la aparicién de un sitio de
alta sensibilidad (ICs= 0.8£0.1 nM) correspondiente a 18% de la modulacién; 2) la
disminucién en las ICsp, consistente con el aumento en la afinidad de estos receptores [111];

y 3) el incremento en la reduccién mdxima de la corriente de Ca** (Enmw): 70£3% (n=32 lado
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lesionado) vs. 57+4% (n=50 lado control/naive; P < 0.005), que estd de acuerdo con el

aumento en el nimero de D;Ru.[93,95,99,112].
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Figura4. Relacion concentracidn-respuesta (curva C-R) para la modulacién de la corriente de
ca® por el agonista D,R.ase quinelorane. A-C. Curvas |-V representativas antes
(trazo negro) y durante (trazo gris) la aplicacion de quinelorane en neuronas
obtenidas de estriados naive (A), control (B) y lesionado (C). D. Curva C-R
construida a partir de los datos obtenidos de neuronas de estriados de animales
naive (circulos blancos) y del lado control (cuadrados negros) de ratas
hemiparkinsonianas. El trazo negro es el ajuste correspondiente a dos sitios de
accion, cada uno representado por las curvas grises; ICso: 493 nM y 40 uM (r2=0.98;
ver métodos). E. La curva C-R correspondiente a las neuronas obtenidas del
estriado con déficit de DA (circulos grises) se ajustd con un modelo de tres sitios,
cada uno representado con las curvas grises: ICs: 0.8 nM, 90 nM y 9.8 uM (r°=0.99).
P<0.0001 y P<0.001 al comparar los dos sitios de la curva de los estriados naive-
control con los dos componentes a la derecha en la curva del estriado lesionado,
respectivamente. El efecto maximo de reduccién de la corriente (Enax) Obtenido con
los estriados naive-control (57+4%; n=50) fue significativamente menor comparado
con el correspondiente al estriado deficiente de DA (70+3%; n=32; P< 0.005).
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Supersensibilidad del D3R

Sugerente, la aparicién de un tercer sitio de accién en la curva C-R correspondiente a las
NEMs del lado lesionado nos llevé a disenar estrategias farmacoldgicas para estudiar, en una
misma célula, la participacién de cada tipo de receptor perteneciente a la familia D;Rua; €l
objetivo era dilucidar si el tercer sitio de accién correspondia a un tipo de receptor en
particular [113].

La primer estrategia consistié en administrar el agonista quinelorane a concentraciones
saturantes (100 pM; ver efecto maximo en Fig. 3D), en presencia de antagonistas selectivos y
en concentraciones también saturantes para los receptores D3, el U99194A (500 nM) [30], y
Dy, el L750,667 (50 nM) [32,33]. Con ambos antagonistas en el medio la accién del
quinelorane revela, exclusivamente, la modulacién dada por la activacién de los receptores
del tipo D;, pues los otros dos tipos de receptor estdn bloqueados. En estas condiciones y
después de haber llegado a un estado de equilibrio, interrumpimos la administracién del
antagonista D3R (lavado del U99194A); en este paso la deteccion de algin cambio en la
corriente se atribuyé a los receptores tipo D3, activados por el agonista quinelorane que se
continta aplicando a la misma concentracién. Como ultimo paso, el antagonista del D4R
dejé de ser aplicado (lavado del L750,667) y la accién resultante, en caso de haberla, se
atribuyé a la activacién de este receptor. El orden en que se activaron los receptores no
influyé en la respuesta observada. Con este disefio experimental, los resultados mostraron
que la tnica actividad que incrementaba en las neuronas disociadas del lado lesionado, es la
del D3R (P < 0.05 en comparacién con las neuronas de lado control; Fig. 5A-C). No se
observaron cambios en la magnitud de la modulacién mediada por los receptores de los tipos
D, y Dy, a pesar del ya descrito corrimiento de las ICso hacia la izquierda. El curso temporal
de un experimento representativo se muestra en la Fig. 5D; puede observarse que el efecto
del D3R es reversible e independiente de la accién del D2R: al inicio el quinelorane activé al

D.R sin que se observara, en la ventana de tiempo estudiada, un proceso de desensibilizacién

39



(flechas de entrada y salida); mientras que la accién sobre el DsR pudo ser evocada

repetidamente después de lavar el antagonista U99194A (n=10) dos veces consecutivas.

Las Figs. 5E y F muestran un protocolo de activacién alternativo: primero, las neuronas
fueron expuestas a concentraciones saturantes (50 nM) de los antagonistas selectivos para los
receptores D, y Ds (L741,626 y L1750,667, respectivamente) [32,33]; después, fue
administrado el agonista quinelorane a concentracién saturante (100 ptM). De esta manera,
el tnico receptor con capacidad de activarse es el D;R. Este protocolo confirmé que la accién

del DsR sobre la corriente de Ca®* estd incrementada significativamente en las neuronas del

estriado con déficit de DA (P < 0.05; Fig. 5G).

Los histogramas de las Figs. 5C,G resumen los resultados de esta serie de experimentos:
con el primer protocolo, la magnitud de la disminucién de la corriente de Ca®* asociada con
cada tipo de receptor de la familia D;Rawe fue como sigue (Fig. 5C): DiR, 33+4% (lado
control, n=8) y 35+3% (lado lesionado, n=11; no significativo, NS); DsR, 17+2% (lado
control, n=7) y 33+4% (lado lesionado, n=10; P<0.05); D4R, 13+2% (lado control n=8) y
19+2% (lado lesionado, n=7; NS). Estos porcentajes incluyen a todas las neuronas
responsivas al quinelorane. Hacemos notar que no en todos los casos se observan efectos al
lavar un antagonista (ver Fig. 6). Asimismo, resaltamos que la suma de los efectos (%)
asociados con cada tipo de receptor es mayor en el caso de las NEMs del lado lesionado
(35% + 33% + 19% = 87%), en comparacién con las neuronas del lado control (33% + 17%
+ 13% = 63%; P < 0.05). Lo anterior es consistente con nuestro hallazgo anterior: la
modulacién de la corriente de Ca** por los D;Ruu se ve alterada después de la desnervacién
dopaminérgica y refleja un fenémeno de supersensibilidad. Con el segundo protocolo de
activacion (Fig. 5G) se confirmé el incremento en la modulacién de la corriente de Ca*
mediada por los DsR: de 17+2% en neuronas del lado control a 33+6% en neuronas del lado

lesionado (n=14; P<0.05). Ambos protocolos, utilizando firmacos diferentes, coinciden.
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En resumen: la aplicacién de diferentes combinaciones de antagonistas a una poblacién
heterogénea de neuronas estriatales arrojé un mismo resultado: la modulacién de la corriente
de Ca** mediada por la activacién de los D3R se incrementa aproximadamente al doble

después de la lesién de la via nigroestriatal.

Activacion del:

Figura5. La accion D3R se incrementa en neuronas del estriado con déficit de DA. A,B.
Neuronas disociadas de los lados control (A) y lesionado (B) de una rata
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hemiparkinsoniana fueron expuestas a quinelorane (100 uM; concentracion
saturante; Fig. 4) en presencia de antagonistas selectivos para el D3R (“DsR-ant”),
U99194A 500 nM; y para el D4R (“D4R-ant”), L750,667 50 nM (concentraciones
saturantes). En estas condiciones puede observarse una respuesta relacionada con
la activacion del D,R (1). Al dejar de administrar el antagonista U99194A (lavado
Ds;R-ant) se observa el efecto asociado con el D3R (2); mientras que al lavar el
antagonista L750,667 (lavado DsR-ant) se observa el efecto debido a la activacién
de los D4R (3). El efecto asociado a cada tipo de receptor no se observo en todas las
neuronas (ver Fig. 6). C. Histograma de los resultados obtenidos en los
experimentos descritos en (A) y (B), donde puede observarse que Unicamente la
respuesta asociada con el D3R fue significativamente mayor en las neuronas del
lado lesionado (*P < 0.05). D. Curso temporal de un experimento representativo de
(A) y (B): el quinelorane modul6 de manera reversible e independiente la corriente
de Ca*" al activar al D;R. La accion D,R también fue reversible Yy no presentd
desensibilizacién. Las lineas en la parte de arriba indican la presencia de los
antagonistas para D;R y D4R. Las flechas sefialan el inicio y el término de la
aplicacién de quinelorane. E,F. El quinelorane (100 uM) fue aplicado después de que
las células fueron expuestas (15 min) a los antagonistas selectivos para los
receptores D,R (“D,R-ant”), L741,626 50 nM; y D4R (“D4R-ant”), 50 nM. G.
Histograma que resume los resultados de los experimentos descritos en (E) y (F), y
que permite disecar la disminucion de la corriente de Ca”" debida a la activacion del
D3R (*P < 0.05).

La accién DsR fue observada en el 64% y 59% de las neuronas disociadas de los lados
control (7/11) y lesionado (10/17), respectivamente. Se hace notar que la modulacién
mediada por el D3R se presenté también en neuronas que no respondieron a la activacién del
D:R (neuronas sin “efecto D,R”; dato no mostrado), sugiriendo que la respuesta D3R se
detecta también en neuronas de la via directa. Para confirmar la firmeza de este dato, el
protocolo de lavado secuencial de los antagonistas fue empleado en neuronas del ratén
transgénico BAC (bacterial artificial chromosome) D1-eGFP, en el cual la expresién de la
proteina verde fluorescente (eGFP) se encuentra bajo el control del promotor del DR [114].
De esta manera, en el ratén BAC D;-eGFP es posible identificar y registrar selectivamente a
las neuronas de la via directa (Fig. 6A), que expresan principalmente DR, y en muy baja

frecuencia (10%) receptores del tipo D5 [9].
La figura 6B muestra un ejemplo representativo de la modulacién de la corriente de Ca*

en una neurona que expresa la eGFP (D;-eGFP), obtenida del ratén BAC D;-eGFP. De

acuerdo con lo esperado, estas neuronas no presentaron modulacién de la corriente al activar
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al DR (neuronas sin “efecto D,R”). Sin embargo, en algunas de ellas se observaron acciones

de los receptores D3R y/o D4R [113]. Atn preliminares, los resultados muestran que en

neuronas disociadas del estriado del ratén BAC D;-eGFP deficiente en DA la modulacién

dependiente de los D3R es mayor comparada con la observada en las neuronas D-eGFP* del

lado control (47.2% y 21.9%, respectivamente; n=4/15; Figs. 6B, C). Esto sugiere que la

accién del D;R sobre la corriente de calcio incrementa en ausencia de DA, tanto en neuronas

de la via directa como de la via indirecta.

Figura 6.

La accion DsR es mayor en las neuronas D;-eGFP" disociadas del estriado
deficiente de DA. A. Neurona estriatal D;-eGFP" aislada de un ratén BAC D;-eGFP.
B,C. Neuronas D;-eGFP” del estriado control (B) y lesionado (C) fueron expuestas a
quinelorane (100 puM; concentracion saturante, Fig. 3) en presencia de antagonistas
selectivos para los receptores D3R (“DzR-ant”), U99194A 500 nM; y D4R (“DsR-ant”),
L750,667 50 nM (concentraciones saturantes). Las neuronas no presentaron efecto
asociado con la activacién del D,R (1). El lavado del U99194A mostré el efecto
putativo del D3R (2), mientras que el lavado del L750,667 mostro la accion del D4R
(3). La respuesta asociada con el D3R fue observada en el 27% de las neuronas Dj-
eGFP" (4/15) y en el 33% de las neuronas de rata que no tuvieron modulacion por el
D,R (2/6; dato no ilustrado). El efecto del D3R fue mayor en neuronas provenientes
del estriado con déficit de DA, comparadas con las correspondientes al lado control
(47.2% y 21.9%, respectivamente).
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La presencia del D;R en NEMs estriatales se confirmé mediante la estimulacién con un
agonista selectivo para este receptor: el PD128907 (5 nM) [29] . El agonista disminuy? la
corriente de Ca** aproximadamente en el 70% de las neuronas disociadas de los lados control

y lesionado de una rata hemiparkinsoniana (Fig. 7A,B; n=25; P<0.05).
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Figura7. Modulacion de la corriente de ca” por el agonista D3R selectivo PD128907.
A,B. Concentraciones de 5 nM del PD128907 permiten observar modulacién
en neuronas disociadas de los lados control (A) y lesionado (B) de ratas
hemiparkinsonianas (P<0.05). Se muestra el curso temporal de cada
experimento (lado derecho).

Mecanismos involucrados en la modulaciéon de la corriente de
Cca®" por el D3R.

Los canales de Ca®* son modulados por GPCRs a través de dos mecanismos: uno que
depende del voltaje (sensible a la despolarizacién), es delimitado a membrana e involucra la

unién de las subunidades By de la proteina G a regiones citopldsmicas del canal; y otro
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mecanismo que es mediado por segundos mensajeros que pueden difundir por el citosol y

que es independiente del voltaje [59].

Para determinar si el efecto del D3R sobre la corriente de Ca** depende del voltaje
empleamos el protocolo estidndar de pulsos dobles a 0 mV con prepulso intermedio, con el
cual se compara la modulacién en el primer pulso con la obtenida en el segundo pulso. Este
tltimo estd precedido del prepulso: un comando despolarizante a +80 mV (Fig. 8A). En
neuronas del lado lesionado, la modulacién inducida por el quinelorane (100 pM), en
presencia de los antagonistas selectivos para los receptores D;R y D4R (50 nM de L741,626 y
50 nM de L750,667), no se modifica por el prepulso (Fig. 8A): la amplitud de la corriente de
Ca* se reduce 38+5% y 36+1% antes y después del prepulso, respectivamente (Fig. 8B; n =
6; NS). En neuronas del lado control se observé un resultado similar (no mostrado). Estos
resultados descartan que la modulacién de la corriente de Ca** mediada por el D3R sea

regulada por voltaje.

El mecanismo descrito para la modulacién de la corriente de Ca** por los D;Raue en
NEMs de animales naive inicia con la activacién de la PLCP, seguida de la activacién de la
fosfatasa 2B (PP2B o calcineurina), la cual desfosforila a los canales de Ca?** [16,25,115,116]
reduciendo asi su probabilidad de apertura. Este mecanismo involucra la hidrélisis de
fosfoinositidos por la PLCP, la formacién de IPs;, la liberacién de calcio de pozas
intracelulares y la consecuente activacién de la Ca-calmodulina con la posterior activacién de
la calcineurina [16]. En esta tesis confirmamos que en neuronas del lado control y naive,
tanto los receptores D;R como los D3R, modulan la corriente de calcio a través de la
activaciéon de la calcineurina (Figs. 9A,B; n=6). En estos experimentos se evalué la
modulacién de la corriente de Ca** en presencia de FK506 1uM, un inhibidor de esta

fosfatasa.
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Posteriormente se estudiaron los mecanismos involucrados en la modulacién de la
corriente de Ca®* en las neuronas privadas de DA, o ipsilaterales a la lesién. Primero,
mediante un experimento de oclusién farmacoldgica, se investigé la participacién de la PLC.
Se us6 entonces el activador de la PLC m-3M3-FBS (25 uM) [117], el cual mimetizé las
acciones de los agonistas de la clase Ds: se observé una reduccién del 57+6% de la corriente
de Ca’ (Fig. 9C; n=6; P<0.02). Pero ademds, el efecto del m-3M3-FBS ocluyé
significativamente la modulacién mediada por el agonista al activar a los receptores D2R y
D;R; la modulacién mediada por la activacién del D3R disminuy6 al 13+2% (Fig. 9C; n=6;
ct., Figs. 5B,C; P<0.05).
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También usamos el inhibidor de la PLC, el U73122 (10 uM), el cual bloqued
significativamente la modulacién mediada por el agonista al activar a los receptores D2R y
DsR (Fig. 9D; n=5; P<0.01). Los andlogos inactivos del activador de la PLC, 0-3M3-FBS
(25 pM), y del inhibidor de la PLC, U73343 (10 pM), no afectaron las respuestas asociadas
a los receptores D, y D3 (dato no mostrado). La oclusién de la modulacién mediada por un
activador y el bloqueo de la misma mediada por un inhibidor de la PLC demuestran que en

neuronas del lado lesionado, el D;R y el D3R sefalizan a través de una via que depende de la

PLC.

Siguiendo con la via de senalizacién previamente descrita (PLC/PP2B, ver arriba), se
decidié evaluar la participaciéon de la PP2B: en neuronas privadas de DA, la inhibicién de la
PP2B con FK506 (1 puM) disminuyé la modulacién mediada por el Ds;R a la mitad,
quedando en estas condiciones sélo un 16+4% de la modulacién original (Fig. 9E; n=0;
P<0.05). La accién del D.R fue también afectada de manera significativa (datos no
mostrados). Estos resultados demuestran que aproximadamente la mitad de la modulacién
mediada por el D;R en neuronas del lado lesionado utiliza la misma via de senalizacién que
la descrita previamente para los DR en neuronas control o naive , via PLC/PP2B [16].
Pero qué pasa con la modulacién restante, aproximadamente 17% de la corriente de Ca**?
Es justo la porcién que aumenta después de la lesién. Nuestra hipétesis fue que en neuronas
deficientes en DA, parte de la modulacién requiere de un mecanismo que aparece o se

potencia después de la desnervacién, un mecanismo que inicia con la activacién de PLC pero

que es independiente de la PP2B.

El DR sefaliza a través de la via MAPK-ERK [47,118,119], una via que se ha observado
aumentada después de la desnervacién dopaminérgica [94,104]. Sin embargo, cuando la

activacion de ERK fue bloqueada por el SL327 20 uM [120] la modulacién de la corriente
de Ca®* por el D3R no fue afectada (Fig. 9F y 10A). En este caso, la disminucién de la

corriente de Ca* fue 27+4% (n=5; NS con respecto a condiciones control). El SL327
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tampoco previno la accién del agonista selectivo del D3R, PD128907 5 nM (Fig. 10B;
n=10). Aunque en ambos experimentos se observé una disminucién de la corriente inducida
por el mismo SL327, este efecto se ha reportado con anterioridad y se ha propuesto que la
apertura del canal Cay2.2 (N) se favorece por la actividad constitutiva de ERK [121].
Experimentos en neuronas del lado control mostraron resultados similares (no ilustrados).
De esta manera, los experimentos descartan la participacién de ERK en el mecanismo a

través del cual el DsR modula la corriente de Ca?".

Después de esta serie de experimentos quedé por dilucidar el mecanismo que explica una
fraccién sustancial (aprox. la mitad) de la modulacién mediada por el DsR en neuronas del
lado lesionado. No obstante, se confirmé que dicho mecanismo depende de la PLC y se

descartd la participacién de: la via delimitada a membrana, PP2B y ERK.
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Figura 9. La via de sefalizacion PLC/PP2B contribuye con la mitad de la modulacién asociada
con el D3R en neuronas del lado lesionado. En todos los experimentos las neuronas
fueron expuestas al quinelorane 100 uM en presencia de los antagonistas para los
receptores D3 y D4 (“DsR-ant”= 500 nM U99194A y “DsR-ant’= 50 nM L750,667) para
activar al D,R (1), luego se activé al DsR mediante el lavado de su antagonista (2).
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A,B. Neuronas del lado control: (A) la inhibicion de la PP2B con FK506 1 uM redujo
significativamente la modulacién del D,R y del DsR. (B) El histograma muestra la
modulacién mediada por el DsR en neuronas expuestas a FK506; se observd una
reduccion en comparacion con lo observado en neuronas registradas en condiciones
control (sin FK506; linea punteada; (*P<0.05). C-F. Neuronas del lado lesionado: (C)
Tanto la modulacién asociada con el D,R como la correspondiente al DsR fueron
ocluidas por la adicién de m-3M3-FBS (25 uM), un activador selectivo de la PLC
(*P<0.05); (D) de manera similar, ambos efectos fueron bloqueados por el U73122 10
puM, un inhibidor de la PLC (**P<0.01). (E) La inhibicion de la PP2B con FK506 1 puM
afecté la modulacién mediada por la activacién de los receptores D,R y D3R (*P<0.05).
(F) Por el contrario, el bloqueo en la activacion de ERK con SL327 20 uM no afecto la
modulacion mediada por el D,R ni la correspondiente al D3zR. (G) El histograma
muestra la modulacién mediada por el DsR en los experimentos descritos, la cual es
comparada con la modulacidn observada en experimentos realizados bajo condiciones
control (sin la exposicion a inhibidores/activadores farmacoldgicos; linea punteada).
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Figura 10. La inhibicién de la corriente de Ca®* por el D3R es independiente de la activacién de

ERK. En neuronas del lado deficiente de DA, después de bloquear la activacion de
ERK con SL327 20 uM y de administrar los antagonistas para los receptores D, y D,
(L741,626 y L750,667 50 nM, respectivamente), el D3R fue activado por 100 uM de
quinelorane (quine) (A). Alternativamente, el DsR fue activado por la adiciéon del
agonista selectivo PD128907 (PD) 5 nM (B). C. El histograma muestra los resultados
de los experimentos descritos: la modulacion mediada por el D3R no se modifica por
la adicion de SL327 (NS). Note que ambos protocolos de activacion del D3R son
diferentes al mostrado en la Fig. 9F y, sin embargo, el resultado es el mismo.

Recientemente se ha descrito que el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) juega un papel

importante en la regulacién de un gran niimero de corrientes i6nicas [62] (ver Introduccién);

en particular, corrientes de Ca®* que involucran a los canales Cayv2.1 (P/Q) y Cav2.2 (N)

[62,64,122]. Por lo anterior, se evalué si la hidrélisis de PIP, dependiente de la activacién de

PLC inducida por el D3R activo era capaz de modular la corriente de Ca**. Para lo cual las

neuronas fueron expuestas a concentraciones fisiolégicas de PIP, (10 pM)[62,123] a través
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de la pipeta de registro, manteniendo asi constantes los niveles intracelulares del
fosfoinositido independientemente de la activacién de la PLC. La comparacién de las Figs.
11A y B muestra que en neuronas del lado control los efectos asociados con los receptores D»
y D3 no se ven afectados por la adicién de PIP, (Fig. 11C; n=13). Por el contrario, la accién
D;R sobre la corriente de Ca?* se reduce a la mitad (15+5%) en neuronas disociadas del
estriado deficiente en DA (Fig. 11D-F; n=9; P<0.05), mientras que el efecto del D2R no se
altera. Estos resultados demuestran que la accién moduladora del DsR sobre la corriente de
Ca** en neuronas del lado lesionado depende tanto de la activacién de la PP2B (la mitad)
como de la hidrélisis de PIP; (la otra mitad). Ademds, se muestra que la hidrdlisis de PIP; no
explica la modulacién de la corriente de Ca®* por parte del D2R, ni en neuronas del lado

control [16] ni en las correspondientes al lado lesionado DA.
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Figura 11. En neuronas estriatales del lado lesionado, pero no del lado control, la modulacion
dependiente del D;R es disminuida por la administracion intracelular de PIP,. En
todos los experimentos las neuronas fueron expuestas al quinelorane (100 uM) en
presencia de los antagonistas para los receptores D; y D, (“DsR-ant’= 500 nM
U99194A y “D4R-ant"= 50 nM L750,667, respectivamente) para activar al D,R (1), y
después permitir la activacién del D;R mediante el lavado de su antagonista (2). A,B.
Trazos representativos de la modulacién de la corriente de Ca®* por la activacion de
los receptores D,R y D3R en neuronas del lado control en experimentos en los que
se empled solucion interna de registro estandar (A) y suplementada con PIP, (10
uM) (B). C. Histograma de los resultados obtenidos en las dos condiciones descritas.
D,E. Trazos correspondientes a los experimentos con neuronas del lado lesionado;
empleando solucién interna de registro estandar (C) y suplementada con PIP, (10
uM) (D). E. Histograma de los resultados obtenidos en estas dos condiciones
(*P<0.05).
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El papel de la PP2B se corroboré en experimentos donde se activé directamente al D3R,
mediante el uso del quinelorane en presencia de antagonistas para el D:R y el D4R. Este
protocolo alternativo arrojé los mismos resultados: aproximadamente la mitad de la
modulacién inducida por la activacién del D3R en neuronas deficientes en DA depende de la
activacion de la PP2B (usando FK506; Fig. 12A,C; *P<0.05). Mediante este paradigma de
activacién del DsR, también se observé que al adicionarse extracelularmente FK506
(inhibidor de PP2B) e intracelularmente (en la pipeta de registro) PIP, 10 uM, el efecto
modulador del D3R sobre la corriente de Ca** se elimina completamente (Fig. 12B,C;
***P<0.001). El histograma de la Fig. 12C resume estos experimentos: los dos mecanismos,
la activacién de PP2B y la hidrélisis de PIP,, explican completamente la modulacién de la

corriente de Ca** por el D3R en NEMs del lado lesionado.
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Figura 12. La sefializacion a través de la
PP2B y del PIP, comprende toda la
modulacién asociada con el D3R en
neuronas privadas de DA. En todos los
experimentos las neuronas  fueron
expuestas a los antagonistas para los
receptores D, y D, (“DR-ant’= 50 nM
L741,626 y “DsR-ant’= 50 nM L750,667,
respectivamente) (1), y posteriormente se
adicion6 quinelorane 100 uM para activar al
DsR (2). A,B. Trazos representativos de la
modulacién de la corriente de Ca®* por la
activacién del D3R en neuronas del lado
lesionado incubadas con FK506 1 uM (A) o
con FK506 y PIP, 10 uM (B). C. EI
histograma muestra los cambios
observados en la modulacién mediada por
el DsR en las condiciones descritas; la
comparacion se realiz6 con el efecto
observado en condiciones control (sin
FK506 ni PIP2; linea punteada; *P<0.05,
***P<0.001). También se observé diferencia
al comparar las dos condiciones
experimentales (*P<0.05).
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A diferencia de la sefalizacién que involucra PIP,, la activacién de la PP2B también la
presentan las neuronas del lado control. En neuronas de ratas naive la activacién de PP2B
reduce la corriente de tipo L (Cavl) [16], lo que sugiere que la modulacién de estos canales
no es modificada por la lesién de la via nigroestriatal. Para probar esta hipétesis, los canales
de Ca** Cay1 fueron bloqueados con nitrendipina (10 pM) antes de activar a los receptores
D; y Ds. No se observaron diferencias al comparar la corriente inhibida por la nitrendipina
en neuronas de los lados control y lesionado: 22+7% and 26+5%, respectivamente. No
obstante, la modulacién por los receptores D, y Ds se redujo aproximadamente a la mitad (P
< 0.05; Fig. 13A), lo que indica que ambos receptores modulan al canal Cayl en neuronas
del lado lesionado. De manera importante, la modulacién debida al D3R fue completamente
inhibida cuando ademds de bloquear los canales Cay1 se incluy6 PIP; (10 uM) en la pipeta
de registro (P < 0.001; Fig. 13B). Este no fue el caso de la modulacién mediada por el D2R.
El resumen de estos resultados se muestra en el histograma de la Fig. 13C; los datos refuerzan
la idea de que la modulacién por PIP, sélo es evidente después de la desnervacién
dopaminérgica y sugieren fuertemente que la corriente modulada por la via de PIP; no es de
tipo L. Los siguientes experimentos se concentraron en dilucidar el tipo de corriente de Ca**

cuya modulacién requeria de la hidrélisis de PIP,, esto en NEMs privadas de DA.
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Figura 13. La via de sefializacion
dependiente de PIP, observada en NEMs
privadas de DA no esta asociada con la
corriente tipo L. En todos los experimentos
las NEMs del lado lesionado fueron
expuestas a quinelorane (100 uM) en
presencia de los antagonistas para los
receptores D3 y D4 (“DsR-ant’= 500 nM
U99194A y “D4R-ant’= 50 nM L750,667,
respectivamente), para activar al D,R (1);
posteriormente se interrumpié la aplicacion
del antagonista para el D3R, permitiendo asi
la activacion de este receptor (2). A,B.
Previo a la activacion de los receptores de
DA, los canales Cayl fueron bloqueados al
administrar  nitrendipina (10 uM). Se
muestran trazos representativos de la
modulacién de la corriente de Ca** por la
activacién consecutiva del D,R y el D3R en
registros en donde se empled solucién
interna estandar (A) o suplementada con
PIP, 10 uM (B). C. El histograma muestra
los cambios observados en la modulacién
mediada por ambos receptores; la
comparacion  incluye los  resultados
obtenidos en experimentos control (sin
nitrendipina ni PIP,; barra azul; *P<0.05,
***P<0.001).
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La supersensibilidad del D3R esta asociada a la modulacion
de los canales Cay2.1

Las NEMs expresan diferentes tipos de canales de Ca*: Cay1.2,3-Lcp, Cav2.1-3 -N,
P/Q, R [18,108,124]. En NEMs de ratas adultas se ha determinado que los DR modulan
principalmente los canales Cayl y Cay2.1 [16,18,109]. Recientemente se reporté que los
canales Cay2.1 son modulados por la hidrélisis de PIP, inducida por la activacién de los
receptores muscarinicos M [65], lo que nos llevé a evaluar si este canal se modulaba por el
DsR. Con este fin, se realizaron experimentos de oclusién: se estudié la modulacién mediada
por los receptores D, y D3 una vez que los canales Cay2.1 habian sido bloqueados por la -
agatoxina-TK (w-agaTx-TK, 400 nM). La magnitud de la corriente bloqueada por la -
agaTx-TK fue similar en las neuronas de los lados control y lesionado: 39+5% and 33+4%,
respectivamente; este resultado confirma que la densidad de canales Cay2.1 no es afectada
por la desnervacién dopaminérgica (ver Fig. 3). La adicién de o-agaTx-TK no modificé los
efectos de los receptores D> y D; en neuronas del lado control (Fig. 14A; n=7). Por el
contrario, en las neuronas del lado lesionado el aumento en la modulacién mediada por el
D;R no se observé tras la administracién de w-agaTx-TK (Fig. 14B). La magnitud de la
modulacién (12+4%) no difirié de la observada en neuronas del lado control (13+2%), pero
fue significativamente menor a la observada en experimentos previos (33%, c.f Fig. 4B,C),
que no inclufan la adicién de w-agaTx-TK (Fig. 14C; n=7; **P<0.01). Estos resultados
sugieren que el incremento en la modulacién asociada con el D3R en las neuronas del lado
lesionado se debe a su accién sobre los canales Cayv2.1. Por otro lado, no se observaron
cambios al bloquear los canales tipo N (Cay2.2) con ®-conotoxina GVIA 1 uM (dato no
mostrado).

En conjunto, estos datos muestran que en neuronas del lado lesionado el D3R modula los
canales Cayl y Cav2.1. Los canales Cayl son regulados por una via que depende de la PP2B,
de manera similar a lo observado en neuronas del lado control y de estriado naive [16];
mientras que la modulacién de los canales Cay2.1 involucra la hidrélisis de PIP; y estd

presente unicamente en las NEMs del lado lesionado.
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Figura 14. El DsR modula al canal de Ca®" tipo P/Q (Cay2.1) en neuronas privadas de DA.

A,B. En todos los experimentos las NEMs son expuestas a quinelorane (100
uM) en presencia de los antagonistas para los receptores Ds; y D4 (“DsR-ant’=
500 nM U99194A y “D4R-ant’= 50 nM L750,667, respectivamente), para
activar al D,R (1); posteriormente, se interrumpe la aplicacion del antagonista
para el D3R, consiguiendo asi la activacion de este receptor (2). A,B. Previo a
la activacion de los receptores de DA, los canales Cay2.1 fueron bloqueados
mediante la administracion de m-agatoxina-TK (w-agaTx-TK; 400 nM). Se
muestran trazos representativos de la modulacion de la corriente de Ca®" por
la activacion consecutiva del D,R y el D3R en neuronas del lado control (A) y
lesionado (B). C. El histograma muestra el porcentaje de la corriente modulada
por los receptores D,R y D3R después de la adicion de w-agaTx-TK. En estas
condiciones ya no se observa diferencia al comparar las neuronas de los lados
control y lesionado. Sin embargo, en neuronas del lado lesionado la
modulacién mediada por el D3R se reduce en comparacion con lo observado
en estas neuronas durante registros en condiciones control (sin w-agaTx-TK;
barra azul; **P < 0.01).
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Expresion del D3R

En paralelo a los experimentos de electrofisiologia, se realizaron inmunodetecciones tipo
“Western” a partir de extractos proteicos de membrana de tejido estriatal. Al comparar las
muestras de hemisferios cerebrales naive, control y lesionado, se observé una expresion
similar de una proteina de ~45 kDa, que corresponde a la masa molecular del core proteico
del D3R (Fig. 15A,C). Sin embargo, la expresion de la variante Dsnf, de ~71 kDa [28] y que
se ha sugerido regula negativamente al D;R [125,126], fue significativamente menor en el
estriado privado de DA (Fig. 15B,C; *P<0.05). La especificidad de los anticuerpos
empleados fue demostrada mediante ensayos con homogenados de ojo de rata, un tejido que

no expresa D3R [127] (ver apéndice).
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Figura 15. Expresion del D3R y de la variante D3nf. Extractos proteicos (40-50 ug) de membrana
del estriado dorsal resueltos por SDS-PAGE 12%, transferidos a una membrana de
nitrocelulosa y probados con anticuerpos anti-D3;R (A), anti-D3nf (B) y anti-ATPasa
Na'/K" (subunidad o). C. Resultados del andlisis densitométrico en cada condicion;
en (A), el bulbo olfativo se us6 como control positivo. La sefial obtenida con el
anticuerpo anti-ATPasa (~110 kDa) se us6 para normalizar los resultados. Asi, el
nivel de expresion se definié6 como el cociente sefial del receptor/sefial de ATPasa.
Se muestran resultados representativos de cinco experimentos independientes; en
cada uno se mezclaron las muestras obtenidas de al menos tres ratas.
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0. Discusion

Los resultados de este estudio muestran que 1) en NEMs privadas de DA la
supersensibilidad de los D2Ruu. se ve reflejada en la modulacién que ejercen estos receptores
sobre la corriente de Ca®. Reportamos por lo tanto un correlato molecular de la
supersensibilizacién de estos receptores usando un blanco que impacta directamente la
excitabilidad neuronal. 2) En parte, la supersensibilidad de los D2Ru. se debe a un aumento
en la modulacién mediada por el D3R, lo cual ocurre en los dos tipos de NEMs, las
estriatonigrales y las estriatopalidales (via directa e indirecta, respectivamente). 3) El aumento
en la funcién del D3R se asocia con la modulacién del canal Cay2.1 a través de la hidrélisis
de PIP; catalizada por la PLC, una via de senalizacién no descrita anteriormente para este
receptor. 4) Si bien no se observaron cambios en la expresién del D3R en el estriado

desnervado, se detect$ una disminucién en la expresion de la variante alternativa Dsnf.

Supersensibilidad del D3R

El correlato electrofisioldgico (modulacién de la corriente de Ca**) de la supersensibilidad
de los DR indica que este fendmeno es capaz de alterar los mecanismos generadores de la
excitabilidad en las NEMs. Un hallazgo similar ha sido reportado en neuronas disociadas del
globo pélido de ratas hemiparkinsonianas [128]. Adicionalmente, en nuestro estudio
disecamos farmacoldgicamente la contribucién de cada receptor de la clase Da; algo que no se
habia reportado por falta de antagonistas selectivos. El método empleado fue robusto y arrojé
resultados similares independientemente del orden de aplicacién y tipo de antagonistas
empleados. Lo anterior sugiere fuertemente que fue posible separar las acciones de diferentes
tipos de receptor de la clase D, en una misma neurona. Del resultado de estos experimentos
se puede concluir que al estudiar la modulacién de la corriente de Ca** la supersensibilidad de
los DR se debe en gran parte a un incremento en la actividad del D3R en las neuronas del

lado lesionado. Apoyan esta idea: 1) la aparicién de un tercer sitio de accién en la curva C-R
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con un valor de ECso (0.8 nM) similar a la afinidad reportada para el DsR (~1 nM,
[35,110]), y 2) el incremento en la E.. de la curva C-R de neuronas privadas de DA (13%)
que coincide con el aumento de la modulacién mediada por el DsR (16%). Ademds,
estudios previos con un enfoque bioquimico han sugerido que las acciones del D3R (e.g.
regulacién de la expresién génica y modulacién de la liberacién de acetilcolina) aumentan en

animales con deficiencia de DA [53,129-131].

Al comparar reportes anteriores [34,132-137], en lo referente a cambios en la expresién
del D3R después de la lesién con 6-OHDA atn existe controversia. Al parecer, las técnicas
empleadas en estos estudios (unién de ligandos radiactivos y deteccién del RNAm por
hibridizacién in situ) no permiten discernir entre la contribucién pre- y post-sinptica
(terminales dopaminérgicas [138,139] y NEMs [113], respectivamente), lo que dificulta la
interpretacién de los datos [34,132-137]. A diferencia de estos enfoques, en nuestros

experimentos el estudio de la funcién del D3R estd limitado a la post-sinapsis: las NEMs.

El uso del agonista selectivo para el DsR, PD128907, permitié confirmar la presencia de
este receptor tanto en neuronas del lado control como del lado lesionado. Corroboré ademds
que el porcentaje de neuronas que expresan D3R no se modifica por la lesién. No obstante,
nuestro estudio se basé en el uso de antagonistas: en la mayor parte de los experimentos la
activacion selectiva del D3R se conseguia mediante la aplicacién de quinelorane en presencia
de antagonistas para los receptores D2R y D4R, o por el mismo quinelorane una vez que se
interrumpia el bloqueo selectivo del D;R. La preferencia por estas estrategias farmacolégicas
se justifica principalmente por reportes recientes que muestran que algunos agonistas del D;R
[140], entre ellos el PD128907 [141], presentan “selectividad funcional’. Este fenémeno se
refiere a que la via de sefalizacidon activada por un receptor depende del agonista empleado
[142]. Se ha demostrado que el quinelorane y el PD128907 presentan diferente selectividad
funcional [141], lo que podria explicar por qué con este ultimo no se detecta la

supersensibilidad del D3R en neuronas del lado lesionado. Independientemente de la
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variabilidad en las respuestas, consideramos importante que futuros estudios evaltien el efecto
de diferentes agonistas para el D3R, incluyendo la misma DA, sobre la modulacién de la
corriente de Ca*. Actualmente se dispone de nuevos agonistas con mayor selectividad y

potencia para el D3R, que incluso se emplean en el tratamiento de la EP [143].

Nuestros datos muestran que la supersensibilidad del Ds;R ocurre principalmente en
neuronas de la via indirecta, pero también en una fraccién de neuronas de la via directa
(aprox. 30%). De manera interesante, en los dos tipos neuronales se observé un cambio
similar en la actividad del D3R después de la lesién de la SNc. Esto, sin embargo, no quiere
decir que las consecuencias sean las mismas en cada via, lo cual es evidente si tomamos en
cuenta que se trata de poblaciones celulares distintas, con diferencias en el patrén de
expresién genético, las propiedades electrofisioldgicas y los sitios de proyeccién (ver

introduccién).

La curva C-R obtenida con neuronas del lado lesionado muestra ademds que las ICso de
los otros sitios disminuyen después de la desnervacién dopaminérgica, por lo que no se
descarta que ocurran cambios en los receptores D2R y D4R que impacten otras funciones
neuronales [102,112]: otros blancos de la DA en las NEMs podrian estar afectados por la
sensibilizacién de estos receptores (canales de sodio, potasio, canales activados por ligando,

etc.). Es claro que son necesarios estudios adicionales para esclarecer este punto.

La ausencia de cambios en la densidad de corriente y en la contribucién relativa de cada
tipo de canal de Ca** después de la lesion de la via nigroestriatal apoya la idea de que el
aumento en la modulacién de la corriente de Ca?** se debe a una modificacién en la actividad
del DsR. La actividad de los GPCRs puede ser regulada por diferentes mecanismos, como la
formacién de dimeros y heterooligomeros que influye de manera cuantitativa (p. ¢j. cambios
en la afinidad) y/o cualitativa (cambios en las vias de senalizacién) en los efectos de estos

receptores. Este tipo de modulacién se ha observado en el caso del DsR [144-147]. En
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particular, se ha reportado que la formacién de heterémeros con la variante Dsnf disminuye
la actividad del D3R [125,126]. Nuestros datos muestran que la deficiencia de DA conduce a
un desequilibrio en la expresién del D3R y de su variante Dsnf: mientras que no se observan
cambios en la expresiéon del DsR, la expresiéon de la variante Dsnf disminuye, lo que
explicaria el aumento en la actividad del DsR. De manera interesante, lo contrario se ha
observado en pacientes con esquizofrenia (un estado de hiperdopaminergia), en donde la
expresion del Dsnf se incrementa [148]. Mds adn, Richtand et al. (2010) [149], reportaron
recientemente que la relacién D3;R/Dsnf es modulada en diferentes dreas del cerebro por la
propia DA: al bloquear farmacolégicamente la estimulacién del D3R la expresién de su
RNAm no cambia, pero los niveles del RNAm del Dsnf disminuyen durante este estado de
hipodopaminergia [149], lo que concuerda con nuestros resultados. Con base en esto,
proponemos que el aumento en la funcién del DsR en NEMs privadas de DA se debe, al
menos en parte, a una menor interacciéon entre el D3R y su variante Dsnf (Fig. 16). Estudios
posteriores, que incluyan experimentos de co-inmunoprecipitacién y el uso de nuevas
tecnologias como el FRET (Forster resonance energy transfer), podrén confirmar la idea que
proponemos: los niveles de DA regulan la dindmica de formacién del heterémero DsR-Dsnf

y/o la interaccién del D3R con otros GPCREs.
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Figura 16. Modelo propuesto para explicar los cambios que ocurren en la actividad del D3R
después de la desnervacién dopaminérgica. Cuando los niveles de DA se
encuentran en rangos considerados normales, el D;R modula los canales Cay1 (tipo
L) mediante la via de sefializaciéon PLC/IPs/Ca®*Calmodulina/PP2B. En estas
condiciones existe una interacciéon entre el D3R y la variante Dsnf (izquierda). Una
vez que los niveles estriatales de DA se reducen de manera crénica por la lesion de
la via nigroestriatal, la interaccién D3;R-D3nf se afecta negativamente. Esto lleva a un
incremento en la funcién del D3R: el DsR continda regulando a los canales Cay1 pero
ademas, inhibe a los canales Cay2.1 (P/Q). Se propone que el D3R “libre de D3nf” se
redistribuye en la membrana de las NEMs privadas de DA. Esto lo sitla a corta
distancia del canal Cay2.1 y permite que el canal sea afectado por la hidrélisis de
PIP, y disminuya su probabilidad de apertura una vez que la PLC es activada por el
DsR (derecha).

Hidrélisis de PIP,: un mecanismo para inhibir la corriente de Ca**

Los mecanismos de transduccién de sefales descritos para el D3R involucran la
participacién de multiples moléculas: ciclasa de adenilato, PKA, PKB/Akt, PKC, PLC, PLD
y ERK [47,119,150-153]. En nuestro estudio, el aumento en la actividad del D;R se
encontré asociado con una via de sefalizacién diferente: la hidrdlisis de PIP,. El blanco
molecular de esta via de sefializacién fue el canal Cay2.1. Esta via de sefializacién no se habia
descrito asociada con la modulacién dopaminérgica de la corriente de Ca®*, por lo que se
sugiere que se desarrolla como parte de los cambios que ocurren en las NEMs debidos al

déficit de DA.
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En neuronas privadas de DA, la sehalizacién del DsR mediada por la hidrélisis de PIP,
podria favorecerse por un aumento en la disponibilidad de este fosfoinositido. Se ha sugerido
que el acceso al PIP; es controlado por proteinas, como las MARCKS (myristoylated alanine-
rich-C-kinase substrate), que se unen por interacciones electrostdticas a la membrana [62].
Estas proteinas liberan al PIP; cuando se eleva la concentracién intracelular de Ca?* [123].
Dado que las NEMs se encuentran sobreexcitadas como resultado de la desnervacién
dopaminérgica [89,154,155], en estas condiciones se proveeria al DsR de una mayor
cantidad de moléculas de PIP,, y asi la activacién de la PLC por el D;R inducirfa una
disminucién de la corriente Cay2.1. Sin embargo, este mecanismo no se asocié con la
activacién del D;R (un receptor que también activa a la PLC), ni en neuronas del lado
control ni en las obtenidas del lado lesionado. Esto sugiere que ocurre una redistribucién
diferencial de los receptores durante la supersensibilizacién inducida por desnervacion; este
fenémeno se ha descrito previamente [92]. En apoyo a estas ideas y al modelo basado en la
proximidad del D;R y el canal Cay2.1 (Fig. 16), se ha observado que la interaccién DsR-
Dsnf altera la distribucién del D3R [126].

Consecuencias funcionales

En las terminales sindpticas de las NEMs la liberacién de GABA depende de la entrada
de Ca?* a través de los canales Cay2.1, los cuales son regulados por los D;Raae [18]. Atin falta
por demostrarse la participacién del D3R en esta funcién. Falta también conocer el impacto
que tiene la supersensibilidad del D3R sobre el funcionamiento del circuito estriatal. Lo
anterior deja ver las limitaciones de nuestro enfoque experimental que, si bien nos permite
estudiar los cambios moleculares y funcionales asociados con un receptor presente en una
neurona que incluso puede ser tipificada (ratones BAC, RT-PCR de célula tnica), pierde la
sinapsis y mds atn, las interacciones dentro de su circuito. Este hecho plantea perspectivas
para el presente estudio: queda por estudiarse la relevancia de la supersensibilidad del D3R en
la transmisién sindptica que establecen las NEMs, tanto con las neuronas del GPe (via

indirecta) y la SNr (via directa), asi como entre las mismas NEMs en el Nst (inhibicién
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colateral) (Figura 17). Nuestro laboratorio cuenta con la infraestructura y la experiencia
necesarias para realizar experimentos que evalGen cambios en la transmisién sindptica, los
cuales se realizarian en rebanadas de cerebro de animales hemiparkinsonianos.
Adicionalmente, se podrian realizar registros de fluorescencia de Ca®* para conocer la
participacién del D3R (con el uso de agonistas y antagonistas) en la dindmica del circuito

estriatal.

Por el momento nuestros datos pueden ser analizados en el contexto de la literatura
enfocada en esta drea. Asi, asumiendo que en la regulacién de los canales Cay2.1 mediada por
los D;Raase en las terminales sindpticas [18] participa el DsR, lo cual es muy probable,
podemos predecir que la sobreinhibicién de los canales Cay2.1 por parte del DsR
supersensibilizado llevaria a una disminucién en la liberacién de GABA. En lo referente a las
consecuencias que se observarian en el circuito, nuestra hipdtesis es la siguiente: en el
hemisferio lesionado, la activacién del D3R modularia en sentido negativo principalmente la
inhibicién colateral y la transmisién GABAérgica que proyecta hacia la via indirecta. Es
importante subrayar que la disminucién en la inhibicién colateral es una de las principales
alteraciones del circuito estriatal en modelos de la EP [156]. Si nuestra propuesta es correcta,
la supersensibilidad del D3R actuaria como un mecanismo compensatorio para facilitar los
movimientos, aun cuando los niveles de DA sean minimos, ya que se ha observado que éste
es el dnico receptor que permanece activado (parcialmente) después de una reduccién
drdstica en los niveles cerebrales de catecolaminas [132]. La figura 17 ilustra la idea que
proponemos: la sobreinhibicién de los canales Cay2.1 por el D3R supersensibilizado reduciria
la liberacién de GABA, disminuyendo asi la inhibicién colateral y por ende aumentando la
transmisién hacia ambas vias de los GB (directa e indirecta). Al mismo tiempo, al actuar
sobre la liberacién de GABA en el GPe (via indirecta), el D3R supersensibilizado se opondria
a la activacién de la via indirecta (que reprime los movimientos), que se encuentra

sobreactivada en la EP [7]. Esto ultimo apoya el uso de agonistas D3R en el tratamiento de la

EP [143].
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Aun mis, el papel del D3R en los cambios patolégicos que ocurren en los GB se extiende
a las discinesias inducidas por el tratamiento con L-DOPA: en modelos de la EP, se ha
observado que la L-DOPA induce la expresién del D3R especificamente en neuronas de la via
directa, lo cual no sucede en presencia de un antagonista para los DiRaa [133,136,157,158].
De manera importante, el aumento en la expresion del D3R en las neuronas estrionigrales se
ha asociado con el desarrollo de discinecias [159]. Aunque no se conoce el mecanismo de esta
asociacioén, se ha reportado que en neuronas estriatales la interaccién fisica entre el D;R y el
DiR (beterodimeros) aumenta la afinidad [147] y la sefalizacién [146] de este dltimo. De
acuerdo con lo anterior, la L-DOPA potencia la actividad de las NEMs de la via directa,
facilitando asi los movimientos. Sin embargo, pensamos que seria necesario revertir los
cambios que tuvieron lugar como consecuencia de la desnervacién dopaminérgica (i.e. la
supersensibilidad del D3R presente en las neuronas de la via indirecta y la deficiencia en la
inhibicién colateral), de lo contrario las sefiales provenientes de la corteza se amplificarian al
pasar por los GB y no serian depuradas; en otras palabras, las discinesias se originarian por un
filtrado deficiente de los comandos corticales (Figura 17). Es necesario investigar la validez de
estos argumentos. Una primera aproximacién serfa estudiar la modulacién de la corriente de

Ca* por el D3R en NEMs obtenidas de ratas hemiparkinsonianas tratadas con L-DOPA.
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Figura 17. Modelo propuesto para explicar el papel del DsR en el funcionamiento de los GB
después de la desnervacion dopaminérgica. (A) En condiciones fisioldgicas, las
NEMs, principalmente de la via indirecta (D,R) [156], inhiben lateralmente a otras
NEMs dentro del mismo neoestriado (Nst). Se ha propuesto que esto ayuda a filtrar
la informacion que llega de la corteza. Note que de esta manera solo se permite la
salida de la informacion proveniente de la neurona ubicada en la parte superior de la
figura. (B) La supersensibilizacion del D3R disminuiria la inhibicion lateral y en
consecuencia se incrementaria la actividad del resto de las neuronas (indicado por el
relieve amarillo en las NEMs). Pero, al mismo tiempo, se afectaria el flujo de las
sefiales hacia la via indirecta. Estos cambios modificarian la salida de la informacion
en ambas vias. Note las diferencias en la liberacién de GABA (puntos azules) en las
neuronas de la sustancia negra reticular (SNr) y el globo palido externo (GPe) al
comparar (A) y (B). (C) Si la L-DOPA no revierte los cambios que ocurren en el
estriado desnervado, pero en cambio aumenta la expresion del DsR en las NEMs de
la via directa, el funcionamiento del circuito seguiria alterado (ver texto).

Por otro lado, en el soma de las NEMs, la inhibicién de los canales Cay2.1 induce una
disminucién de las corrientes de K* activadas por Ca®* que participan en la generacién del
postpotencial hiperpolarizante [160]; a este nivel, la actividad incrementada del D3R alteraria
el patrén de disparo de estas neuronas. En conjunto, los efectos asociados con la

supersensibilidad del D3R explicarian, al menos en parte, la sobrexcitabilidad observada en las

NEMs deficientes de DA [89,155,161].
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La supersensibilidad de los D2Ru. es parte de los cambios que se ha sugerido, actdan de
manera homeostdtica e intentan compensar el déficit de DA que ocurre en la EP y en
modelos experimentales de la misma. Estos cambios compensatorios incluyen la
supersensibilidad del DsR que se describe en el presente trabajo, que ocurrirfa de manera
paralela al brote de terminales axdnicas (sprouting) en la via nigroestriatal [162]. De manera
interesante, evidencia reciente muestra que la activacién farmacolédgica del D3R incrementa la
neurogénesis en la SNc [163]. Estos datos resaltan el papel del DsR en procesos que

mantienen el equilibrio en los circuitos que constituyen los ganglios basales.

En general, las adaptaciones homeostdticas descritas se han observado en modelos de la
EP, principalmente el que resulta de la lesién inducida por 6-OHDA. La administracién de
6-OHDA en la SNc induce una degeneracién rdpida de la gran mayoria de las neuronas DA
de este ndcleo. Esta degeneracién difiere sustancialmente de la pérdida neuronal lenta y
progresiva que ocurre en la EP. Queda entonces por dilucidarse la relevancia de los datos
generados en este modelo de la EP al compararse con una desnervacién dopaminérgica

crénica.

En estado basal, la concentracién extracelular de DA en el estriado es aproximadamente
5-10 nM [25,164]. Como resultado de su alta afinidad por la DA (= 25 nM, [34,45,165]),
en esta condicién una proporcién de receptores tipo Ds, pero escasos Ds, se encuentra
ocupada por el ligando enddégeno [132]. Se ha propuesto que el D3R actda como un filtro
que permite unicamente el paso de estimulos que superan cierto umbral [166], aquellos en
donde los niveles de DA incrementan y se consigue la activacién de los receptores tipo Dy;
esto ayudarfa a distinguir la activacién ténica de la activacién dindmica. La idea anterior se
refuerza al observar que la activacién post-sindptica del DsR diminuye la actividad motora
espontdnea [167,168] e inducida por contexto [169], por anfetamina [167] o por agonistas
DR [170]. Debido a su alta afinidad, el D3R seria el principal encargado de percibir cambios

en el nivel ténico de DA, como el que ocurre al perderse las neuronas dopaminérgicas. El
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papel del D3R en la EP se ha sugerido también al observarse que, al bloquear su activacién en
primates parkinsonianos intoxicados con MPTP disminuye significativamente la accién
terapéutica de la L-DOPA; mientras que cuando la activacién del DsR es bloqueada
parcialmente no sélo se observan los beneficios de la L-DOPA en la funcién motora, sino
que también disminuyen las discinecias asociadas con este tratamiento [135]. Lo cual sugiere
que una regulacién precisa del D3R es esencial para el funcionamiento del circuito estriatal.
Esto adquiere mayor relevancia durante la pérdida progresiva y crénica de la DA. Se destaca

ademis la posibilidad de dirigir el tratamiento de la EP hacia este receptor: el DsR.

En conclusién, la evidencia generada con nuestros experimentos muestra que la
concentracién de DA en el Nst influye de manera profunda en el estado funcional del DsR:
cuando los niveles de DA se reducen significativamente se desarrolla una via de sehalizacién
adicional asociada con este receptor, que depende de la hidrélisis de PIP; y cuyo blanco

molecular son los canales de Ca?* Cay2.1.
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10. Méetodos

Lesion unilateral de la sustancia nigra compacta

El estudio se realizé siguiendo los lineamientos aprobados por el Comité de Bioética y
Manejo de Animales de Experimentacién de la UNAM, los cuales han sido aceptados por
los Institutos Nacionales de Salud de los E.U.A. (NIH approval number A5281-01). La lesién
unilateral de la via nigroestriatal mediante la administracién de 6-OHDA ha sido descrita
previamente [171]. Brevemente, en ratas macho de la cepa Wistar (160-180g) anestesiadas
con ketamina/xilacina se inyecta intracerebralmente 8 pg de 6-OHDA en solucién (4 pg/pl,
0.5% de dcido ascérbico, 0.9% de NaCl). La solucién de 6-OHDA es inyectada a una
velocidad de 0.2 pl/min directamente en la sustancia negra compacta de acuerdo con las
siguientes coordenadas estereotdxicas [172]: posterior (P)=4.80 mm de bregma, lateral
(L)=1.6 mm a la izquierda de linea media, ventral (V)=8.2 mm debajo de la duramadre. En
ratones se realizé un procedimiento similar para lesionar la SNc. Sin embargo, en estos se
inyect6 Gnicamente 0.5 pl de la solucién de 6-OHDA (4 pg/ul). Las coordenadas fueron las
siguientes: (P)=3.40 mm de bregma, lateral (L)=1.1 mm a la izquierda de linea media, ventral
(V)=4.4 mm debajo de la duramadre. La eficiencia de la lesidn se evalta dos semanas después
de la lesién mediante la prueba de giro en respuesta a la administracién sistémica de
anfetamina (4 mg/kg de peso, i.p.). Se seleccionaron los animales con mds de 500 giros

ipsilaterales en 90 min; en estos el nivel de DA ha disminuido ~ 95% [88].

Genotipificacion de los ratones BAC DrD1-eGFP

La genotipificacién se realizé mediante un procedimiento estandarizado. Las colas de los
ratones fueron cortadas e incubadas a 60 °C (3 h) en una solucién tamponada de lisis: (50
mM KCI; 10 mM Tris HCI; 0.45% Nonidet P40; 0.45% Tween 20; pH 8.3) suplementada
con 0.1 mg/ml proteinasa K. Posteriormente, se realizé6 la extracciéon de DNA con
fenol/cloroformo. El DNA se precipité con etanol al 100% y se disolvié en solucién Tris 10
mM. Usando el DNA como molde, se realiz6 una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
con pares de oligomeros para detectar la expresién de la eGFP y del promotor del DiR. En el
caso de la eGFP los oligomeros fueron los siguientes: forward= 5" TGG TGA ACC GCA
TCG AGC TGA AGG G 37; reverse= 5" GAC CAT GTG ATC GCG CTT CTC GTT G
3. Para el promotor del DiR: 5* GCG GCT CTT CTT CCT GGT ATG G 3’; reverse= 5
CTG AAG CAC TGC ACG CCG TAG 3". Los productos de la PCR se separaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

71



Obtencion de neuronas disociadas

Las ratas son anestesiadas profundamente y el cerebro es extraido y colocado en solucién
fisiolégica (en mM: 126 NaCl, 3 KCI, 26 NaHCOs3, 2 CaCl,, 1 MgCl, 11 glucosa, 0.2
tiourea, 0.2 dcido ascérbico; pH=7.4, ajustado con HCl; 300+5 mOsm, ajustado con
glucosa) a 4°C saturada con O, (95%) y CO; (5%). Inmediatamente se obtienen rebanadas
sagitales de 300 pm con ayuda de un vibratomo (Campden) y se dejan en incubacién a 37°C
durante 30-60 min. Posteriormente la regién dorsal del estriado es disecada e incubada por
20 min en una solucién de pronasa XIV (Sigma) 1 mg/ml. Después de la digestién
enzimdtica el tejido se disocia mecdnicamente con pipetas Pasteur. Las células son sembradas
en cajas de 35-mm Lux Petri que contienen solucién de registro (en mM: 0.001
tetrodotoxina, 130 NaCl, 3 KCI, 5 BaCl, 2 MgCl,, 10 HEPES, 10 glucosa; pH=7.4,
ajustado con NaOH; 300+5 mOsm/l, ajustado con glucosa).

Registro electrofisiolégico

La técnica de registro en célula completa sigue un procedimiento ya estandarizado en el
laboratorio [108]. Los registros se realizan en neuronas de 10-12 pm de didmetro
(capacitancia= 6-7 pF) con dendritas cortas (usualmente menores a 75 pm); el potencial de
membrana se mantiene en —80 mV. Los registros son obtenidos con un amplificador
Axopatch-200B (Axon Instruments, Foster City, CA) controlado y monitoreado con el
programa de cémputo pClamp (versién 8), con una interfase DMA 125 kHz (Axon
Instruments). La resistencia del electrodo fue de 3-6 M) mientras contenia la siguiente
solucién: (mM) 180 N-metil-D-glucamina, 40 HEPES, 10 EGTA, 4 MgCl2, 2 ATP, 0.4
GTP, 0.1 leupeptina; pH=7.2/H2504; 280+5 mOsm/I).

Se obtuvieron registros de corrientes de Ba** (bloqueador de canales de K*) mientras los
canales de Na* eran bloqueados por tetrodotoxina (1 pM). Las relaciones corriente-voltaje
(curva I-V) se obtuvieron antes y después de la aplicacién de cada firmaco mediante dos
diferentes comandos de voltaje: 1) comandos de pasos de 20 ms de duracién de -80 a 50 mV
en incrementos de 10 mV (intervalo entre cada estimulo= 2 s), y 2) comandos de rampa (0.7
mV/ms) de -80 a 50 mV (intervalo entre cada estimulo= 5 s). Para la aplicacién de los
firmacos se coloca un capilar aproximadamente a 100 pm de la célula en registro. El sistema
es alimentado por la fuerza de gravedad y el cambio de soluciones se realiza mediante el
control de las valvulas (Lee).
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Analisis de los datos

El ajuste de las curvas concentracidn-respuesta (graficas C-R) se realizé de dos maneras.
Primero, los datos fueron ajustados de acuerdo con la ecuacién de Hill:

ICqy "
E :(EMAX/(1+[L]) ) (1)

donde: E= efecto del agonista o ligando (L) sobre la corriente de Ca®* (en este caso
disminucién), graficado en el eje y una vez normalizado en % (media+ES), Exax= reduccién
mdxima de la corriente de Ca*, ICso= concentracién necesaria para obtener una reduccién en
la corriente de Ca®* correspondiente al 50% del Emax, [L]= concentracién de ligando
(agonista) en mol/L, graficado en escala logaritmica en el eje x, y “n” es el coeficiente de Hill.
En el caso de que n<1, se evalud si los datos eran mejor ajustados por una funcién de suma
de ecuaciones de Hill, cada una con n = 1:

ICy,i 2)

iZ:Emaxi/(1+ i)

El algoritmo del ajuste fue no-linear (Marquardt) y se realizé con el programa de

cémputo Origin 7 (Microcal, Northampton MA).

En general, se muestra la mediatE.S. de la amplitud médxima de la corriente de Ca*. El
andlisis estadistico incluyé pruebas no-paramétricas: Prueba U de Mann-Whitney, prueba T
de Wilcoxon (para muestras pareadas y no pareadas, respectivamente) y ANOVA con prueba

de Tukey (post hoc).

Inmunodeteccion tipo “Western”

Las ratas fueron anestesiadas profundamente y los cerebros removidos ripidamente y
colocados en PBS a 4°C. El estriado dorsal fue disecado a partir de rebanadas sagitales de
300-400 pm y homogenizado en sacarosa 320 mM suplementada con inhibidores de
proteasas (Roche). El homogenado se centrifugd a 2000 ¢ durante 5 min; el sobrenadante fue
recuperado y sometido a centrifugacién a 10000 ¢ por 1 h. El precipitado fue disuelto en la
misma solucién y conservado a -70°C. El contenido proteico fue determinado mediante el
ensayo de Bradford usando BSA en la elaboracién de la curva patrén. Los extractos proteicos
(40-60 pg) fueron resueltos mediante SDS-PAGE vy transferidos a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad). En la inmunodeteccién fueron usados los siguientes anticuerpos
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primarios: anti-Cay2.1, anti-Cay2.2, anti-Cayl.2, anti-Cay1.3 (dilucién 1:200; Alomone
labs), anti-D3R (dilucién 1:500; Calbiochem), anti-Dsnf (1:200; Santa Cruz Biotechnology)
y anti-ATPasa sodio/potasio alfa-1 (1:250; Affinity Bioreagents). Los complejos inmunes
fueron revelados usando anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (Jackson
Immuno-Research) y reactivos quimioluminiscentes (Amersham Biosciences). El anilisis
cuantitativo se realiz6 con el programa Quantity One (Biorad)
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DOPAMINE D,-CLASS RECEPTOR SUPERSENSITIVITY AS
REFLECTED IN Ca?* CURRENT MODULATION IN NEOSTRIATAL

NEURONS

G. A. PRIETO, A. PEREZ-BURGOS, T. FIORDELISIO,
H. SALGADO, E. GALARRAGA, R. DRUCKER-COLIN
AND J. BARGAS*

Instituto de Fisiologia Celular-Neurociencias, Universidad Nacional
Auténoma de México

Abstract—The loss of dopaminergic neurons followed by
dopamine (DA) depletion in the neostriatum is a hallmark
of Parkinson’s disease. Among other changes, DA D,-re-
ceptor class (D,R-class) supersensitivity is a result of stri-
atal DA depletion. Pharmacological, biochemical and be-
havioral data have documented this phenomenon, but
clear electrophysiological-functional correlates are still
lacking. This work describes an electrophysiological cor-
relate of D,R-class supersensitivity in DA-depleted striata
after unilateral 6-hydroxydopamine (6-OHDA) lesions in the
rat substantia nigra compacta (SNc). Ca%* current modu-
lation mediated by D,R-class activation reflected an altered
sensitivity. Thus, while the concentration-response rela-
tionship (C—R plot) from control striata was better fit with a
two sites model, the C-R plot obtained from DA-depleted
striata was better fit by a three sites model, exhibited a
considerable leftward shift, and presented an increased
maximal response. Because Ca2?" current modulation by
D,R-class activation is involved in the control of spiny
neurons excitability and their synaptic GABA release, the
present findings may help to explain several functional
changes found in the striatal circuitry after dopaminergic
denervation. © 2009 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

Key words: receptor supersensitivity, dopamine receptor,
Ca?* channels, Parkinson’s disease, 6-OHDA, concentration—
response plot.

An accepted experimental model of striatal dopamine
(DA) depletion uses 6-hydroxydopamine (6-OHDA) to
unilaterally destroy dopaminergic neurons in the sub-
stantia nigra compacta (SNc) (Blandini et al., 2007).
Dopaminergic receptor supersensitivity follows DA de-
pletion: D,-receptor class (D,R-class) supersensitivity
has been correlated with enhancement of turning behav-
ior, increased receptor expression, and increases in the

*Corresponding author. Tel: +5255-5622-5670; fax: +5255-5622-5607.
E-mail address: jbargas@ifc.unam.mx (J. Bargas).

Abbreviations: C-R plots, concentration—response relationships; D,R-
class, D,-receptor class; DA, dopamine; EGTA, ethylene glycol tet-
raacetic acid; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid; 1-V plots, current-voltage relationships; w-CgTx, w-conotoxin
GVIA; 6-OHDA, 6-hydroxydopamine.

coupling and stimulation of G-proteins and associated
signaling (Creese et al., 1977; Arnt and Hyttel, 1985;
Gerfen et al., 1990; Qin et al.,, 1994; Schwarting and
Huston, 1996; Cai et al., 2000, 2002; Hayakawa et al.,
2001; Newman-Tancredi et al., 2001; Inaji et al., 2005).
However, no physiological function directly related with
neuronal excitability has been correlated with D,R-class
supersensitivity. Ca®* current modulation by D,R-class
(Olson et al., 2005; Salgado et al., 2005) controls excit-
ability (Hernandez-Lopez et al., 2000) and synaptic
GABA release (Guzman et al.,, 2003). Therefore, we
investigated whether D,R-class supersensitivity can be
detected as an altered Ca®* current modulation in neos-
triatal neurons.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Studies were approved by the UNAM Committee of Bioethics
and followed the National Institutes of Health Guidelines (NIH
Publications No. 8023, revised 1996). DA depletion after
6-OHDA has been described (Dunnett et al., 1981). Briefly,
male Wistar rats (180-200 g) were injected stereotaxically with
4 pg of 6-OHDA (Sigma, St. Louis, MO, USA) into the left
substantia nigra (SN: 4.80 mm caudal, 1.6 mm lateral to
bregma, and 8.2 mm ventral to the skull surface). 6-OHDA
solution (4 pg/ul saline with 0.2 mg/ml of ascorbic acid) was
ejected at a rate of 0.1 ul/min. After 2 weeks animals were
selected based on their rotational behavior (amphetamine: 4
mg/kg i.p.; >500 ipsilateral stereotyped turns) (Inaji et al.,
2005). The number of animals used in the experimental sam-
ples was the minimal possible to attain statistical significance.
All procedures employed anaesthesia to avoid animal suffering.

Neurons were obtained as previously described (Bargas et
al., 1994; Perez-Burgos et al., 2008): the dorsal neostriatum
was dissected from 300 um thick brain slices incubated with 1
mg/ml of pronase E type XIV (Sigma) at 34 °C. After 20 min,
cells were dissociated using a graded series of fire polished
Pasteur pipettes (Corning Inc., NY, USA). Cell suspension was
plated into a petri dish containing saline (in mM): 0.001 tetro-
dotoxin (Alomone Laboratories, Jerusalem, Israel), 130 NaCl, 3
KCI, 5 BaCl,, 2 MgCl,, 10 HEPES, and 10 glucose (pH=7.4
with NaOH; 300+5 mosM/I with glucose).

Voltage-clamp recordings were performed on medium-sized
neostriatal neurons (10—-12 um main diameter; whole-cell capac-
itance 6—7 pF) (Yan and Surmeier, 1996). Internal saline con-
tained (in mM): 180 N-methyl-D-glucamine, 40 HEPES, 10 EGTA,
4 MgCl,, 2 ATP, 0.4 GTP and 0.1 leupeptin (pH=7.2 with H,SO,;
2805 mOsM/l). Whole-cell recordings were obtained with an
Axopatch-200 B amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA,
USA) and monitored with pCLAMP (v8) and a 125 kHz DMA
interface (Axon Ins.). Series resistance (<10 M) was compen-

0306-4522/09 $ - see front matter © 2009 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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sated (70-80%). Ba?* (5 mM) currents were recorded while
blocking Na*-channels (1 uM tetrodotoxin). Current-voltage rela-
tionships (I-V plots) were built before and after drug applications.
Nitrendipine, quinelorane (Sigma Aldrich-RBI, St. Louis, MO,
USA), w-conotoxin GVIA (o-CgTx) (Alomone Laboratories),
w-agatoxin TK (Peptides International, Louisville, KY, USA) and
CdCl, were applied with a gravity-fed system. Concentration—
response relationships (C—R plots) were fitted to the Hill equation:

1C5\"
E(EMAX/<1+[L]> ) (1)
(E=effect of ligand (L), Eyax=maximal reduction of Ca®*
current, ICg,=concentration necessary to obtain a Ca®" current
reduction=0.5E,,x, and “n” is the Hill coefficient). When n#1 we
fitted the data with a sum of Hill equations with n=1 each:

ICsi
) @)

éEmaxi/<1 + m

(Marquardt algorithm; origin 7, Microcal, Northampton, MA,
USA.) Mean=standard error of the mean (SEM) of peak Ca?"
currents are reported. One-way analysis of variance (ANOVA) and
t-tests were used to assess significance.

For immunoblotting, dorsal striata were dissected from brain
slices and homogenized in 320 mM sucrose containing protease
inhibitors. Homogenate was centrifuged at 2000 g for 5 min; super-
natant was recovered and centrifuged at 10000 g for 1 h. Pellet was
resuspended in the same solution and stored at —70 °C. Protein
extracts (40—60 ng) were submitted to sodium dodecy! sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and resolved proteins
were transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Blots were immunostained with the following antibodies:
anti-Ca,2.1, anti-Ca,2.2, anti-Ca,1.2, anti-Ca,1.3 (1:200 dilution;
Alomone Labs) and anti-sodium/potassium ATPase alpha-1 (1:250
dilution; Affinity BioReagents, Rockford, IL, USA). Immune com-
plexes were revealed by using appropriate peroxidase-conjugated
secondary antibodies (Jackson Immuno-Research, West Grove, PA,
USA) along with a chemiluminescent reagent (Amersham Bio-
sciences, Piscataway, NJ, USA). Densitometric analysis was carried
out by using the quantity one software (Bio-Rad).

RESULTS

To observe whether Ca®* currents were changed after DA
depletion, we recorded neurons from non-injured (naive),
contralateral (control side) and ipsilateral DA-depleted (DA-
depleted side) striata of 6-OHDA-lesioned animals (Fig. 1).
Fig. LA—C show families of currents evoked with depolarizing
voltage commands from —80 to +50 mV in 10 mV incre-
ments (on top). Fig. 1D-F illustrate currents evoked by ramp
commands between the same voltages (top: 180 ms; 0.7
mV/ms) (e.g., Perez-Burgos et al., 2008). -V plots resulting
from both steps and ramp protocols were superimposable
(Fig. 1G—I; symbols, from step commands; lines, from ramp
commands). For clarity, next figures will only illustrate ramp-
obtained |-V plots. Average Ca®* current amplitudes were
400£31 pA (n=46), 362+27 pA (n=48) and 345+14 pA
(n=164) in neurons from naive, control and DA-depleted
striata, respectively (Fig. 1J; NS). Current density (current/
whole cell capacitance) showed no significant differences
(Fig. 1K), indicating that Ca®* channels numbers do not
change after DA depletion.

But neostriatal neurons express several classes of
Ca*" channels (Ca,l1.2, 3 Lcp-, Cay2.1-3-N, P/Q, R)

(Bargas et al., 1994; Salgado et al., 2005; Martella et al.,
2008). Therefore, we also evaluated whether their relative
proportions change as a result of DA depletion. Fig. 2
shows |-V plots from two neurons exposed to three selec-
tive channel blockers in sequence: 10 w M nitrendipine to
block L-type (Ca,l) Ca®*'-channels, 400 nM w-aga-
toxin-TK to block P/Q-type (Ca,2.1) Ca?*-channels, 1 uM
»-CgTx to block N-type (Ca,2.2) Ca®*-channels, and fi-
nally 100 uM Cd?®* to block Ca?*-channels which are left
(mostly Ca,,2.3 or R-channels) (Bargas et al., 1994). The
same drug application sequence was administered in sam-
ples of neurons obtained from both ipsi- and contra-lateral
striata of 6-OHDA-lesioned animals. Percentages of block-
age obtained for the control side (Fig. 2A) were 31+=6%,
32+6%, 8+1%, and 18+5% after nitrendipine, w-aga-
toxin-TK, w-conotoxin GVIA, and Cd?*, respectively
(n=7). While the corresponding percentages for the DA-
depleted striatum were (Fig. 2B): 33*x6%, 27*5%,
12+3%, and 19%5%, respectively (n=8). No significant
(NS) differences were found (Fig. 2C). However, because
this comparison was based on small samples of neurons
commonly exhibiting some variability, as compared to
larger samples in previous studies (Salgado et al., 2005;
Martella et al., 2008), we also estimated the expression of
L, N and P/Q types Ca?*-channels by Western blot anal-
ysis from dissected naive, control and DA-depleted dorsal
striata (Fig. 2D). Basically, this analysis confirmed the
electrophysiological measurements: DA depletion induced
by 6-OHDA lesion of the SNc does not change the relative
expression of Ca®" channels present in medium-sized
neostriatal neurons.

To examine Ca®* current modulation by D,R-class in
DA-depleted striata we used quinelorane, a selective D,R-
class agonist (Gackenheimer et al., 1995; Coldwell et al.,
1999). As expected, not all neurons were sensitive to
quinelorane: D,R-class-mediated inhibition of Ca?* cur-
rent was observed in approximately 70% of the neurons
from naive, control and DA-depleted striata. This percent-
age is similar to the proportion of striatal neurons express-
ing D,R-type plus those co-expressing D, and D,R-type.
In addition a few neurons may express the D; or D,R-
types (Surmeier et al., 1996). It was observed that 100 nM
quinelorane, a concentration that hardly affected Ca®*
currents in any neuron obtained from naive/control striata
(Fig. 3A, B), readily reduced Ca®* currents in neurons
obtained from DA-depleted striata (Fig. 3C). C-R plots
were built for D,R-class responsive neurons from naive
(Fig. 3D empty circles; n=36) and control side striata
(Fig. 3D filled squares; n=14). C-R plots were best fitted
with a two sites model (black line; Hill coefficient
(mean+estimation error)=0.57+0.12, r#=0.98) with ICg,s
of 493+90 nM and 40+17 uM (gray lines; see Experimen-
tal Procedures). There were no significant differences be-
tween control side and naive striata (results were pooled
together). In contrast, the C—R plot built with neurons
obtained from DA-depleted striata exhibited a considerable
leftward shift (Fig. 3E gray circles; n=32) and was best
fitted with a three sites model (black line; Hill coeffi-
cient=0.32+0.04, r’=0.99) with IC5,s of 0.8+0.1 nM,
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Fig. 1. Ca?* current density is not altered in medium-sized neostriatal neurons after DA depletion. (A, B, C) Representative families of currents evoked
by 20 ms voltage commands (top) from —80 to 50 mV, in 10 mV steps, in neurons dissociated from (A) naive, (B) control and (C) DA-depleted striata.
Arrows indicate the times where measurements were taken. (D, E, F) Representative current evoked with a depolarizing ramp command from —80
to 50 mV (top: 180 ms; 0.7 mV/ms) in the same neurons. (G, H, I) Current-voltage relationships (I-V plots) built with corresponding measurements
in (A, B, C) (symbols) and (D, E, F) (continuous lines). Superimposition shows a match in all three cases. (J) Histogram comparing Ca®* current
amplitude (mean=SEM) in samples of neurons (n>40) recorded in each condition. (K) Current divided by cell capacitance in each neuronal sample

shows no significant change in current density.

90+17 nM, and 9.8+1.5 uM (gray lines) (P<0.0001 and
P<0.001 comparing the two right sites and £<0.0001 com-
paring the Hill coefficients; Student’s t-tests; see Experimen-
tal Procedures). The results show that D,R-class modulation
of Ca®™ current is altered after DA depletion suggesting that
it reflects D,R-class supersensitivity: (1) the leftward shift in
the C—R plot and lower IC5,s correlated with the described
increase in receptor affinity (Chefer et al., 2008), (2) an ad-

ditional very sensitive site of action was unveiled (18% of
modulation; Hill coefficients were significantly different, from
~0.6 to ~0.3, using the best fits in each case; see Experi-
mental Procedures), and (3) the maximal reduction of Ca®*
current (E, ) was enhanced: 70+3% (n=32 DA-depleted)
vs. 57+4% (n=50 control/naive; P<0.005), paralleling the
reported increase in D,R numbers (Creese et al., 1977; Qin
et al., 1994, Cai et al., 2002).
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Fig. 2. Relative expression of Ca?* channel types is not altered by DA depletion in medium-sized neostriatal neurons. (A, B) Specific Ca®>* channel
antagonists were administered in sequence: 10 uM nitrendipine to block L-type (Ca,1) Ca?"-channels, 400 nM w-agatoxin-TK (w-AgTx) to block
P/Q-type (Ca,2.1) Ca**-channels, 1 uM »-CgTx to block N-type (Ca,2.2) Ca*>*-channels, and finally 100 uM Cd?* to block Ca?*-channels which are
left (mostly Ca, 2.3 or R-channels) on a sample of neurons from (A) control (n=7) and (B) DA-depleted (n=8) striata. (C) There were no significant
differences in the percentages of block between the two samples. (D) This result is supported by Western blots comparing the expression of a-subunits
of Ca?* channels in cell lysates obtained from naive, control and DA-depleted striata (n, ¢ and d, respectively). Signal from ATPase (~110 kDa) was

used as a loading control.

DISCUSSION

It is demonstrated that Ca®" current modulation by D,R-
class activation reflects D,R-class supersensitivity, indicat-
ing that this phenomenon is capable to disrupt intrinsic
mechanisms of neostriatal neurons. Similar findings have
been reported for globus pallidus neurons by using quin-
pirole (Stefani et al., 2002).

We showed that Ca®* current density and relative
contributions of Ca®*-channel types do not change in
neostriatal neurons after DA depletion. As in previous stud-
ies, these comparisons did not assume differences among
striatal neurons. Therefore, they rule out adaptive changes
in the molecular effectors (Ca®"-channels) themselves.
C-R plots built by measuring a function normally regulated

by DA: Ca®* current modulation in D,R-class responsive
neurons, did exhibit changes compatible with supersensi-
tivity: First, a leftward shift of the whole C-R plot after DA
depletion demonstrated an increased sensitivity. Sec-
ondly, an additional nanomolar sensitive site was unveiled
(Seeman et al., 2005) after a significantly different Hill coef-
ficient value. Finally, an increased maximal response was
also detected. Therefore, Ca2™" current modulation reveals a
functional correlate of D,R-class supersensitivity. Because
relative contributions of Ca®*-channel types were not modi-
fied after DA depletion, the differences encountered can be
attributed to DA receptor-signaling alterations.

At present, the identity of the different sites of action
found is not known. Single neostriatal neurons express
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Fig. 3. Concentration-response relationships for quinelorane. (A, B, C) Representative |-V plots before (black) and during 100 nM quinelorane (gray)
in neurons from (A) naive, (B) control-side and (C) DA-depleted striata. Note that 100 nM quinelorane only affects neurons obtained from DA-depleted
striata, which are also affected by smaller quinelorane concentrations. (D) C—R plots for neurons obtained from naive (empty circles) and control side
(filled squares) striata. Black trace is the best fit for two action sites, each one represented by the gray lines: ICg,s: 493 nM and 40 uM (r?=0.98;
neurons from naive and control side striata were pooled together since there were no significant differences; see Experimental Procedures). (E) The
C-R plot obtained from neurons of DA-depleted striata was shifted to the left (symbols) and better fitted with three sites, each one represented by the
gray lines: IC4,s: 0.8 nM, 90 nM and 9.8 uM (r=0.99). P<0.0001 and P<0.001 comparing the two sites in naive/control striata with the two sites at
the right in the C-R plot from DA-depleted striata, respectively. Maximal reduction of Ca®* current (E,,,,) obtained from control/naive striata (57 +4%)
was significantly enhanced in neurons obtained from DA-depleted striata (70+=3%; P<0.005).

various types (D,R, D3R, and D,R) of the D,R-class
(Surmeier et al., 1996). Therefore, a working hypothesis
would be that one of these types is particularly involved
in the boosted modulation. Given that the affinity re-
ported for quinelorane on DjR-type is about ~1 nM
(Gackenheimer et al., 1995; Coldwell et al., 1999), it is
suggested that the novel site (IC5,=0.8 nM) disclosed
after DA depletion could be related to D;R-type. Prelim-
inary data (unpublished results) using selective antago-
nists for D,R-, D;R- and D,R-types are in line with this
idea. Alternatively, different D,R-type affinities resulting
from crosstalk or dimerization of some receptors may
explain the data.

Ca®* currents are essential for adjusting patterning,
excitability and synaptic transmission in neostriatal neu-

rons and circuitry (Hernandez-Lopez et al., 1997, 2000;
Perez-Garci et al., 2003; Vergara et al., 2003; Guzman et
al., 2003; Salgado et al., 2005). The present results sug-
gest a cause of possibly changes found in these variables
after DA depletion.
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