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INTRODUCCION

Control motor

Percibir las condiciones del medio externo, regular el estado de los 6rganos
internos, coordinar los movimientos (voluntarios e involuntarios), asi como las
conductas que presenta cada organismo, son funciones que se llevan a cabo
por un complejo sistema de redes neuronales que forman parte del Sistema
Nervioso (Kardog, 1999).

El Sistema Nervioso presenta una alta complejidad morfofisiolégica, lo que ha
generado la colaboracion de cientificos provenientes de diversas éareas:
matematicas, fisica, quimica, fisiologia, medicina, biologia molecular, etc. El
objetivo conjunto es entender de manera mas clara la funcion del sistema,
mismo que se divide morfolégicamente para su estudio en Sistema Nervioso

Periférico y Sistema Nervioso Central.

El Sistema Nervioso Central (SNC) estd constituido por el diencéfalo,
mesencéfalo, puente (tallo cerebral) y la médula espinal, mismos que reciben
estimulos provenientes del medio externo y responden a ellos. Dentro de las
respuestas que se generan, una que provoca gran interés es el movimiento
(Kandel et al.,, 2000). Para que un movimiento sea ejecutado por una
extremidad se requiere: a) activar los musculos agonistas que ejecutan el
movimiento (ej. flexores), b) inhibir los mdsculos antagonistas que se oponen a
dicho movimiento (ej. extensores), y c) activar ciertos musculos posturales o
antigravitatorios para preservar el centro de gravedad del cuerpo, manteniendo
el equilibrio mientras el movimiento se efectta. Asi, el correlato neural de todo
movimiento requiere que las neuronas de unos musculos se activen y las de

otros se inhiban (Bargas y Galarraga, 2000).

La activacion o inhibicion de estructuras como el sistema extrapiramidal, el
tronco encefélico y el ndcleo rojo permiten la ejecucion del movimiento
deseado; otras estructuras encargadas de coordinar el movimiento también,

son el cerebelo y los Ganglios Basales (Sanchez, 2012).



Ganglios Basales
Organizacién anatémica

Los Ganglios Basales (GB) son un grupo de ndcleos subcorticales, que se
encuentran conectados entre si, formando un circuito neuronal. Estos ndcleos
desempeiian una importante funcién en el control del movimiento voluntario
(Bolam et al., 2000). Sin embargo, al contrario de la mayoria de los demas
componentes del sistema motor, no tiene conexiones directas de entrada o
salida con la médula espinal. Estos nucleos reciben informacion primaria de la
corteza y responden enviando sefiales a través del talamo, éste a su vez envia
sefales a la corteza prefrontal, premotora y motora. Las funciones motoras de
los ganglios basales por lo tanto estan mediadas, en gran parte, por areas
motoras de la corteza frontal (Kandel et al., 2000). Los nucleos que conforman
el circuito de los ganglios basales son: el Cuerpo Estriado, el Globo Palido, la
Sustancia Negra y el Nucleo Subtalamico, (figura 1); algunos ndcleos a su vez
se subdividen, como se describe a continuacion (Bar-Gad et al., 2003).

Estriado

Se encuentra formado por el Nucleo Caudado y el Putamen, asi como por el
nucleo Accumbens (Bar-Gad et al., 2003). El caudado y putamen en primates
reciben el nombre de estriado, mientras que en roedores recibe el nombre de
neoestriado (Kandel et al., 2000). Este es el nacleo de entrada de los ganglios
basales y es blanco de aferencias corticales (de naturaleza glutamatérgica), asi
como aferencias nigrales, provenientes de la porcidbn compacta de la sustancia
negra, de naturaleza dopaminérgica (Blandini et al., 2000). Las neuronas del
estriado estan divididas en dos poblaciones principales: Neuronas Espinosas
Medianas (NEMs) que son de proyeccion y conforman el 95 % de la poblacién
y las interneuronas, que comprenden el 5 % restante. Las NEMs miden de 12
a 20 ym de diametro e irradian de 4 a 5 dendritas primarias, se caracterizan por
sus numerosas arborizaciones, dicho patron permite una interaccién colateral
con otras neuronas. Las NEMs usan Acido y-amino butirico (GABA) como
neurotransmisor principal, se sabe también que pueden coexpresar algunos

neuropéptidos como sustancia P, encefalina, dinorfina o neurotensina,



dependiendo del blanco de cada neurona. Las interneuronas (de origen
colinérgico), se caracterizan por la ausencia o rara presencia de espinas en sus
dendritas, lo cual contrasta con la alta densidad de NEMs (Parent y Hazrati,
1995a). Las neuronas estriatales, proyectan al globo palido en su porcion
externa e interna, asi como también a la sustancia negra en su porcién
reticulada, siendo los dos ultimos los principales nucleos de salida del circuito

de los ganglios basales.
Globo Palido

Conocido también como complejo palidal, el globo palido comprende dos
segmentos, el globo péalido externo (GPe) y globo palido interno (GPi), ambos
de actividad autonoma. Las neuronas de ambos segmentos son muy similares
morfolégicamente y ambos tienen un papel importante dentro del control motor
(Parent y Hazrati, 1995b).

El GPe ha sido clasicamente considerado como punto de relevo o integrador
central dentro de los GB, ya que recibe aferentes del estriado y proyecta tanto
al NST como a la sustancia negra reticulada, al GP interno y hacia el Talamo
(Parent y Hazrati, 1995b; Bar-Gad et al., 2003; Sanchez, 2012). La mayor parte
de las neuronas que componen a éste segmento del GP son neuronas de
proyeccion cuyas dendritas alcanzan 1000 um de largo. Varios estudios han
revelado que el 85 % de sus células poseen una frecuencia de disparo alta
(con pausas); como el estriado, el GPe es de naturaleza GABAérgica (Bar-Gad,
2003).

El GPi es el nacleo mas pequefio de los GB, estéa relacionado funcionalmente
con la sustancia negra en su porcion reticulada (SNr), es decir, es también un
ndcleo de salida. Sus aferentes son de tipo GABAérgicas (provenientes del
estriado) y glutamatérgicas (provenientes del nucleo subtalamico). Proyecta
hacia el Talamo y al nucleo habenular. Sus neuronas poseen una frecuencia de
disparo alta que a diferencia del GPe, son disparos no pausados. Se considera
gue participa de manera importante en el movimiento del sistema musculo

esquelético (Parent y Hazrati, 1995b).
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Figura 1. Los ganglios basales. Esquema que ilustra la posicion de los nicleos que conforman
el circuito de los ganglios basales: Estriado (Caudado-Putamén), Globo Palido externo (GPe),
Globo Palido interno (GPi), Nucleo Subtalamico (NST), Sustancia Negra (Sanchez, 2012).

Nucleo Subtalamico

Se caracteriza por ser el Unico ndcleo del circuito con proyecciones
excitatorias, es decir, las neuronas del NST son de naturaleza glutamatérgica,
compuestas principalmente por NEMs que se encuentran tonicamente activas.
El NST proyecta hacia ambos segmentos tanto del GP como de la SN (Bar-
Gad et al., 2003).

Sustancia Negra

Se extiende a lo largo del mesencéfalo y la parte caudal del diencéfalo, sus
neuronas contienen neuromelanina, caracteristica de estos nucleos. Dividida
en dos porciones: Sustancia Negra en su porcion compacta (SNc) y Sustancia

Negra en su porcién reticulada (SNr), (Bargas y Galarraga, 2000).
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Sustancia Negra compacta

La SNc regula el circuito de los ganglios basales por medio de la liberacion de
dopamina (DA), sus proyecciones van al estriado, al nucleo subtalamico y al
GPe. Sus dendritas proyectan hacia la SNr. Las aferentes GABAérgicas
provienen del estriado, complejo palidal y SNr; las aferentes glutamatérgicas
provienen principalmente de la corteza media prefrontal, nacleo subtalamico y
ndcleo pedunculopontino. Recibe ademas inervacidbn serotoninérgica

proveniente del nucleo del rafe (Sanchez, 2012).
Sustancia Negra reticulada

La Sustancia Negra en su porcion reticulada (de naturaleza GABAEérgica),
tiene actividad espontanea, envia sus proyecciones al Talamo, al coliculo
superior y al nacleo pedunculopontino. La actividad de la SNr esta regulada por
aferentes de diferentes tipos: glutamatérgicas (provenientes del NST);
GABAérgicas (provenientes del estriado, del GP y de las colaterales de los
axones de las propias neuronas de la SNr) y aferentes dopaminérgicas
provenientes de dendritas de las neuronas de la SNc (Ibafiez-Sandoval et al.,
2006; Sanchez, 2012). Las proyecciones que van de la SNr al coliculo superior
tienen un efecto marcado en el control de los movimientos oculares (Parent y
Hazrati, 1995a).

La SNr es la salida primaria dentro de los ganglios basales, al igual que el
segmento interno del GP (Radnikow and Misgeld, 1998); son considerados en
muchos casos como una sola entidad dentro de los GB (Bar-Gad et al., 2003),
por lo tanto, hay que inhibir y/o activar selectivamente a algunas neuronas de
la SNr y GPi para que se realice correctamente un movimiento deseado
(Bargas y Galarraga, 2000), de tal manera que, la coordinacién de estos
nacleos se ve reflejada en el control motor de los individuos (Blandini et al.,
2000).
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Organizacién funcional de los Ganglios Basales

El modelo predominante para explicar el funcionamiento de los ganglios
basales se basa en la existencia de dos vias: una via directa y una via indirecta
(Gerfen et al., 1995). Ambas vias son activadas en presencia de dopamina,
ésta Ultima se proporciona a todo el circuito por las neuronas de la SNc. La
activacion de ambas vias tiene como resultado, un efecto sinergista en la
promocién del movimiento, a través del circuito compuesto por los ganglios

basales (Baragas y Galarraga, 2000; Obeso et al., 2002).
Via directa

La via directa o proyeccion estriado-nigral, es denominada asi, debido a que la
informacion que llega al ndcleo de entrada, viaja directamente al nucleo de
salida. Es decir, la informacion proveniente de la corteza llega al estriado y las
neuronas de éste nucleo proyectan directamente al segmento interno del globo
palido (GPi) y a la SNr. Al activar ésta via se promueve la activacion del tAlamo
y éste a su vez estimula la actividad de la corteza motora, por lo tanto se facilita
el movimiento. La via directa se caracteriza por expresar receptores
dopaminérgicos de la familia del tipo D1, principalmente (Surmeier, 1996;
Avalos-Fuentes, 2013).

Via indirecta

La via indirecta recibe éste nombre debido a que la informacién proveniente del
nucleo de entrada, realiza un relevo sinaptico en dos nucleos mas, previo a su
llegada al nucleo de salida. Es decir, las neuronas del estriado proyectan al
segmento externo del globo pélido (GPe), a su vez el GPe proyecta al nucleo
subtalamico (NST), el cual es de naturaleza glutamatérgica y finalmente el NST
proyecta hacia el GPi y la SNr. La actividad basal del estriado inhibe al GPe, en
ésta condicion el GPe no puede inhibir al NST, por lo tanto el NST envia
actividad glutamatérgica a la SNr, aumentando su actividad (GABAérgica), lo
cual deriva en la inhibicion del talamo y la corteza, lo que resulta en la
disminuciébn del movimiento. La via indirecta se conoce también como
proyeccién estriado-palidal y se caracteriza por expresar receptores
dopaminérgicos de la familia tipo D2 (Obeso et al., 2002).
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Como se menciond anteriormente, las respuestas que se generan dentro del
circuito de los GB llegan al talamo a través de los nucleos de salida (GPi/SNr).
La respuesta es mediada por el neurotransmisor GABA principalmente, el cual
llega directamente a la parte ventrolateral del talamo asi como al nucleo
peddnculo pontino. La actividad neuronal en los nucleos de salida es mediada
por un mecanismo de control dual, donde se regulan ambas vias (figura 2), ya
gue en presencia de DA, la actividad de la via directa aumenta la inhibicion del
GPi/SNr, provocando la desinhibicion del tdlamo y la corteza motora,
promoviendo asi el movimiento; por otra parte, la activacion de la via indirecta,
inhibe la liberacion GABAérgica del estriado al GPe, por lo tanto el GPe se
encuentra activo y al ser de naturaleza GABAérgica, inhibe al NST (el cual es
de naturaleza Glutamatérgica), en ésta condicion el NST no puede activar a la
SNr, al estar inhibida la SNr, ésta no puede inhibir al tdlamo y por lo tanto el
talamo estimula a la corteza motora, promoviendo también el movimiento
(Obeso et al., 2002).

Figura 2. Esquema de Ila
organizacion funcional de los
ganglios basales. Se muestra la
inervacion correspondiente a cada
nacleo, el color rojo indica
inervacién glutamatérgica, en azul
se indica inervacién GABAérgica y

en amarillo se indica inervacion

SNr/GPi dopaminérgica.
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La dopamina en el control motor

El funcionamiento correcto de ambas vias esta mediado por la regulacion
dopaminérgica. La dopamina pertenece al grupo de las aminas biogénicas,
sustancias que por su conformacion quimica se les denomina catecolaminas.
Las proyecciones del sistema dopaminérgico inervan a la corteza, al sistema
limbico, al tdlamo y todos los nudcleos de los ganglios basales (Obeso y
Lanciego, 2011). Esta se sintetiza a partir del aminoacido tirosina, que a través
de la tirosinhidroxilasa (TH) es convertida en un compuesto denominado L-
dopa (L-dihidroxifenilalanina), que a su vez se convierte en dopamina por la
descarboxilasa de amino4cidos aromaticos, como se muestra en la figura 3
(Nelson y Cox, 2000).

COCH

Tirosina HOO CHZCHNHQ

Tirosinhidroxilasa

(TH)
HO COOH|
@ L-dihidroxi- |
a fenilalanina
ey HO CH,CNH,
Dopadescarboxilasa
HO
(b) Dopamina
(DA) HO CH,CHoNH,

Figura 3. Sintesis de dopamina, neurotransmisor que se forma a partir del aminoacido tirosina.
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Receptores Dopaminérgicos

La transmisién dopaminérgica es mediada por receptores de siete segmentos
transmembranales acoplados a proteinas G (GPCR’s por sus siglas en inglés)
(figura 4). Existen cinco receptores dopaminérgicos: D1, D2, D3, D4 y D5,
agrupados en dos familias con base en su homologia y propiedades

farmacoldgicas (Shioda et al., 2010).

Neurotransmisor

)

Receptor acoplado
a la proteina G

Hélice que cruza
la membrana

Lado extracelular

»
0000000000000 00 000000000000000000000 0

&

..0.......0.0..1
Lado intracelular

Proteina G

Figura 4. Estructura basica de un receptor acoplado a proteina G. Consta de siete dominios
transmembranales, con el sitio de unién al transmisor en la parte extracelular y el sitio de union

a la proteina G en la parte intracelular.
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Familia tipo D1

Dentro de la familia del tipo D1 se encuentran los receptores D1 y D5, los
cuales presentan una alta homologia (85 %) en sus dominios
transmembranales (Missale et al., 1998). Se caracterizan por tener el tercer
loop intracelular corto y el carboxilo terminal largo (Shioda et. al., 2010). Ambos
receptores se acoplan a proteinas Gaolf 0 Gais (estimulatorias), es decir,
estimulan la actividad de la Adenilato ciclasa elevando los niveles de formacion
de AMPc, activando a su vez a la PKA (Neve et al.,, 2004; Surmeier et al.,
2011). Los receptores de ésta familia se expresan preferencialmente en
neuronas que son inmunopositivas para sustancia P y dinorfina, es decir, en

neuronas de la via directa (Missale et al., 1998).

Familia tipo D2

La familia del tipo D2, esta conformada por los receptores D2, D3 y D4, donde
el receptor D2 presenta una homologia del 75 % con el receptor D3, y es
homodlogo en un 53 % con el receptor D4 (Missale et al., 1998). El tercer loop
intracelular largo es una caracteristica comun en los receptores de ésta familia,
asi como el carboxilo terminal corto (Shioda et al., 2010). Los receptores de la
familia tipo D2, se acoplan a proteinas Gipo (inhibitorias), por lo que inhiben la
actividad de la Adenilato ciclasa (Neve et al., 2004; Surmeier et al., 2011). Los
receptores D2, D3 y D4 se expresan preferencialmente en neuronas que son
iInmunopositivas para encefalinas (coliberan encefalinas), es decir, en neuronas

de la via indirecta (Missale et al., 1998; Karpa et al., 2000).

Degeneracion dopaminérgica y su implicacion en enfermedades motoras

Los receptores dopaminérgicos juegan un papel muy importante dentro del
circuito de los GB y de ellos depende en gran medida el correcto
funcionamiento del mismo (Matuszewich y Yamamoto, 1999), por lo que la
disfuncion o degeneracion dopaminérgica esta implicada en la etiologia de

trastornos motores (Radnikow y Misgeld, 1998).
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Dada la frecuencia y al amplio espectro de desérdenes motores que causan,
los trastornos de los GB son de importancia médica (Surmeier et al., 2011).
Dichos trastornos se pueden dividir en hipocinéticos e hipercinéticos. Los
trastornos hipocinéticos se caracterizan por el deterioro del inicio del
movimiento (acinesia) y por una menor amplitud y velocidad del movimiento
voluntario (bradicinesia). Por lo general, estos signos van acompafiados de
rigidez muscular (aumento de la resistencia al desplazamiento pasivo) y
temblor, mientras que los trastornos hipercinéticos, se caracterizan por una
actividad motora excesiva, cuyos sintomas son movimientos involuntarios y
reduccion del tono muscular (Kandel et al., 2000). La enfermedad de
Parkinson, es un claro ejemplo de trastornos motores causados por la

degeneracion de neuronas dopaminérgicas (Radnikow y Misgeld, 1998).

La degeneracion de las neuronas de la SNc provoca una deficiencia importante
tanto en la sintesis como en la liberacion de dopamina, lo que se traduce en un
problema para el sistema motor, dado que las neuronas dopaminérgicas
participan en la activacion de canales idnicos y en la liberacibn de otros
neurotransmisores (Koeltzow et al., 1998). Se ha demostrado que controla de
manera positiva la liberacion de GABA en las terminales estriado-nigrales a
través de la activacion de receptores presinapticos D1 y D3 (Floran et al.,
1990; Avalos-Fuentes et al., 2013); a su vez, se ha observado que la activacion
de receptores dopaminérgicos D1 y D2 pueden mediar por distintos
mecanismos, cambios en los niveles de calcio (Ca?*) intracelular (Missale et al.,
1998).

Participacion del Ca?* en la regulacién intracelular a través del complejo

Calmodulina/Calcio calmodulina cinasa

Las concentraciones de Ca?* intracelular son finamente reguladas por una
amplia variedad de canales, acarreadores y bombas, tanto en la membrana
plasmatica como en organelos (reticulo endoplasmatico, mitocondria, etc.). La
regulacion de la concentracion de calcio en la célula es importante, dado que
un incremento prolongado de éste, promueve muerte celular; diferencias en la
amplitud, frecuencia y localizaciéon de calcio puede codificar una variedad de

mensajes que son decifrados por un amplio nimero de proteinas de union al
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calcio, como la calmodulina (CaM), la cual es una proteina de alta afinidad por
calcio (Wayman et al.,, 2011). La CaM se encuentra presente en todas las
células nucleadas, especialmente en el tejido nervioso (Bradford, 1985), actua
como sensor de calcio celular para activar canales i6nicos y enzimas que
regulan el ciclo celular, organizacién del citoesqueleto y desarrollo (Shioda et
al., 2010).

El complejo Ca?*/CaM se puede unir a varios blancos, incluyendo a las cinasas
de la familia de Serina-Treonina (Ser/Thr), regulando su actividad vy
funcionalidad, tal es el caso de la Cinasa dependiente de Calcio calmodulina o

CaMK, por sus siglas en inglés (Wayman et al., 2011).
Cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CaMK)

La cinasa dependiente de Ca?*/CaM es una proteina involucrada en numerosos
procesos fisiologicos (Wayman et al., 2011), ha sido identificada en conocidos
modelos experimentales (Aplysia y Drosophila), asi como en el tejido nervioso
de varias especies de mamiferos. Se ha reportado que se expresa en
hipocampo, neocorteza, corteza pirforme, septum lateral, caudado, putamen y
sustancia negra (Colbran, 1992).

La cinasa dependiente de Ca?/CaM comprende cuatro variantes referidas
como CaMK |, I, IV y CaMKK. La CaMKI asi como la CaMKIV son proteinas
monomeéricas que presentan una propiedad comun de activacion que implica la
unién de Ca?*/CaM vy fosforilacion por la CaMKK, por lo que se ubican dentro
de un proceso conocido como cascada de cinasas dependientes de calcio-
calmodulina (fig. 5). La CaMKI es ampliamente expresada en citosol y puede
fosforilar varios sustratos, como la sinapsina |. En contraste la CaMKIV,
conocida también como CaMK-Gr ya que es abundante en células granulares
cerebelares, es localizada principalmente en nucleos. La CaMKIV fosforila
factores de transcripcion incluyendo PKA, CREB y CBP, mismos que juegan un
rol importante dentro de la transcripcion de genes (Soderling, 1999). La CaMKK
controla la actividad de ambas cinasas, (I y Il). Tiene dos isoformas, a y [3,
ricamente expresadas en citoplasma y nucleo respectivamente. La CaMKK

participa también en la activacion de PKB (Akt), importante protector neuronal
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ante muerte celular programada, durante el desarrollo (Soderling, 2000;
Hudmon and Schulman, 2002).

ca
Canal de
calcio

Adenilato
Ciclasa

Ca”/CaM =) CaMKIll =) eEF2 -

J

—| CaMKK =) PKB —| Apoptosis

'CREB €= CaMKIV )

| s

_Transcripcion

Figura 5. Calcio calmodulina proteina cinasa o CaMK (por sus siglas en inglés). La entrada de
calcio a la célula activa a la CaMK tras unirse a la calmodulina. Se muestran las variantes que
presenta la CaMK asi como su funcion dentro de la célula. Se aprecia que la CaMKIl participa

en importantes funciones como la conducta, el desarrollo y la plasticidad cerebral.
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CaMKII
Morfologia y distribucion

La CaMKIl es probablemente, la cinasa dependiente de Ca?"/CaM mas
ampliamente estudiada. Es un heteromero de doce subunidades, cuya
estructura es conformada por dos anillos hexaméricos (fig.6a) superpuestos
(Huynh and Pagratis, 2011). Presenta cuatro subunidades denominadas aq, 8, y
y 0, de las cuales, es la subunidad a la que se expresa mayormente en el

cerebro (Wayman et. al., 2011).

La CaMKlIla tiene un peso molecular de 54 kDa que, junto con la CaMKIIf (60
kDa) logran el 1 % de la proteina total presente en el cerebro de roedores
(Hudmon and Schulman, 2002). Esta constituida por un dominio catalitico (N-
terminal), un dominio regulatorio y un dominio de asociacion (C-terminal).
Dichos dominios representan los sitios de inactivacion, regulacién y activacion

de la proteina (fig. 6b), respectivamente (Colbran and Brown, 2004).

CaMKIlI: Fisiologia

Una caracteristica importante de la CaMKlla es que posee dos procesos de
activacion que no son mutuamente excluyentes, uno dependiente de calcio y

otro independiente de calcio (Hudmon y Shulman, 2002).

La union Ca/CaM-CaMKlla se da tras el aumento en los niveles de calcio
intracelular, ésta union promueve la fosforilacion de la Treonina 286 (Thr286),
lo que resulta en la activacion de la CaMKIlla (activacion dependiente de Ca?*).
La Thr286 no es el unico sitio de fosforilacién de la CaMKlla, pero si uno de los
mas importantes, ya que éste sitio tiene la capacidad de autofosforilarse,
proceso que le confiere a la cinasa actividad independiente de Ca?* (fig. 7). Al
autofosforilarse, la CaMKIlla es capaz de permanecer activa aun cuando haya
ocurrido la disociacién del complejo Ca?*/CaM o cuando los niveles de Ca?*
intracelular hayan disminuido (Wayman et al., 2008); por consiguiente la
actividad independiente (o auténoma) de la CaMKIlla evoca una prolongada

respuesta fisiolégica (Soderling, 2000; Hudmon and Schulman, 2002).
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o Figura 6. Estructura de la
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(verde). Tomado de Colbran,

2004.

Dadas las caracteristicas de la CaMKlla, es decir, su amplia distribucion y alta
expresion en neuronas, especialmente en poblaciones post-sinapticas
(Soderling, 2000), se le ha implicado en mdultiples vias de sefalizacion. Esta
bien documentado que participa en crecimiento dendritico (Colbran and Brown,
2004), asi como en procesos relacionados con la memoria y activacion
neuronal; contribuye de manera importante en los procesos de plasticidad
sinaptica e induccion de LTP (Hudmon and Schulman, 2002), a su vez modula
aspectos neuronales de expresion genética, sintesis y exocitosis de
neurotransmisores, funciones de canales iénicos, receptores y morfologia e
interacciones del citoesqueleto (Colbran, 2004). La CaMKlla puede también,
interactuar con diversas proteinas y/o receptores, se ha visto que co-precipita
con el receptor NMDA en extractos de cerebro y co-localiza con el mismo

receptor en cultivos celulares de hipocampo. La CaMKIl interactia también
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Figura 7. Se esquematiza la forma de activacion de la Calcio-Calmodulin cinasa tipo Il. La
autofosforilacién de la proteina puede provocar cambios funcionales y de regulacion celular.

Tomado de Hudmon y Shulman, 2002.

con densina-180, sintaxina y otras proteinas. Estos datos sugieren que la
interaccién de la CaMKIl con mudltiples proteinas presinapticas aumenta la
fosforilacion de sustratos y promueve la liberacion de neurotransmisores
(Colbran, 2004).

Lo anterior describe a la CaMKIlla como una compleja estructura oligomeérica

gue permite mecanismos regulatorios Unicos, asi como interacciones proteina-

proteina de funciones esenciales (Wayman et al., 2008).
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JUSTIFICACION

Recientemente en nuestro laboratorio se observé que la CaMKlla, al activarse
bloquea la actividad del receptor D3, impidiendo que éste cumpla con su
funcion de potenciar los efectos observados tras la activacion de receptores D1
en terminales estriado-nigrales (Avalos-Fuentes, et al.,, 2013). Este efecto
inhibitorio de la CaMKIlla sobre el receptor D3, en teoria podria efectuarse
mediante cualquier mecanismo que incremente el influjo de calcio a la terminal
sinaptica. Por lo tanto, la activaciéon de la CaMKIlla es determinante para que se
lleve a cabo la inhibicion del receptor D3, sin embargo, no es claro aun, el
mecanismo por el cual esta cinasa puede ser activada para llevar a cabo su
efecto inhibitorio sobre estos receptores, por ello en el presente estudio se
evaluan los diferentes mecanismos de activacion de la CaMKlla en las

terminales estriado nigrales.
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ANTECEDENTES

Surmeier et al., en 1996 reportaron que las Neuronas Espinosas Medianas del
estriado que expresan el RNAmM para encefalina (ENK), proyectan
preferencialmente hacia el GP, mientras que las neuronas que expresan el
RNAm para Sustancia P (SP), generalmente proyectan hacia la SNr/GPi;
ademas hay cierto porcentaje de NEMs que expresan ambos mensajeros (ENK
y SP), y éstas neuronas proyectan tanto al GPe como a la SNr/GPi. Reportaron
también que en las NEMs de la via directa (las cuales proyectan del Estriado a
la SNr) cerca de un 50 %, pueden coexpresar receptores D1 (familia D1) y
receptores D3 (familia D2).

Por su parte Marcelino et al., en 2008 propusieron que los receptores D1 y D3
podrian estar formando un dimero, con base en las sefiales de FRET y BRET
obtenidas en su estudio, el cual realizaron en células HEK y en Estriado. Este
grupo de trabajo reportd también, que la formacion del heterémero D1-D3 tiene
una respuesta funcional; mediante experimentos conductuales demostraron
gue el significado funcional de los receptores D3 es obtener una respuesta
potenciada del receptor D1, es decir, que el receptor D3 potencia el efecto del

receptor D1.

Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos por Fiorentini et al., en
2008, quienes también reportaron la posible heterodimerizacion de los
receptores D1 y D3 en estriado, demostrado por co-precipitacion. Ademas
reportaron que la activacion de éste heterodimero estimula la formacion de
AMPc, mostrando también, que el receptor D3 es capaz de potenciar los

efectos del receptor D1.

Posteriormente se demostré que en el nacleo accumbens, el receptor D3 es
capaz de co-precipitar con la CaMKIl, es decir, existe una interaccion fisica
entre ambas proteinas y como resultado funcional de esa interaccion, la
CaMKIlI regula de manera negativa al receptor D3, inhibiendo sus efectos (Liu
et al., 2009).

En 2013 Cruz-Trujillo et al., reportaron que el receptor D1 co-precipita con el

receptor D3 en terminales estriado-nigrales (sinaptosomas). Mediante el
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estudio de corrientes miniatura inhibitorias demostraron que el receptor D3 es
capaz de potenciar el efecto del receptor D1 en la liberacion de GABA, dicho
efecto potenciador se observo también en experimentos de formacién de AMPc

en sinaptosomas de la SNr.

Finalmente, Avalos-Fuentes et al., en 2013 reportaron que en terminales
estriado-nigrales la CaMKIlla modula la actividad del receptor D3. Mediante
experimentos de liberacion de GABA y de formacién de AMPc, encontraron
gue, el receptor D3 es capaz de potenciar el efecto de los receptores D1, como
se habia mencionado previamente, pero solo en presencia de KN-62, un
inhibidor de la CaMKlIla, lo que sugiere que en estas terminales los receptores
D3 son regulados de manera negativa por la CaMKlIla, inhibiendo su efecto

potenciador.
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Con base en lo anteriormente mencionado se plantearon los siguientes

objetivos.
Objetivo general

Estudiar los diferentes mecanismos de activacion de la CaMKlla en terminales
estriado-nigrales de la rata, que modulan la interaccion de los receptores D1y
D3.

Objetivos particulares

Estudiar el nivel de fosforilacion de la CaMKIlla en sinaptosomas de la SNr por

despolarizacién con KCI.

Estudiar el nivel de fosforilacion de la CaMKIlla en sinaptosomas de la SNr por

co-activacion de receptores D1y D3.

Determinar el curso temporal de fosforilacién de la CaMKIla por la activacién de

los receptores D1 y D3.

Determinar el tipo de canales de calcio que estan involucrados en el influjo de
calcio a la terminal estriado-nigral que podria estar activando a la CaMKllq,

mediante la activacion de los receptores D1y D3.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio cuatro del departamento de
Fisiologia, Biofisica y Neurociencias del CINVESTAYV del I.P.N.

Sujetos experimentales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, de entre 200 y 230 gramos, las
cuales fueron mantenidas en condiciones de bioterio: temperatura de 18-23 °C,

ciclos de luz-oscuridad de 12 x 12 hrs; con alimento y agua ad libitum.
Obtencién del tejido

Las ratas fueron sacrificadas por dislocacién cervical y rapidamente
decapitadas para la obtencion del cerebro, el cual fue fijado al fondo de una
caja Petri cubierta con solucion Krebs-Henseleit (NaCl 127 mM, KCI 3.73 mM,
MgSOa4 1.18 mM, KH2PO4 1.18 mM, CaClz 1.8 mM, HEPES 20 mM, Glucosa 11
mM, pH 7.4, previamente oxigenado en una mezcla Oz y CO2/ 4 °C) y se
realizaron cortes coronales de 300 um de espesor con ayuda de un vibratdbmo
(CAMPDEN instruments Itd, USA). Las rebanadas se colocaron en un
portaobjetos y se obtuvo la SNr con ayuda de un microscopio estereoscopico,

identificando al nucleo de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson.
Obtencion de la fraccion sinaptosomal

Una vez obtenido el tejido fue suspendido en una solucion HEPES-Sacarosa
0.32 M (HEPES 5 mM, Sacarosa 0.32 M, pH 7.4) y se homogenizé diez veces
a 450 rpm. El homogenizado fue centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos
a 4 °C, separando de esta manera nucleos y mitocondrias de las membranas.
El sobrenadante fue recuperado y centrifugado a 15,000 rpm durante 30
minutos, posteriormente se recuperd la pastilla (P1) y fue re-suspendida en
solucion cama HEPES-Sacarosa 0.32 M, la cual se vertio sobre una solucion
HEPES-Sacarosa 0.8 M (HEPES 5 mM, Sacarosa 0.8 M, pH 7.4) que fue
centrifugado a 15, 000 rpm durante 30 minutos, y se recupero la pastilla 2 (P2)

de la cual se obtuvieron los sinaptosomas purificados. A dichos sinaptosomas
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se les agregaron los farmacos correspondientes para cada condicién y

posteriormente fueron colocados en hielo para finalizar la reaccion.
Farmacos utilizados

KN 62: Inhibidor selectivo para la CaMKlla (4 pM), SKF 38393: Agonista
selectivo para receptores D1 (1 uM), PD 128, 907: Agonista selectivo para
receptores D3 (100 nM), Nifedipina: Bloqueador de canales de calcio tipo L (10
MM), Solucion con alto potasio (K*): Krebs-Henseleit (NaCl 107 mM, KCI 15
mM, MgSO4 1 mM, KH2PO4 1.2 mM, CaCl> 1.8 mM, NaHCOz 16.5 mM,
Glucosa 11 mM, pH 7.4).

Determinacién de la proteina por Western-Blot

Los sinaptosomas se re-suspendieron en RIPA (Tris-HCI 40 mM, NaCl 150
mM, EDTA 2 mM, Glicerol 10 %, Triton X-100 1 %, Desoxicolato de sodio 0.5
%, SDS 0.2 %, pH 7.6) junto con inhibidores de proteasas (Complete 20 ul y
PMSF 100 mM, 5 pul) y se colocaron en hielo por 15 minutos. Posteriormente
los sinaptosomas se sonicaron 10 veces y se cuantificé la proteina por el
método de Bradford. Una vez cuantificada la proteina, se adicion6 buffer de
muestra (Tris-Base 0.3125 M, Glicerol 50 %, SDS 10 %, Azul Bromofenol 0.5
%, B-Mercaptoetanol 25 %, pH 6.8). La mezcla fue hervida durante diez
minutos para poder asi, congelarla para su posterior estudio.

Electroforesis

Se preparo el gel de acrilamida al 10 % (dado que la CaMKIlla tiene un peso de
54 kD), en el cual se cargd el equivalente a 30 ug de proteina por carril para
cada condicion. Se coloc6 buffer de corrida (Tris-Base 0.125 M, Glicina 0.96 M,
SDS 0.5 %, pH 8.3) en la camara y se realizd la electroforesis a amperaje

constante (75 mA) hasta que la muestra migré hasta el fondo del gel.

29



Transferencia

Posteriormente se realizo la transferencia en camara semiseca, para lo cual se
utiliz6 una membrana de PVDF (0.45 pum) que fue activada con metanol
durante un minuto y lavada por 10 minutos antes de ser hidratada junto con las
almohadillas con buffer de transferencia (Tris-Base 0.05 M, Glicina 0.38 M,
Metanol 20 %, pH 8.3) durante 15 minutos. Se colocé una almohadilla, sobre
ésta se coloco la membrana y sobre ésta a su vez se colocé el gel para cubrirlo
con otra almohadilla (sandwich) y asi colocarlo en la camara, se realizo la
transferencia a amperaje constate (440 mA) por 35 minutos. Una vez realizada
la transferencia se retiraron las almohadillas y el gel para quedarnos solo con la
membrana, la cual se dej6 secar para ser reactivada posteriormente, con
metanol y se lavo con solucion TBS-Tween 0.2 % (Tris-Base 1M, pH 8, NaCl
1.5 M, Tween 20 0.2 %) durante 10 minutos. Una vez lavada la membrana, se
colocé una solucion de blogueo (leche libre de grasa al 10 %) durante 2 horas
en agitaciébn constante, una vez transcurrido éste tiempo, se incub6 la

membrana con el anticuerpo correspondiente.
Incubacion con anticuerpos

Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos primarios (Sta. Cruz
Biotechnology) correspondientes de la siguiente forma: para la CaMKlla total se
utilizé a una dilucién 1: 1000 durante 3 horas, mientras que para la CaMKlla
fosforilada fue en una dilucion 1: 2000 por 14hrs. Posteriormente se retir6 el
anticuerpo primario y la membrana fue lavada con solucion TBS-Tween 0.2 %
durante 40 minutos. Posteriormente las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo secundario (a- Mouse) en una dilucion 1: 5000 durante 2 horas,
después de éste tiempo, se lavé la membrana nuevamente con TBS-Tween 0.2

% durante 40 minutos.
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Revelado

Se aplicé un agente quimioluminescente (ECL-plus General Electric) sobre la
membrana cinco minutos previos a ser revelada por el método de Kodak. Las
placas fotogréficas obtenidas por dicho método, fueron analizadas por
densitometria Optica con el programa Kodak 1D, el cual proporciona unidades
arbitrarias de densitometria de las bandas obtenidas con base en la siguiente

relacion:

Densitrometria Unidades Arbitrarias = Inten:sidad neta — Fondo
Area en pixeles

Los datos obtenidos fueron graficados con el software Graph Pad Prism version
5. Se aplicé un ANOVA de una via seguido de una post-prueba de Tukey.
P<0.05 fue tomado como nivel de significancia estadistico minimo aceptable

entre los grupos.

Los resultados son presentados para cada condicion, en dos paneles, referidos
como A y B, donde A corresponde a las placas fotogréaficas obtenidas por
medio de Western-Blot. La placa superior representa a la CaMKIlla fosforilada
(CaMKlla-P), mientras que la placa inferior representa el control de carga,
expresado en proteina total (CaMKIlla-T). En el panel B se presenta la gréfica
obtenida por medio del andlisis densitométrico realizado a cada placa
fotogréfica, donde se expresa en porcentaje, el nivel de fosforilacion de la

CaMKIlla para cada condicion.
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RESULTADOS

Se considera que la CaMKIlla al ser fosforilada en el residuo T-286 aumenta su
actividad de cinasa, por lo tanto, su nivel de fosforilacion se traduce en nivel de
actividad. Para estudiar las posibles vias por las cuales ésta cinasa es
activada, en el presente proyecto nos propusimos estudiar el nivel de
fosforilacion de la CaMKlla en terminales estriado-nigrales (sinaptosomas) por

medio de Western Blot.

Fosforilacion de la CaMKIla inducida por despolarizacion

Para estudiar la actividad de la cinasa, la primera estrategia experimental fue
evaluar la fosforilacion de la CaMKlla, para lo cual, se aplico a los
sinaptosomas un pulso despolarizante con alto K* durante diez minutos. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 8A, donde (de izquierda a
derecha) la banda 1 corresponde a la fosforilacién basal tomada como el 100
%. La banda 2 corresponde al efecto obtenido al aplicar el inhibidor de la
CaMKIlla (KN-62), donde se observa que el KN-62 no modifica la fosforilacion
basal de la cinasa (D.O. Relativa 91.6 + 3.85 % vs control; ns). La banda 3
muestra el efecto obtenido al aplicar el pulso despolarizante (KCI) en presencia
de KN-62, en donde se encontr6 que el KN-62 es capaz de prevenir la
fosforilacion de la CaMKlla, inducida por el pulso despolarizante (D.O. Relativa
92.6 + 2.35 % vs control; ns). Finalmente la banda 4, muestra que el pulso
despolarizante (15 mM KCI) promueve un aumento en la fosforilacion de la
CaMKlla (D.O. Relativa 159.3 £ 11.5 % vs control; ***p<0.0001), lo que se
traduce en un incremento en la actividad de la cinasa. Lo anterior se aprecia
de manera mas clara en la grafica, donde al comparar las barras
correspondientes a la condicién en la que se aplic6 KCl y la correspondiente al
control, se observa que el aumento en la fosforilacién de la CaMKIlla al aplicar
el pulso despolarizante es estadisticamente significativo, lo que indica que la
despolarizacion participa de manera importante en la activacion de la CaMKlla

en terminales estriado-nigrales.
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Figura 8. Fosforilaciéon de la Calcio calmodulin cinasa Il a (CaMKlla) en terminales
estriado-nigrales inducida por despolarizacién con KCI. En el panel A: Western Blot que
muestra la fosforilacién de la CaMKIla en la Thr 286 (-P), asi como la cantidad total de CaMKlla
(-T), en presencia de distintos tratamientos. En el panel B: Analisis cuantitativo de la CaMKIlla-
P. Se observa que al aplicar el pulso despolarizante (KCL, 15 mM), la fosforilacién de la cinasa
incrementa, no asi, en presencia del inhibidor de la CaMKlla (KN-62, 4uM). ***p<0.0001 vs

control; ANOVA de una via seguido de una post-prueba de Tukey; n=3.
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Fosforilacion de la CaMKIlla por activacion de los receptores

dopaminérgicos D1y D3

Una vez que observamos que la CaMKlIlla es activada al despolarizar las
terminales, el siguiente objetivo fue determinar si la cinasa podia activarse al
estimular a los receptores dopaminérgicos, tanto de manera individual, como
conjunta y estudiar el proceso de fosforilacion de la cinasa durante dicha
maniobra. En éste experimento se activaron los receptores D1 y D3 durante 30
minutos y la fosforilacion basal se tom6 como 100 % (control). Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 9A y 9B, donde encontramos que al activar
al receptor D1 (con su agonista selectivo, SKF 38393), se presenta un
incremento en la fosforilacion de la CaMKIlla, con respecto al control (D.O.
Relativa 125.6 = 6.34 % vs control; *p<0.01); caso contrario con el receptor D3;
ya que al activar a dicho receptor (con su agonista selectivo, PD 128,907), el
nivel de fosforilacion de la CaMKlla es similar al que se observa de manera
basal (D.O. Relativa 99 = 1.41 % vs control; ns), lo que nos indica que la
autofosforilacion de la CaMKIlla no es modulada por la activacion del receptor
D3. Sin embargo, al activar de manera conjunta a ambos receptores, es decir,
al activar tanto al receptor D1, como al receptor D3 (SKF 38393 + PD 128,907),
encontramos que la cinasa aumenta su nivel de fosforilacion mas aun, que la
gue muestra la sola activacion de los receptores D1 (D.O. Relativa 187 + 14.96
% vs control; ***p<0.0001), como se muestra en la figura 9B. Con base en éste
resultado podemos decir que, la activacion del receptor D1 participa en la
activaciéon de la CaMKlla, no asi, la activacion del receptor D3, sin embargo la
co-activacion de ambos receptores si influye de manera importante en la

activacion de la CaMKlla.
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Figura 9. Fosforilacion de la CaMKlla en terminales estriado-nigrales mediante la
activacion de receptores dopaminérgicos D1y D3. En el panel A: Western Blot que muestra
la fosforilacidon de la CaMKIlla en la Thr 286 (-P), asi como la cantidad total de CaMKlla (-T), en
presencia de los agonistas para el receptor D1 y el receptor D3 (SKF 38393: 1 yM y PD
128,907: 100nM, respectivamente). En el panel B: Analisis cuantitativo de la CaMKlla-P. Se
observa que al aplicar SKF 38393, la fosforilacion de la cinasa incrementa, no asi, en presencia
de PD 128,907, sin embargo, al aplicar ambos agonistas, la fosforilacion de la CaMKlla
aumenta aln mas. ***p<0.0001 vs control; *p<0.01 vs control; ANOVA de una via seguido de

una post-prueba de Tukey; n=3.
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Curso temporal de fosforilacion de la CaMKlla, tras la co-activaciéon de

receptores D1-D3

Después de los resultados obtenidos en los experimentos de activacion de la
CaMKlla por despolarizacion y por activacion de receptores D1 y D3, donde
encontramos que ambos mecanismos son capaces de activar a ésta cinasa,
nuestro siguiente objetivo fue determinar el curso temporal de activacion de la
CaMKlla después de la activacion de los receptores D1-D3. Para dicho
objetivo, se realizd la co-activacién de los receptores antes mencionados con
los agonistas selectivos de cada receptor (D1: SKF 38393 y D3: PD 128,907) y
se obtuvieron muestras a distintos tiempos posteriores a ésta accion. En la
figura 10A, se presentan las bandas correspondientes a los tiempos posteriores
a la co-activacion del dimero. De izquierda a derecha representan la respuesta
después de 0, 15, 30 y 60 minutos respectivamente. Es claro que la
fosforilacién de la cinasa aumenta con respecto al tiempo. En el panel B puede
observarse la grafica del andlisis densitométrico, la cual expresa en porcentaje,
el nivel de fosforilacion de la CaMKIlla. De izquierda a derecha, la primera barra
corresponde al nivel de fosforilacién basal de la cinasa (0 minutos), misma que
representa el 100 %; en la segunda barra se observa que a partir de 15
minutos hay un incremento en la fosforilacion de la cinasa (D.O. Relativa 113.6
*+ 3.6 % vs control; ns), pero es hasta los 30 minutos cuando se observa un
aumento significativo en la fosforilacion de la CaMKIla (D.O. Relativa 132.6 +
6.5 % vs control; ***p<0.0001), regresando a los niveles basales al minuto 60
(99.3 £ 14 % vs control; ns). Lo que nos indica que la CaMKIlla presenta una
alta actividad tras la co-activacién de los receptores D1-D3. Estos resultados
nos ayudan a entender de manera mas clara, el tiempo que la CaMKlla
requiere para su actividad, denotando que es a los treinta minutos posteriores a
la co-activacion de los receptores D1-D3, cuando la CaMKlla alcanza un alto

nivel de actividad en las terminales estriado-nigrales.
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Figura 10. Curso temporal de la CaMKIlla en terminales estriado-nigrales, mediante
activacion de los receptores D1-D3. En el panel A: Western Blot que muestra la fosforilacion
de la CaMKlla en la Thr 286 (-P), asi como la cantidad total de CaMKlla (-T), durante la co-
activacion del dimero D1-D3, durante 0, 15, 30 y 60 minutos (de izquierda a derecha,
respectivamente). En el panel B: Andlisis cuantitativo de la CaMKlla-P. La actividad de la
cinasa aumenta con respecto al tiempo, siendo a los 30" cuando se encuentra en un estado de
mayor actividad. **p<0.0001 vs control; ANOVA de una via seguido de una post-prueba de
Tukey; n=3.
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Participacion de canales de calcio tipo L en la fosforilacion de la CaMKllia,

mediante la activacion de los receptores D1-D3

La activacion de la CaMKIlla depende del influjo de calcio a la célula, en éste
trabajo hemos demostrado hasta el momento que la cinasa es activada al
despolarizar las terminales, asi como al activar a los receptores D1 y D3, por lo
cual entendemos que, ambos procesos promueven el influjo de calcio a la
célula, pero, ¢cual es el mecanismo de entrada de calcio que posiblemente
media la activacion de la CaMKlla tras la activacion de los receptores D1 vy
D3?. Resolver ésta pregunta, fue nuestro Ultimo objetivo. Estudios realizados
en nuestro laboratorio, en las mismas terminales (estriado-nigrales),
demostraron que los canales de calcio tipo P/Q y L son activados durante la
despolarizacién con alto K* (Ochoa-Sanchez, 2011), sin embargo solo los
canales tipo L participan en la liberacion de GABA estimulada por la activaciéon
de receptores D1 (Recillas-Morales et al.,2013), por lo que creemos que
quienes podrian estar mediando la respuesta de la CaMKlla en éste caso son
los canales de calcio tipo L, por lo cual en éstos experimentos utilizamos un
bloqueador de dichos canales, la nifedipina (10 puM). Los resultados que
obtuvimos nos indican que al activar a los receptores D1-D3, incrementa de
manera significativa la fosforilacién de la CaMKlla (D.O. Relativa 149.9 £ 4.6 %
vs control; ***p<0.0001), sin embargo al activar ambos receptores en presencia
del bloqueador de los canales de calcio tipo L, la fosforilacion de la cinasa es
prevenida, al mismo nivel que el control (D.O. Relativa 98.64 + 4.56 % vs
control; ns); la nifedipina por si sola no muestra cambios en la fosforilacion
basal de la cinasa (D.O. Relativa 98.5 + 5.39 % vs control; ns), lo que significa
gue los cambios observados son realizados por los distintos tratamientos. En la
figura 11, se aprecia que el aumento en la fosforilacion de la CaMKIlla visto tras
la activacion del dimero D1-D3, es prevenida en su totalidad por la nifedipina,
llevandola a niveles basales. Esto nos sugiere fuertemente que la corriente de
calcio que entra a las terminales estriado-nigrales tras la activacion de los

receptores D1-D3, entra a través de los canales de calcio tipo L.
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Figura 11. Participacion de canales de calcio tipo L en la activacion de la CaMKIlla,
mediante la activacion de los receptores D1-D3. En el panel A: Western Blot que muestra la
fosforilacién de la CaMKIlla en la Thr 286 (-P), asi como la cantidad total de CaMKlla (-T).
Basal, D1-D3, D1-D3+Nifedipina y Nifedipina, de izquierda a derecha, respectivamente. En el
panel B: Andlisis cuantitativo de la CaMKIlla-P. Se observa que al activar al dimero en
presencia de Nifedipina (10 uM), la fosforilacion de la CaMKlla es prevenida, lo que sugiere
fuertemente que la activacion de ésta cinasa es mediada por canales de calcio tipo L, en
terminales estriado-nigrales. ***p<0.0001 vs control; ns: no significativo, ANOVA de una via
seguido de una post-prueba de Tukey; n=3.
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DISCUSION

La dopamina participa en diversas funciones fisiolégicas, como el aprendizaje,
la memoria, la motivacién y la actividad motora. La pérdida de neuronas
dopaminérgicas deriva en disfunciones implicadas en el desarrollo de
enfermedades como Parkinson, Hungtinton, esquizofrenia y abuso de drogas
(Arias et al., 2007). La dopamina actua a través de cinco receptores (D1, D2,
D3, D4 y D5) que se acoplan a proteinas G heterotriméricas (GPCR’s). El
receptor D1 es el receptor dopaminérgico mas abundante en el cerebro, es
encontrado en alta densidad en areas limbicas y motoras. El receptor D3 es el
menos abundante y presenta un patrén de distribucién mas estricto, se expresa
principalmente en el estriado ventral, particularmente en el nicleo accumbens
(shell), en islas de calleja, y en menor concentracién en otras regiones del
cerebro, como en los ganglios basales (Surmeier, 1996). Ambos receptores D1
y D3, han sido implicados en la regulacion de mecanismos como la motivacion,
los procesos cognitivos y emocionales (Fiorentini et al., 2008). Se ha
demostrado que los receptores D1 y D3 pueden interactuar formando
heterbmeros en el estriado y mediar asi, respuestas funcionales sobre la
actividad locomotora, lo cual causa interés ya que ambos receptores sefalizan
por distintas vias (Gs/olf y Gi/o, respectivamente) (Marcellino et al., 2008).
Estudios recientes demuestran que el heterémero D1-D3 se encuentra formado
también en terminales estriado-nigrales, donde la co-activacion de ambos
receptores estimula la formacion de AMPc y modula la transmision GABAérgica
(Cruz-Truijillo et al., 2013). La activacion del receptor D3 tras la activacion del
receptor D1, induce un efecto potenciador en la liberacion de GABA, dicho
efecto se observa solo al activar de manera concomitante a dichos receptores,
sin embargo hay una cinasa capaz de prevenir ésta respuesta: la CaMKllaq,
misma que es dependiente de calcio-calmodulina y que al ser activada puede
modular la actividad del receptor D3, por lo tanto esta implicada en la respuesta
mediada por el dimero D1-D3. La CaMKlla es activada al ser autofosforilada,
por lo que en éste trabajo se realizaron experimentos con sinaptosomas de la
SNr, que nos permitieron estudiar posibles vias por las cuales la CaMKlla se
fosforila. Los resultados obtenidos (descritos anteriormente) se discuten a

continuacion.
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Fosforilacion de la CaMKIlla por despolarizacion

La CaMKIlla se activa tras la unién del complejo calcio-calmodulina al dominio
regulatorio de la cinasa (Hudmon and Schulman, 2002). Se ha demostrado que
ésta cinasa puede modular negativamente la actividad del receptor D3
localizado postsinapticamente en el nucleo accumbens (Liu et al., 2009).
Sabemos también que al activar al dimero D1-D3, se estimula la formacion de
AMPc e incrementa de manera significativa la liberacion de GABA en
terminales estriado-nigrales solo en presencia del inhibidor de la CaMKlla
(Avalos-Fuentes et al., 2013), lo que indica que ésta cinasa estd modulando la
actividad del dimero, por lo que la pregunta principal de éste proyecto fue: ¢ de

gué manera se esta activando la CaMKIlla en las terminales estriado-nigrales?.

Dado que la activaciéon de la CaMKlla es dependiente de calcio, consideramos
gue la despolarizacion es una posible via de activacion para la cinasa; ya que
la despolarizacion con alto K* provoca un aumento en el influjo de calcio a la
célula, con lo cual incrementa la concentracion de Ca?* intracelular en
sinaptosomas (Avalos-Fuentes et al.,, 2013). En nuestros experimentos
encontramos que al aplicar el pulso despolarizante (KCL) a las terminales
estriado-nigrales, se estimula la fosforilacion de la CaMKlla (figura 8),
respuesta que atribuimos a que el cambio en la concentracion de Ca?*
intracelular provocado por la despolarizacion, promueve la union de calcio-
calmodulina (Ca?*/CaM), facilitando asi la unién del complejo Ca?*/CaM a la
CaMKIlla lo que permite su activacion. Cabe recordar que la fosforilacion de la
cinasa puede ocurrir por dos procesos que no son mutuamente excluyentes,
uno dependiente de Ca?*/CaM, que es el que proponemos se lleva a cabo a
partir de la despolarizacibn con alto K* y otro que es independiente del
complejo Ca?*/CaM, el cual ocurre a partir de un complejo hexamérico
fosforilado que es capaz de fosforilar al complejo siguiente y activar a la cinasa
en “serie”, a dicho proceso de fosforilacion se le conoce como actividad
autonoma. La fosforilacion de la CaMKIla fue prevenida al aplicar KCL+KN-62,
éste Ultimo es un farmaco que se une al sitio de unién del complejo Ca?*/CaM,
inhibiendo asi la activacion de ésta (Colbran, 1992). Estos resultados sugieren

fuertemente que la CaMKlIla es activada por el influjo de calcio estimulado por
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el pulso despolarizante con una solucién con alto potasio en las terminales

estriado-nigrales.

Fosforilacion de Ila CaMKIlla por activacion de los receptores

dopaminérgicos D1y D3

En 2013, Cruz-Trujillo et al., reportaron que el receptor D1 promueve la
liberacion de GABA mediante corrientes postsinapticas miniatura, asi como
también la formacion de AMPc en terminales de la SNr, no asi la activacion del
receptor D3, sin embargo encontraron que al co-activar a ambos receptores la
liberacidbn de GABA aumenta significativamente, por lo que se le atribuye al
receptor D3 un efecto potenciador sobre la liberacion GABAérgica estimulada
por el receptor D1, efecto que explican, se da por un aumento en la afinidad del

receptor D1 por el receptor D3.

En el mismo afo, Avalos-Fuentes et al., reportaron que en sinaptosomas de la
SNr la activacion del dimero D1-D3 estimula la formacion de AMPc asi como la
liberacion de GABA, pero agrega que el efecto potenciador del receptor D3
sobre la actividad del receptor D1 es modulada por la CaMKlla en éstas
terminales. Con éstos resultados como base, nos dimos a la tarea de realizar
experimentos que nos permitieran estudiar si la CaMKlla estaba siendo
fosforilada por la activacion de los receptores dopaminérgicos implicados, es
decir, por la activacion del receptor D1, por la activacion del receptor D3 asi
como por la activacion de ambos receptores. Encontramos que, la activaciéon
de receptores D1 es capaz de aumentar la fosforilaciéon de la CaMKlla. El nivel
de fosforilacién aumenta significativamente (figura 9), este resultado puede
deberse a que la activacion de éstos receptores permite un incremento de las
corrientes de calcio (Missale, 1998), lo cual podria estar facilitando la formacién
de complejos Ca?*/CaM, necesarios para activar a la CaMKlla. Se sabe
también que, el receptor D1 puede modular los niveles de Ca?* intracelular por
varios mecanismos: 1.- via fosfatidil inositol por PLC, 2.- via PKC a PLC y 3.-

via PKA (Missale, 1998); sin embargo recientemente se demostré que en las
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terminales estriado-nigrales el incremento de calcio intracelular ocurre

mediante la via de sefializacion AC-AMPc-PKA (Avalos-Fuentes, 2013).

Al activar al receptor D3, encontramos que la fosforilacion de la CaMKlla es
nula. Como se observa en la figura 2, el nivel de fosforilacion de la cinasa tras
la activacion del receptor D3 se encuentra al nivel del control, lo que indica de
manera clara que la activacion del receptor D3 no estimula la fosforilaciéon (y
por lo tanto la actividad) de la CaMKlla. Este resultado puede deberse a que
los receptores de la familia del tipo D2 también pueden mediar cambios en los
niveles de calcio intracelular, se ha demostrado que pueden disminuir las
corrientes de calcio. En particular el receptor D3, es capaz de inhibir corrientes
de calcio (Missale, 1998), sin embargo su efecto inhibitorio en éstas terminales

no ha sido reportado.

En cuanto a los resultados obtenidos mediante la activacion de ambos
receptores, tenemos que la fosforilacion de la CaMKIlla incrementa de manera
significativa (como se muestra en la figura 9). Estos datos nos permiten pensar
gue quiza al activar al dimero las corrientes de calcio incrementan en las
terminales estriado-nigrales y por lo tanto el influjo de calcio es mayor, tanto
que permite que la CaMKIla se active a niveles por encima de los que presenta
al ser activado solo el receptor D1; esto concuerda con los resultados
obtenidos por Avalos-Fuentes et al., en 2013, donde tanto la formacién de
AMPc como la liberacion de GABA se ve aumentada por la activacion del
receptor D1 y potenciada tras la activacion del dimero D1-D3. Es importante
mencionar que en los experimentos de liberacion realizados por Avalos y su
grupo de trabajo, fue necesario el uso del inhibidor de la CaMKIlla para poder
evidenciar el efecto potenciador del receptor D3 sobre el receptor D1, ya que el
pulso despolarizante aplicado, genera un influjo masivo de calcio a la terminal,
lo cual, estaria activando a la cinasa y como resultado se tendria un efecto

inhibitorio sobre el receptor D3.
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Curso temporal de fosforilacion de la CaMKIla tras la co-activacion de los

receptores D1-D3

Hemos demostrado hasta éste momento que la CaMKIla es fosforilada por
despolarizacién, asi como por la activacion del dimero D1-D3. Otro punto
importante de éste proyecto fue conocer el curso temporal de activacion de la
CaMKlla, ya que a éste respecto no hay mucha informacion disponible.
Realizamos experimentos donde se estudio la fosforilacion de la CaMKlla tras
0, 15, 30 y 60 minutos respectivamente, posteriores a la activacion del dimero
D1-D3. Observamos que la cinasa aumenta su fosforilacién y por lo tanto su
actividad, con respecto al tiempo. La CaMKIlla incrementa su actividad de
manera gradual durante 15 y 30 minutos posteriores a la activacion del dimero,
siendo a los 30 minutos cuando se presenta un incremento significativamente
mayor; sin embargo, dicha actividad se ve disminuida al llegar a los 60 minutos
(figura 10). Con base en estos datos planteamos un posible curso temporal de
activacion de la CaMKIlla: Podemos decir que la cinasa es fosforilada tras la
activacion del dimero; aumenta su actividad al llegar a los 15 minutos y alcanza
su mayor nivel de activacion al llegar a los 30 minutos posteriores a la
activacion del dimero; finalmente disminuye su actividad al nivel inicial cuando
han pasado 60 minutos de activacion de los receptores D1-D3. La actividad de
la CaMKlla es mediada por la fosforilacion de la Treonina 286, dicha
fosforilacion se puede llevar a cabo mediante dos formas, una dependiente del
complejo Ca?*/CaM y otra independiente de éste complejo. Como su nombre lo
dice, la primera requiere de la presencia de Ca?*/CaM para llevar a cabo la
activacion de la cinasa, mientras que la segunda forma solo requiere de una
subunidad fosforilada para activar a las subunidades “vecinas”, resultando en
una funcionalidad cooperativa (De Koninck and Schulman, 1998), por lo que
no requiere del complejo Ca?*/CaM, por ello recibe el nombre de actividad
auténoma. Con base en lo anteriormente descrito, consideramos que en éste
experimento podrian estar participando ambas formas de activacion, ya que al
activar al dimero debe haber un incremento en las corrientes de calcio en las
terminales estriado-nigrales y por lo tanto la asociacién del complejo Ca?*/CaM,
gue se une a la cinasa y la activa, esto durante la activacién de los receptores

D1-D3, asi como durante los primeros 15 minutos. Posteriormente,
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consideramos que una vez alcanzado cierto nivel de actividad, la CaMKlla
emplea la actividad autonoma, donde ya no depende de la presencia de calcio
para su activacion, promoviendo asi una actividad maxima, que seria
representada por la alcanzada a los 30 minutos posteriores a la activaciéon del
dimero. Meyer et al., en 1992, reporté que tras activar a la CaMKlla, la
fosforilacion continda durante dos minutos, por lo que consideraron que las
fosfatasas no inmovilizan a la enzima, disminuyen su actividad, no estan
presentes 0 no estan activas, sin embargo, nosotros no consideramos que las
fosfatasas no estén activas o que no puedan inmovilizar a la enzima, por el
contrario, deben estar presentes y activarse pero es importante recordar que la
actividad de la cinasa es mediada por dos mecanismos que no son
mutuamente excluyentes y uno de ellos es dependiente de Ca?*/CaM, dado
gue el tiempo de activacion de los receptores D1-D3 incrementa gradualmente,
consideramos que el influjo de calcio a las terminales es constante durante la
activacion, por lo que explicamos que, mientras haya un influjo de calcio a la
terminal, la CaMKIlla continua fosforilandose, inicialmente de manera
dependiente de Ca?y posteriormente podria ser de manera independiente (por
autofosforilacion); lo cual se traduciria en un incremento significativo de la
actividad de la cinasa en la terminal. Consideramos entonces la posibilidad de
gue la cinasa incrementa su actividad a un grado en el que las fosfatasas no
son suficientes para inactivarla. Hay que mencionar que dentro de las
fosfatasas que pueden desfosforilar a la CaMKIl, se encuentran la
Proteinfosfatasa 1 y la Proteinfosfatasa 2 (PP1 y PP2), dichas fosfatasas tienen
la capacidad de inhibir la actividad de la CaMKIl, incluyendo el estado de
autofosforilacion de la Treonina 286, pero esto es altamente dependiente de la
localizacion subcelular (Coultrap y Bayer, 2012). Seria conveniente realizar
experimentos utilizando agonistas para PP1 y PP2 para observar como actian

sobre la actividad de la CaMKIlla en terminales estriado-nigrales.

Meyer et al., en 1992 ademas propuso mediante experimentos de
electrofisiologia que el tiempo medio de disociacion de la cinasa es de 0.17
segundos, reportaron también que durante la autofosforilacion (actividad
auténoma) aumenta el tiempo medio de disociacion a 3 segundos. Este es de

los pocos resultados en donde se propone un tiempo de activacion y

45



disociacion para la CaMKIlla, si se pudiera extrapolar éstos datos con los
obtenidos con nuestros experimentos se podria decir que coinciden
relativamente. Sin embargo, es claro que hacen falta experimentos que ayuden
a dilucidar los tiempos minimos, medios y/o maximos de activacion asi como

de disociacion de la CaMKlIla, lo cual seria una perspectiva de éste trabajo.

Participacién de canales de calcio tipo L (CCTL) en la fosforilacion de la
CaMKIlla, mediante la activacion de los receptores D1-D3

Una vez establecido que la CaMKlla puede ser activada por despolarizacion
asi como por la activaciéon de los receptores D1-D3, y tras observar un posible
curso temporal de su activacion, el siguiente paso fue estudiar el tipo de canal
de calcio que se encuentra mediando la entrada de Ca?* a las terminales

estriado-nigrales.

Los canales P/Q y N constituyen la mayoria de las canales de calcio
dependientes de voltaje presinapticos y han sido tipicamente conocidos por
controlar la liberacion de neurotransmisor (Elliott et al., 1995). Sin embargo,
estudios realizados en nuestro laboratorio en terminales estriado-nigrales,
demostraron que los canales de calcio tipo P/Q y L son activados durante la
despolarizacion con alto K* (Ochoa-Sanchez, 2011), pero solo los canales tipo
L participan en la liberacion de GABA estimulada por la activacion de
receptores D1 (Recillas-Morales et al., 2013), por lo que en este proyecto
estudiamos la fosforilacion de la CaMKIlla mediante la activacion de los
receptores D1-D3 en presencia de un bloqueador de los canales de calcio tipo
L, la Nifedipina. Los resultados que obtuvimos nos indican que, como ya
mencionamos anteriormente, al activar a los receptores D1-D3, se incrementa
de manera significativa la fosforilacién de la CaMKlla, sin embargo al activar
ambos receptores en presencia del bloqueador de los canales de calcio tipo L,
la fosforilacion de la cinasa se previene, encontrandose a niveles mostrados
por el control (figura 11). Este resultado soporta la idea aqui propuesta de que
el influjo de calcio a las terminales estriado-nigrales tras la activacién del
dimero D1-D3, es mediada por canales de calcio de tipo L. Lo que concuerda
con lo reportado por Avalos-Fuentes et al.,, 2013, quienes realizaron

experimentos de formaciéon de AMPc en sinaptosomas de la SNr, y encontraron
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gue al agregar Nifedipino, el efecto observado tras la activacion de los
receptores D1-D3 en la formacién de AMPc, disminuye a los niveles del control.
Los CCTL, son canales que requieren de un alto umbral (de -40 a -20 mV) para
poder ser activados. Se sabe que en NEMs los canales de calcio de tipo L son
activados por actividad del receptor D1 (Surmeier et al.,1995; Hernandez-Lopez
et al., 1997). La corriente de los CCTL aumenta por presencia de DA y
disminuye por acetilcolina. Estas corrientes generan despolarizacion sostenida
(Vilchis et al., 2000), estos datos aunados a los obtenidos en este trabajo en la
primera fase experimental, en la cual se estudi6 la fosforilacién de la CaMKIlla
por despolarizacién con alto K* podrian explicar el aumento que observamos
en la actividad de la cinasa al despolarizar las terminales estriado-nigrales asi
como al activar inicamente al receptor D1. Se ha propuesto que el receptor D1
es capaz de aumentar las corrientes de calcio mediante CCTL via PKA. Al
activar CCTL, éstos ayudan a mantener el estado de despolarizacion
(Hernandez-Lépez et al., 1997). Para el acople de excitacidén/transcripcion, la
entrada de Ca?* a través de CCTL es de vital importancia y la CaMKIlla puede
unir y modular estos canales (Coultrap y Bayer, 2012), al ser activada ya sea

por despolarizacion o por activacion de receptores D1.

Los datos obtenidos en el presente estudio resultan interesantes ya que con
base en ellos, podemos dilucidar posibles vias por las cuales la CaMKlla se

estd activando y modulando asi al receptor D3 en terminales estriado-nigrales.

Es importante recordar que, en 2008, Marcellino et al., reportaron que existe
heterodimerizacién de los receptores D1 y D3 en estriado, ademas observaron
que al administrar los agonistas de ambos receptores, de manera
intraperitoneal, se promueve la actividad motora, efecto que atribuyeron a la
formacion del dimero D1-D3. La heterodimerizacion de los receptores D1-D3,
fue estudiada también por Fiorentini et al., en 2008, quienes reportaron que la
formacion del dimero esté presente en estriado y que ademas, la activacion de
ambos receptores promueve un aumento en la formacién de AMPc, es decir, la
activacion de los receptores D1 y D3, potencia la actividad del receptor D1. La
presencia del dimero D1-D3, no se restringe al estriado, ya que en 2013 el

grupo de trabajo de Cruz-Truijillo et al., report6 la presencia de este dimero en
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terminales estriado-nigrales y demostraron que como ocurre en el estriado, la
activacion del dimero promueve un aumento en la formacion de AMPc, asi
como en la liberacion de GABA. Sin embargo, se ha observado que en dichas
terminales, la actividad del receptor D3 es modulada por la activacién de la
CaMKIlla. Ha sido ya demostrado que la despolarizacion con alto K* aumenta la
fosforilacion y por lo tanto el estado de activacion de la CaMKIlla asi como la
unién de ésta al receptor D3. La interaccién D3/CaMKlla trae como resultado la
inhibicion en el efecto potenciador sobre la liberacion de GABA en las
terminales estriado-nigrales. Se ha mostrado también que es necesario
bloguear a la cinasa durante la despolarizacion para que el receptor D3 pueda
potenciar el efecto del D1 en liberacién de GABA (Avalos-Fuentes et al., 2013).
La interaccion D3/CaMKIla se habia documentado previamente en el Nucleo
accumbens, en donde observaron que el aumento de Ca?* promueve la union

de la CaMKIlla al receptor D3, regulando su funcién (Liu et al., 2009).

Se sabe que la CaMKlla puede regular funciones presinapticas como la
excitabilidad, dinamica vesicular y neurosecresion, de igual manera se ha
indicado que el calcio liberado del reticulo endoplasmico es determinante en la
regulacion de la CaMKlla en la liberacion de neurotransmisores, neuropéptidos

y neurotrofinas (Colbran and Brown, 2004).

La despolarizacion induce la actividad de vias dependientes de calcio y modula
al receptor D3 en SNr, lo que indica que el disparo de las neuronas puede
modular la actividad de los receptores a dopamina. Por ello durante los
experimentos de despolarizacion con alto K*, obtuvimos un incremento
marcado en la fosforilacion de la CaMKIlla, que en un inicio debid activarse tras
el influjo de calcio a la terminal, estimulado por el pulso despolarizante, por lo
gue proponemos que su activacion por despolarizacion es dependiente de

calcio.

Por otra parte, se ha visto que como resultado de ésta posible dimerizacién, se
incrementa la afinidad de los receptores D1 por su ligando (Avalos-Fuentes et
al., 2013). Otros estudios soportan ésta idea, de que el receptor D3 incrementa
la afinidad del receptor D1 por su ligando, pero en células transfectadas y en

células del estriado (Fiorentini et al., 2008; Marcellino et al., 2008). Esto podria
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explicar el incremento observado en la fosforilacion de la CaMKlla tras la
activacion de los receptores D1-D3. Si al coactivar a ambos receptores,
aumenta la afinidad del receptor D1 por su ligando, esto quiere decir que
aumenta la actividad del receptor. Esta demostrado que la activacion del
receptor D1 estimula cambios en la concentracion de calcio intracelular
(Missale, 1998), por lo tanto si hay un incremento en la actividad del receptor,
incrementa la concentracion de calcio y se incrementa la fosforilacion de la
CaMKlla. Hay que recordar que la fosforilaciéon de la cinasa incrementa de
manera significativa al coactivar a ambos receptores, sin embargo Avalos-
Fuentes et al., en 2013, concluyen que la modulacion de los receptores a

dopamina por la CaMKIla en la SNr es selectiva para los receptores D3.

La activacion de la CaMKlla se da mediante dos procesos que no son
mutuamente excluyentes, uno dependiente de calcio y otro independiente de
calcio, al segundo se le conoce como actividad autonoma. La magnitud de la
actividad autonoma depende de la duracion, amplitud y frecuencia en el
incremento de calcio (Soderling, 2000); esto soporta nuestra propuesta de que
al coactivar a los receptores D1-D3 durante un curso temporal, la CaMKlla
aumenta su actividad conforme aumenta el tiempo de activacion de los
receptores, nosotros proponemos que la cinasa es capaz de fosforilarse por
actividad autbnoma, después de activar a los receptores D1-D3 durante 15
minutos, lo que le confiere un mayor nivel de actividad, el cual es observado a

los 30 minutos.

No podemos negar que existe un grado de dificultad para interpretar los
resultados obtenidos, sobre todo cuando se trata de receptores que se acoplan
a proteinas G, ya que éstas se activan y modulan dependiendo del voltaje

ionico o conductancias (mismos que dependen del potencial de membrana).

Hallazgos encontrados en otros trabajos indican que la dopamina, para
modular la liberacion de GABA en la SNr, utiliza a los receptores D1 y la via de
sefalizacion que involucra a la AC-AMPc-PKA, modulando la actividad de la
proteinfosfatasa 1(capaz de desfosforilar a PKA y canales de calcio) y el estado
de fosforilacibn de canales de calcio de tipo L (Sanchez, 2012). Datos

publicados anteriormente también proponen que la via de sefializacion del
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receptor D1—AC —AMPc -- PKA puede ser modulada por CCTL (Surmeier et
al., 1995). En nuestro estudio, realizamos experimentos que concuerdan con lo
publicado por Surmeier et al., en 1995 y por Sanchez en 2012. Los datos nos
permitieron corroborar que la activacion de la CaMKIla es mediada por el influjo
de calcio a través de canales de calcio tipo L, tras activar a los receptores D1-
D3.

Todo lo anterior concuerda también con los datos obtenidos por Avalos-
Fuentes et al., en 2013, quienes mediante experimentos de formacién de AMPc
comprobaron que el efecto potenciador observado en la liberacion GABAérgica
estimulada por la activacion del dimero D1-D3 actua por la via AC-AMPc-PKA.
Con los datos obtenidos en este estudio, sugerimos que el efecto potenciador
promovido por la activacion de los receptores D1-D3, solo puede ser observado
en presencia del inhibidor de la CaMKIlla como lo dice Avalos-Fuentes, 2013,
ya que al despolarizar con alto K* se promueve el influjo de calcio a la célula
con lo cual, la concentracion de calcio intracelular aumenta y estimula la
activacion de la CaMKIlla, ésta a su vez se une al receptor D3 y lo inactiva
impidiendo asi que el receptor D3 potencie la actividad del receptor D1, por lo
tanto la respuesta obtenida es la observada en la via clasica de sefializacion
del receptor D1—AC—AMPc—PKA. Otro dato importante que debemos
recordar es que el mismo grupo de trabajo, evidencié por co-precipitacion que,
al despolarizar las terminales estriado-nigrales, incrementa el nivel de
interaccion D3/ CaMKIlla por lo tanto al despolarizar a las terminales debe
agregarse el inhibidor de la cinasa, para prevenir la interaccién D3/ CaMKlla y

asi observar el efecto potenciador que el receptor D3 le confiere al receptor D1.

La CaMKlla claramente juega un papel importante no solo en la sefalizacion
local e individual en la sinapsis, si no que participa de manera importante y mas
global en complejos procesos de sefializacion neuronal como es el propuesto

en éste trabajo.
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Los hallazgos de este estudio nos permiten conocer con mas detalle las vias de
activaciéon de la CaMKlla en terminales estriado-nigrales. Sabemos que la
CaMKlIla puede modular la actividad del dimero D1-D3 al unirse al receptor D3,
impidiendo que éste realice su funcién fisiolégica cuando es activada. Los
mecanismos por los cuales la CaMKlIlla se activa es la contribucion mas
importante de nuestro trabajo, en el cual determinamos que la activacion de la
CaMKlla ocurre al despolarizar a las terminales estriado-nigrales, al activar a
los receptores D1y al activar al dimero D1-D3 (figura 12). Determinamos
también que la entrada de calcio a las terminales se lleva a cabo por canales
de calcio de tipo L y que la activacion de la CaMKIlla alcanza un estado maximo
de fosforilaciéon a los 30 minutos. Con éstos datos se podria proponer a la

CaMKlIlla como blanco terapéutico para el tratamiento de los desérdenes
implicados con los receptores dopaminérgicos D1-D3.
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Figura 12. Mecanismos de activacion de la CaMKlla en terminales estriado-nigrales. La cinasa
se activa por diferentes vias: 1. Al despolarizar las terminales (KCL), 2. Al activar al receptor
D1, y 3. Al activar al dimero D1-D3. La entrada de calcio a las terminales es mediada por los
canales de calcio tipo L. La CaMKlla al activarse, impide que el receptor D3 potencie la
actividad del receptor D1, sin embargo al aplicar KN-62, la actividad de la cinasa es bloqueada

y en ésta condicion el receptor D3 si potencia la respuesta del receptor D1, el cual actda por la
via AC-AMPc-PKA, lo que se traduce en un aumento en la liberacion GABAérgica.
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CONCLUSIONES

1. La despolarizacion con alto K* aumenta la fosforilacion de CaMKlla.

2. La co-activacion de los receptores D1-D3 aumenta la fosforilacion de la
CaMKII.

3. En el curso temporal tras la co-activacién de los receptores D1-D3, la
actividad de la CaMKIlla aumenta proporcionalmente con respecto al
tiempo. Es a los 30" cuando la CaMKIl alcanza su nivel méaximo de
fosforilacion. 60’ posteriores a la activacion del dimero D1-D3 la
fosforilacion disminuye a los niveles del control.

4. Los canales de calcio tipo L participan en la entrada de calcio a la terminal
estriado-nigral mediante activacion de los receptores D1y D3 promoviendo

asi la activacion de la CaMKlla.
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CaMKIla. is expressed at high density in the nucleus accumbens where it binds to postsynaptic D3
receptors inhibiting their effects. In striatonigral projections, activation of presynaptic D3 receptors
potentiates D1 receptor-induced stimulation of cAMP production and GABA release. In this study we
examined whether the presynaptic effects of D3 receptor stimulation in the substantia nigra reticulata
(SNr) are modulated by Ca?* activation of CaMKlle. In SNr synaptosomes two procedures that increase
cytoplasmic Ca®*, ionomycin and K*-depolarization, blocked the additional stimulation of cCAMP accu-
mulation produced by coactivating D3 and D1 dopamine receptors. The selective CaMKIla inhibitor
KN-62 reversed the blockade produced by ionomycin and K*-depolarization. Incubation in either Ca?
-free solutions or with the selective Ca?* blocker nifedipine, also reversed the blocking effects of K*-
depolarization. Immunoblot studies showed that K*-depolarization increased CaMKIlo phosphorylation
in a KN-62 sensitive manner and promoted CaMKIlo. binding to D3 receptors. In K*-depolarized tissues,
D3 receptors potentiated D1 receptor-induced stimulation of [*H]GABA release only when CaMKlla was
blocked with KN-62. In the presence of this inhibitor, the selective D3 agonist PD 128,907 reduced the
EDs( for the D1 agonist SKF 38393 from 56 to 4 nM. KN-62 also enhanced the effects of dopamine on
depolarization induced [*H]GABA release. KN-62 changed EDs for dopamine from 584 to 56 nM. KN-62
did not affect D1 and D4 receptor responses. These experiments show that in striatonigral projections,
CaMKillo. inhibits the action of D3 receptors in a Ca?>* dependent manner blocking their modulatory
effects on GABA release. These findings suggest a mechanism through which the frequency of action
potential discharge in presynaptic terminals regulates dopamine effects.
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1. Introduction the nucleus accumbens D3Rs behave as typical D2 family receptors,

i.e., they are coupled with Gi proteins inhibiting adenylyl cyclase

Dopamine modifies neuronal function by interacting with two
classes of G protein-coupled receptor families, the D1 family (that
includes D1 and D5 receptors) typically coupled to Gs proteins and
the D2 family (D2, D3, and D4 receptors) typically couple to Gi
proteins (Neve et al., 2004). The rat D3 receptor (D3R) messenger
translates a 446 amino acid protein that has 52% homology with the
rat D2 receptor; 75% of the homology is in the transmembrane-
spanning domains. D3Rs are preferentially expressed in the mes-
olimbic dopaminergic projection areas, including the nucleus
accumbens (NAc) (Sokoloff et al., 1990; Bouthenet et al., 1991). In

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5747 3800x5137; fax: +52 55 7473754.
E-mail addresses: bfloran@fisio.cinvestav.mx, bfloran@live.com.mx (B. Floran).

0028-3908/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuropharm.2013.04.010

(Schwartz et al., 1998). Recently it has been shown that D3R func-
tion in the NAc is markedly regulated by Ca®*/calmodulin-depen-
dent protein kinase II o (CaMKIla.). In this structure CaMKIIa binds
to D3Rs in a Ca®*-sensitive manner, phosphorylating the receptor
and inhibiting its function (Liu et al., 2009).

D3Rs are also active in striatonigral nerve endings where they
modulate GABA release (Cruz-Trujillo et al., 2013). In these struc-
tures the D3R signaling pathway is “atypical”. Instead of acting
through coupling to Gi proteins; D3Rs enhance D1R-stimulated
cAMP production and GABA release (Cruz-Trujillo et al., 2013).
Since CaMKIla is an abundant enzyme in the brain, especially at
synaptic sites (Kelly et al., 1984), we examined whether it also
modulates D3Rs signaling localized in presynaptic endings where it
is mediated by an “atypical” pathway.
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CaMKlla activity depends on the level of cytoplasmic Ca®*
(Lisman et al., 2002). As cytoplasmic Ca®* increases, the enzyme is
removed from its autoinhibitory state and becomes activated by the
binding of Ca®* and calmodulin (CaM). Activated CaMKllz phos-
phorylates its substrates as well as an autophosphorylation site
within its autoregulatory domain. The autophosphorylation results
in a Ca®*/CaM-independent kinase activity even after the initial
Ca?* stimulus subsides (Hudmon and Schulman, 2002; Colbran and
Brown, 2004; Griffith, 2004).

In this study we evaluated whether procedures that markedly
enhance cytoplasmic Ca%™ modify the effects of activating D3Rs in
the striatal projections to the SNr via a CaMKIlla-mediated process.
We concentrated, mostly, on the effects of K*-induced depolari-
zation because this procedure triggers Ca®*-dependent transmitter
release that is akin to the naturally occurring process (Bernath,
1992). Furthermore, K* depolarization of neuronal cultures leads
to CaMKIlo. accumulation near active zones (AZs) (Tao-Cheng et al.,
2006).

Regulation of dopaminergic receptors at presynaptic endings by
CaMKlla is very likely of functional relevance since neural activity
modifies presynaptic CaMKIla activity (see Shakiryanova et al.,
2011). An account of our results has already been published in
preliminary form (Arturo et al., 2010).

2. Methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (180—200 g) housed together (five per cage) with water and
food available ad libitum and kept under a natural light cycle were used throughout.
All the procedures were carried out in accordance with the National Institutes of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals and were approved by the
Institutional Animal Care Committee of the CINVESTAV.

2.2. Depletion of endogenous dopamine by reserpine

As indicated in the legends in most experiments rats were pretreated with
reserpine (10 mg kg, i.p.) 18 h before preparation of slices. Control animals were
treated with the same volume (1 ml kg~!) of vehicle (7% w/v lactic acid). This
treatment causes more than 92% fall in dopamine content in the substantia nigra
(Nava-Asbell et al., 2007).

2.3. Preparation of brain slices

After rapid sacrifice of the rat, the brain was immersed in oxygenated ice-cold
artificial cerebrospinal fluid (ACSF) solution, and coronal brain slices (300 um
thick) were obtained with a vibratome. The substantia nigra pars reticulata was
microdissected under a stereoscopic microscope. The nucleus was identified
according to the atlas of Paxinos and Watson (1997).

2.4. cAMP accumulation assay

cAMP accumulation assays were performed as previously described (Alexander,
1995; Rangel-Barajas et al., 2011). Synaptosomal fractions were isolated from SNr
slices. The slices were homogenized in buffer (sucrose, 0.32 M; HEPES, 0.005 M, pH
7.4), and then homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min. The resulting
supernatant was further centrifuged at 20,000 x g for 20 min. From this second
centrifugation, the supernatant (S1) was discarded, and the pellet resuspended in a
sucrose solution (composition: sucrose 0.8 M, HEPES 0.005 M, buffer, pH 7.4) and
was newly centrifuged at 20,000 x g for 20 min. Finally, the supernatant was dis-
carded, and the new pellet containing synaptosomes was used. The pellet was
suspended in Krebs—Henseleit buffer (composition: NaCl, 127; KCl, 1.75; MgS04,
1.18; KH,P04, 1.25; CaCly, 1.8; HEPES, 20; glucose, 11; and 3-isobutyl-1-metylxantine,
1; all in mM) and then was incubated with [>H]-adenine (130 nM) during 1 h at
37 °C. Aliquots of 10 ul of drug containing solution were added to 250 pl of the
synaptosome samples. Incubation was continued for 10 min and stopped by adding
100 pl of ice-cold trichloroacetic acid (15%) containing unlabeled ATP (2.5 mM) and
cAMP (4.5 mM). After a period of 20 min on ice, the tubes were centrifuged
(4000 rpm, 5 min, at 4 °C) and the supernatants loaded onto Dowex 50W-X4 col-
umns (300 pl per column). A fraction, containing [*H]-ATP, was eluted with 3 ml of
distilled water. A second eluent, obtained with 5 ml of distilled water, was directly
loaded onto neutral alumina columns. Alumina columns were finally eluted with
4 ml of 50 mM Tris—HCI buffer pH 7.4 to obtain [>H]-cAMP. Radioactivity was

determinated by scintillation counting. The results were expressed as [>H]-
cAMP x 100]/[>H]-cAMP + [3H]-ATP] and were normalized to basal accumulation.

2.5. Protein preparation, immunoprecipitation, and western blot

The synaptosomal fraction was incubated with RIPA buffer (sodium orthova-
nadate 1 mM, sodium pyrophosphate 10 mM, sodium fluoride 100 mM, glycerol 10%,
triton X-100, 1%, Tris—HCl 50 mM, NaCl 150 mM, MgCl, 1.5 mM, EGTA 1 mM, SDS
0.1% and sodium deoxycholate 1%) and a complete set of protease inhibitors (Roche
Applied Science, México) for 15 min. To obtain the membranes, the synaptosomes
were sonicated and protein was quantified by the Bradford method. A sample of
500 png of protein was incubated with antibody to phosphorylated CaMKIla. (1:250)
or antibody to D3Rs (1:250) for 6 h and then added to A-agarose beads (Roche
Applied Science, México) for the next 12 h. Then samples were washed by centri-
fugation 3 times (10,000 rpm) for 5min with 500 pl of RIPA buffer. The resultant
pellet of the third centrifugation was resuspended in sample buffer (Glycerol 50%,
Tris—HCl 125 mM, SDS 4% Bromophenol blue 0.08%, f-mercaptoethanol 5%) and
heated at 100 °C for 10 min.

To detect CaMKIla, phosphorylated CaMKIla and D3R the samples were resolved
by SDS—PAGE, transferred onto PVDF membranes, and blotted for 1 h at room
temperature in Tris buffered saline containing 0.2% Tween 20 and 5% nonfat
powdered milk. Membranes were incubated overnight at 4 °C with either antibodies
to CaMKIIa, (1:1000), phosphorylated CaMKIl antibody (1:2000 dilution) or D3Rs
(1:2000 dilution). CaMKIla and phosphorylated CaMKIla. monoclonal antibodies
were obtained from Abcam C.O. Polyclonal antibodies for D3R were obtained from
Santa Cruz Biotechnology Inc. The specificity of these antibodies has been reported
by Fiorentini et al. (2008) and Everett and Senogles (2010). Detection of antibodies
was performed by chemiluminescence (ECL-Plus Amersham) with HRP-conjugated
secondary antibodies (1:5000 dilution for antibodies to CaMKIlz and phosphory-
lated CaMKIlo. and 1:3000 for D3Rs).

2.6. Release studies

Once microdissected, the slices were incubated for 30 min at 37 °C in ACSF
(composition in mM: NaCl 118.25, KCI 1.75, MgS04 1, KH,PO4 1.25, NaHCOs 25, CaCl,
2, and D-glucose 10) and gassed continuously with 0,/CO, (95:5, v/v). The tissues
were then incubated for 30 min with 8 nM [*H]GABA in a 2 ml solution containing
10 uM aminooxyacetic acid (to inhibit GABA transaminase, thus preventing degra-
dation of the labeled GABA). At the end of this period, excess radiolabel was removed
by washing twice with ACSF containing aminooxyacetic acid (10 uM) and nipecotic
acid (10 pM) to prevent the reuptake of released [*H]GABA. Both compounds were
present in the perfusion solution for the rest of the experiment.

Methods for measuring [°H]GABA release and data analysis used in the present
work were the same as those described previously (Nava-Asbell et al., 2007). The
slices were apportioned randomly between the chambers (usually four slices per
chamber) of a superfusion system (volume of each chamber 80 pl; 20 chambers in
parallel) and perfused with the ACSF at a flow rate of 0.5 ml/min for 1 h. Basal release
of [’H]GABA was measured by collecting 4 fractions of the superfusate (total volume
2 ml) before depolarizing the slices with a solution in which [K*] was raised to
15 mM. The composition of the high K™ solution was (mM): NaCl 106.25, KCI 13.75,
MgS04 1, KHyPO4 1.25, NaHCOs 25, CaCl; 2 and D-glucose 10. Six more fractions were
collected in the high K" medium. To explore effects on basal release all drugs were
added to the medium at fraction 2, that is before changing the superfusion to the
high K* medium. To determine the total amount of tritium remaining in the tissue,
the slices were collected, treated with 1 ml of 1 M HCl and allowed to stand for 1 h
before adding scintillator. [’H]GABA release was expressed initially as a fraction of
the total amount of tritium remaining in the tissue. The effect of drugs on the basal
release of [’H]GABA was assessed by comparing the fractional release in fraction 2
(immediately before exposure of the tissue to the drug) and fraction four (imme-
diately prior to exposure to 15 mM of K*), using a paired t-test.

Changes in depolarization-induced [*H]GABA release by drugs and treatments,
were assessed by comparing the area under the appropriate release curves between
the first (fraction 5) and last fraction collected (fraction 10) after the change to high
K*, making the assumption that the basal release of [°’H]GABA remained unchanged
at the level measured in the fraction immediately preceding K* stimulation. In a
previous paper (Garcia et al., 1997) we found that when release was determined in
fraction ten without any treatments it was 98 + 2% of that in fraction 4, indicating a
minimal change in basal release.

2.7. Drugs

All drugs were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA): 4'-Acetyl-N-[4-[4-(2-
methoxyphenyl)-1-piperazinyl]butyl]-[1,1’-biphenyl]-4-carboxamide (GR 103691),
2-Amino-7-(2-furanyl)-7,8-dihydro-5(6H)-quinazolinone (NKY80), N-[2-(p-Bromo-
cinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide dihydrochloride (H89), R(-—)
-7-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,  5-tetrahydro-1H-3-benzazepine
hydrochloride (SCH 23390), (3-[(4-[4-chlorophenyl]piperazin-1-yl)methyl]-1H
pyrrolo[2,3-b]pyridine) hydrochloride (L-745,870), dopamine hydrochloride, ion-
omycin calcium salt, (S)-5-Isoquinolinesulfonic acid 4-[2-[(5-isoquinolinylsulfonyl)
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methylamino]-3-oxo-3-(4-phenyl-1-piperazinyl)propyl]phenyl ester, 1-[N,0-bis(5-
Isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazine (KN-62), nifedipine,
(RS)-2,3,4,5 tetrahydro-7,8-dihydroxy-1-phenyl-1H-3-epine hydrochloride (SKF
38393), (+)-(4aR,10bR)-3,4,4a,10b-Tetrahydro-4-propyl-2H,5H-[1]benzopyrano[4,
3-b]-1,4-0xazin-9-ol hydrochloride (PD 128,907). The drugs were stored in a freezer
as dry aliquots. Stock solutions were prepared just before each experiment and
added to the perfusion solution at the final concentrations indicated below.

2.8. Statistics

All data were analyzed using Graph Pad Software, San Diego CA, USA. Except
where indicated, one-way ANOVA combined with Tukey’s test was used to compare
differences between experimental groups. In the experiments on cAMP production,
Dunnett’s test was used to compare the effects of treatments with control data.
Differences in densitometry of Western-blots were analyzed using One-Way ANOVA
with Dunnett’s posthoc or the single t-test. Concentration—response data were
fitted by non-linear regression to obtain an unbiased estimate of EDsg values and
confidence interval using the same software.

3. Results

3.1. Increased cytoplasmic Ca®* inhibits the potentiating effects of
D3 receptor activation on D1 mediated cAMP production

Coactivation of D1Rs and D3Rs stimulate cAMP production and
GABA release in SNr (Cruz-Trujillo et al., 2013) .The effects of two
treatments, ionomycin and K*-depolarization, that increase cyto-
plasmic Ca** in synaptosomes (Nachshen, 1985; Verhage et al.,
1988, 1989) on the cAMP response are illustrated in Fig. 1A and B.
D1R stimulation with the selective agonist SKF 38393 (1 puM)
increased cAMP production (to 126.3 4+ 0.3% in Fig. 1A and to
125.7 + 1.20% in Fig. 1B, over the control; p < 0.001 for both groups.
F = 145.8 in Fig. 1A and F = 242.6 in Fig. 1B; ANOVA followed by
Dunnett’s; df = 4; n = 3 experiments, 4 replicates per experiment).
Concurrent D1R + D3R stimulation (by incubating also with the D3
agonist PD 128,907,100 nM) further stimulated cAMP accumulation
(to 150.0 £+ 1.1% in Fig. 1A and to 147.3 + 1.85% in Fig. 1B; p < 0.001
when compared with either control or SKF 38393 treated). When
50 nM ionomycin (Fig. 1A) and K*-depolarization (Fig. 1B) were
tested, both reduced the effects of D1R + D3R stimulation to a value
not significantly different from that observed when D1Rs were
stimulated alone (Fig. 1A. SKF 38393 alone 126.3 + 0.3%, vs.
SKF + PD 128,907 + ionomicyn 125.7 + 2.96%. Fig. 1B. SKF 38393
alone 125.7 + 1.20%, vs. SKF + PD 128,907 + KCl 125.0 & 1.53%). PD
128,907 was without significant effects of its own on cAMP accu-
mulation (101.0 + 2.1%, F = 0.687, ANOVA followed by Dunnett’s;
df = 3; n = 3 experiments, 4 replicates, not illustrated).

In the same group of experiments, the CaMKIla inhibitor KN-62
(4 uM), which acts by preventing calmodulin (CaM) binding to the
enzyme (Tokumitsu et al., 1990; Huang and Hsu, 2012) reversed the
blocking effects of both ionomycin and K*-depolarization (Fig. 1A:
SKF 38393 + PD 128,907 + ionomycin + KN-62, 152.3 &+ 2.33% vs.
SKF 38393 + PD 128907, 150 + 115%. Fig. 1B: SKF
38393 + PD 128,907 + KCl + KN-62, 147.7 + 0.88% vs. SKF
38393 + PD 128,907, 147.3 + 1.86; both differences were not sig-
nificant, ns.). In other experiments (not illustrated) we found that
KN-62 of its own didn’t modify cAMP production (100.7 + 2.33%,
F = 17.44; ns., ANOVA followed by Dunnett’s; df = 3; n = 3 experi-
ments 4 replicates). KN-62 also didn’t significantly affect the in-
crease produced by SKF 38393 of its own (SKF 38393 alone, 125 &+ 3,
29%, SKF 38393 + KN-62, 123.7%, F = 17.44, ns., df = 3; n = 3 ex-
periments, 4 replicates) nor the lack of effects of PD 128,907 given
alone (PD 128,907 alone 101 + 2.08%, PD 128,907 + KN-62
104.7 +3.75%, F = 0.689; ns., df = 3; n = 3 experiments 4 replicates).

We next determined whether the inhibitory effects of K* de-
polarization are Ca?*-dependent (Fig. 1C and D). Two procedures
that interfere with [Ca®*] increases in the cytoplasm were used: a)
Incubation in low Ca®* solutions that prevent the depolarization-

induced stimulation of [*H]GABA release (Nava-Asbell et al.,
2007). b) Incubation with nifedipine (10 pM), a selective antago-
nist of L-type Ca®> channels that prevents CaMKlle. activation in
NAc (Liu et al, 2009). In these experiments SKF 38393 given
together with PD 128,907 also enhanced cAMP accumulation. Both
nifedipine and Ca®*-free solutions prevented the depression of the
D1R + D3R response caused by K* depolarization (SKF 38393 + PD
128,907 + KCl + Ca®*-free, 160.7 + 2.96% vs. SKF 38393 + PD
128,907, 157.3 + 2.40%, F = 189.7; ns., df = 4; n = 3 experiments 4
replicates. SKF 38393 + PD 128,907 + KCl + Nifedipine, 149.3 +5.24
vs. SKF 38393 + PD 128,907, 152.3 + 2.96; F = 69.94; ns., df = 4;
n = 3 experiments, 4 replicates).

3.2. Depolarization enhances CaMKlle phosphorylation and
CaMKlla binding to the D3 receptor

Increases of cytoplasmic Ca®>* stimulate binding of Ca**/CaM to
the regulatory domain of CaMKIlo leading to phosphorylation of
the enzyme. This interaction increases phosphorylation of both
substrates and also of an autophosphorylation site within the
autoregulatory domain of the enzyme (Griffith, 2004). Fig. 2A
shows that K™-depolarization of synaptosomes for 10 min with
15 mM K™ markedly increased CaMKIlo. phosphorylation (relative
0.D.1.59 +.0.08, p < 0.001 compared with respect control, ANOVA
followed by Dunett’s, F = 54.85; n = 3 experiments). This increase
was prevented when the CaMKIla inhibitor KN-62 was present in
the incubation solution (relative O.D. 0.97 + 0.16, ns. compared
with control ANOVA followed by Dunnett’s, F = 54.85; n = 3 ex-
periments). Fig. 2A also shows that KN-62 did not modify signifi-
cantly basal CaMKIla. phosphorylation suggesting a low level of
constitutive CaMKIla activity (relative O.D. 0.98 + 0.08 ns. when
compared to control, ANOVA followed by Dunnett’s, F = 54.85;
n = 3 experiments).

In the nucleus accumbens Ca** enhances the binding of CaM-
Klla to D3Rs thus regulating receptor function (Liu et al., 2009). We
determined whether K*-depolarization in SNr affects the capacity
of CaMKIla. to bind to D3Rs. Fig. 2B shows that CaMKIla. binding to
D3Rs was increased when K™ was elevated (relative O.D. D3-
CaMKlle. = 1.34 £+ 0.04, p < 0.01 when compared to control, t-
test; n = 3 experiments; relative 0.D. CaMKIla-D3 = 1.31 + 0.01,
p < 0.001 when compared to control, t-test; n = 3 experiments).

3.3. Blockade of CaMKll« is required for modulation of K*
depolarization-induced [°H]-GABA release by dopamine D3
receptors

The results of the previous sections indicate that K™-depolari-
zation activates CaMKIla and that the activated enzyme interferes
with D3R enhancement of D1R-stimulated adenylyl cyclase activity.
Since the cAMP/PKA signaling cascade is the major signaling
pathway modulating GABA release in striatonigral GABAergic ter-
minals (Nava-Asbell et al., 2007), we examined whether CaMKIla.
also interferes with D3 effects on depolarization-induced [3H]-
GABA release.

Fig. 3A shows that the D1-stimulation of GABA release in K™
depolarized slices was not further enhanced when the D3 agonist
PD 128,907 was also added to the perfusion solution (relative area
SKF 38393 = 6.72 4 0.54 vs. SKF 38393 + PD 128,907 = 6.32 + 0.18,
F = 15.07; df = 3; ns., n = 3 experiments, 5 replicates).

To test whether the lack of effects of PD 128,907 was due to
inhibition of D3R effects by CAMKIIa we performed similar exper-
iments in the presence of the CaMKIla inhibitor KN-62 (Fig. 3B).
When CAMKIIeo. was blocked, PD 128,907 increased the SKF 38393
stimulated release in K" depolarized slices (relative area SKF
38393 + KN-62 = 7.27 + 0.40 vs. SKF 38393 + PD 128,907 + KN-
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Fig. 1. A and B. lonomycin and elevated K* block the potentiation of D1R stimulated cAMP accumulation produced by the D3R activation in a KN-62 dependent manner. A. Effects of
D1 selective agonist SKF 38393 (1 uM) administered alone and with D3 agonist PD 128,907 (100 nM), together with ionomycin (50 nM) and ionomycin plus KN-62 (4 uM) on cAMP
accumulation (***p < 0.001 compared with control, ¥#p < 0.001 compared with SKF 38393 alone; ns. not significant). B. Effects of D1 receptor selective agonist SKF 38393 (1 uM)
on cAMP accumulation administered alone and with D3 agonist PD 128,907 (100 nM) incubated together in high K* (15 mM) solution and high K* plus KN-62 (4 uM) (***p < 0.001
compared with control, **#p < 0.001 compared with SKF 38393 alone; ns. not significant). C and D. Effects of Ca?*-free solution and nifedipine (10 uM) on the inhibitory effects of
high K* solution on D3 receptor potentiation of D1 induced cAMP accumulation. ***p < 0.001 compared with control, *#p < 0.001 and **p < 0.01 compared with SKF + PD,
&p < 0.01 compared with +KCl + Ca®*-free or +KCl + nifedipine, ns. not significant. Values mean + standard error, n = 3 experiments, 4 replicates per experiment. Samples

obtained from reserpinized animals.

62 =219 + 0.93, F = 45.33; p < 0.001; df = 4; n = 3 experiments, 4
replicates). PD 128,907 had no effects of its own or in the presence
of KN-62 (relative area PD 128,907 = 443 + 0.29 vs. PD
128,907 + KN-62 = 4.16 + 0.83, F = 15.07; ns., df = 3; n = 3 ex-
periments 4 replicates). KN-62 also did not modify the stimulation
caused by SKF 38393 administered alone (SKF 38393
alone = 6.72 + 0.54 vs. SKF 38393 + KN-62 = 7.27 + 0.40, F = 45.33;
ns., df = 3; n = 3 experiments, 4 replicates). In the presence of KN-
62 the selective D3R antagonist GR 103691 (100 nM) reduced the
effects produced by concurrent administration of SKF 38393 + PD
128,907 to the level observed when SKF 38393 was administered
alone (Fig. 3C, relative area SKF 38393 alone = 7.40 + 0.47 vs. SKF
38393 + PD 128,907 + GR 103691 = 6.95 + 0.35, F = 53.24; ns,,
df = 4; n = 3 experiments 4 replicates per experiment) while in the
absence of KN-62 administration of GR 103691 did not modify the
effects of administering SKF 38393 + PD 128,907 (relative area SKF
38393 + PD 128,907 = 7.60 + 0.62 vs. SKF 38393 + PD
128,907 + GR 103691 =747 + 033, F=9.14; ns,,df =4, n =3

experiments, 4 replicates, not shown in graphs). The D1R antago-
nist SCH 23390 (10 nM) completely eliminated the response pro-
duced by the coadministration of SKF 38393 + PD 128,907 (relative
area, control = 4.07 + 0.45 vs. SKF 38393 + PD 128,907 + SCH
23390 + KN-62 = 4.14 + 0.5, F = 53.24; ns., df = 4; n = 3 experi-
ments, 4 replicates).

Fig. 3D and E illustrates the time course of the experiments from
which the average values shown in Fig. 3A and B were derived.
Vertical arrow indicates time when drug perfusion was initiated;
horizontal bar indicates perfusion with 15 mM K" solution.

Fig. 4A illustrates the dependence of [>H]-GABA release on the
concentration of selective agonist SKF 38393 in the presence and
absence of D3R activation by PD 128,907. ED5g for SKF 38393 was
decreased by PD 128,907 (EDs5¢ for SKF 38393 alone 56.04,
Cl = 158—19 nM; for SKF 38393 in presence of PD 128,907 4.0,
CI = 8.89—1.65 nM). Fig. 4B shows the effects of dopamine in the
presence and absence of KN-62. Experiments for dopamine were
done in the presence of L 745,870 to prevent the activation of D4
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Fig. 2. A. Incubation in elevated K" solutions increases CaMKIla. phosphorylation by. A. Representative images of immunoblots using antibodies to phosphorylated CaMKIla. and
CaMKIle, from synaptosomes incubated for 10 min in different conditions: KN-62 (4 uM) alone, KN-62 in a high K* (15 mM) solution and high K* solution alone. Lower graph:
quantitative analyses of phosphorylated CaMKllo. and CaMKllo. (***p < 0.001, compared with control, ns. not significant). B and C. K" increases D3R binding to CAMKIla. B.
Coimmunoprecipitation of CAMKIIz and D3R in SNr synaptosomes: K* increases D3R binding to CAMKIIo.. Representative colP of D3R by the antibody to phosphorylated CAMKIIo.. B
(Left), Lane 1 was run in the absence of the precipitating antibody, control (lane 2) and high K* (15 mM) solutions (lane 3). B (Right), representative colP of phosphorylated CaMKIIa.
by the antibody to D3 in control (lane 2) and high K* (15 mM) solutions (lane 3). Lane 1 was run in the absence of the precipitating antibody. Lower graph: quantitative analyses of
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receptors (Acosta-Garcia et al., 2009). The EDsg for dopamine was
reduced from 584 nM (CI = 8156—205 nM) to 56 nM (CI = 105—28)
by blocking CaMKIla, with KN-62. The EDso of PD 128,907 was
not significantly changed by increasing SKF 38393 from 75 nM to
1 uM (from 98 nM CI = 385—-25 nM, to 71 nM CI = 412—4 nM)
(Fig. 4C).

3.4. Stimulation of GABA release by D3 receptors and the cAMP/PKA
signaling cascade

D3R stimulation of GABA release requires coactivation with
D1Rs. These receptors in turn act by activating the cAMP/PKA
cascade in the SNr (Nava-Asbell et al., 2007). To test whether acti-
vation of the cAMP/PKA cascade is sufficient to support the D3R
potentiating effects we determined the effects of coactivating slices
with PD 128,907 (100 nM) and forskolin (10 pM) on [>H]-GABA
release (Fig. 5A). Forskolin had its typical stimulatory
effects (Rangel-Barajas et al., 2008); however, coadministration
with PD 128,907 either in the presence or absence of KN-62 was
without any additional stimulatory effects (relative area
forskolin + KN-62 = 6.50 £ 0.24 vs. forskolin + PD 128,907 + KN-
62 = 6.42 + 0.47, F = 22.17; ns., df = 4; n = 3 experiments 4 rep-
licates per experiment).

When signaling through the cAMP/PKA cascade was interrupted
by using either the adenylyl cyclase blocker NKY80 (10 uM, Onda
et al,, 2001) or the PKA blocker H89 (10 uM, Chijiwa et al., 1990),
the effects of both SKF 38393 and PD 128,907 were blocked (Fig. 5B,
SKF 38393 + PD 128,907 + KN-62 = 10.12 + 0.43 vs. SKF
38393 + PD 128,907 + KN-62 + NKY80 = 3.32 + 0.49, F = 53.03;
p < 0.001; df = 4; n = 3 experiments 4 replicates. Fig, 5C, SKF
38393 + PD 128,907 + KN-62 = 11.36 + 1.05 vs. SKF 38393 + PD
128,907 + KN-62 + H89 = 3.90 + 0.18, F = 33.66; p < 0.001; df = 4;
n = 4 experiments 4 replicates). The slices treated with NKY80 or

p < 0.001, compared with control). 500 pg of proteins were used in each IP. Samples obtained from reserpinized animals.

H89 alone, GABA release was not significantly different from
control.

3.5. KN-62 stimulates [°H]-GABA release modulated by endogenous
dopamine

Dendrites projecting from neurons in the substantia nigra pars
compacta (SNc) provide dense dopaminergic innervation to the SNr
(Wassef et al., 1981). In the depolarized slice, all the dopamine
receptors are activated by release of dopamine from these struc-
tures modifying GABA release (Acosta-Garcia et al., 2009). The use
of inhibitors in slices obtained from non-reserpinized animals re-
veals the presence of the modulatory processes activated by
endogenous dopamine (Aceves et al., 1995; Radnikow and Misgeld,
1998; Ibanez-Sandoval et al, 2006; Acosta-Garcia et al., 2009;
Aceves et al., 2011). In the non-reserpinized preparation perfusion
with KN-62 enhanced K*-depolarization induced [*H]-GABA
release, indicating the presence of a CaMKIla sensitive component
of GABA release (control = 3.36 + 0.020 vs. KN-62 = 4.75 + 0.21,
F = 30.62; p < 0.05; df = 3; n = 4 experiments four replicates,
Fig. 6A). The selective D4 antagonist L 745,870 (100 nM) alone
enhanced [*H]-GABA release (control = 3.36 = 0.020 vs. L
745,870 = 5.28 + 0.018, F = 30.62; p < 0.01; df = 3; n = 4 experi-
ments four replicates). In the presence of the selective D4 antago-
nist L 745,870, the KN-62 stimulated component of [>H]-GABA
release was clearly evident (L 745,870 = 528 + 0.18 vs. L
745,870 + KN-62 = 7.83 + 0.75, F=30.62; p < 0.001; df=3;n=4
experiments, four replicates, Fig. 6A).

The selective D3R antagonist GR 103691 (100 nM) (Fig. 6B)
blocked the KN-62 stimulated component in both control and L
745,870 treated tissues (control = 4.34 + 0.21 vs. GR 103691 + KN-
62 =4.03 +0.27, F=38.17; p < 0.05; df = 4; n = 3 experiments, four
replicates). The selective D1 antagonist SCH 23390 (100 nM)
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Fig. 3. A, B. Addition of D3R agonist does not potentiate the effect of D1R activation on K*-stimulated [*H]GABA release (A) unless the tissues are incubated with CAMKIle. inhibitor
KN-62 (B). C. When the two agonists were administered together with the D3 selective blocker GR 103691 (100 nM) the stimulation caused by PD 128,907 (100 nM) was blocked.
The D1 blocker SCH 23390 blocked all the stimulatory response. D and E show the time courses of the responses of A and B. Vertical arrow indicates time when ligand perfusion was
initiated; horizontal bar indicates initiation of perfusion with 15 mM K* solution. Significance of comparison of relative area of [*H]GABA release between control and treated tissues
was expressed in all experiments as: **p < 0.01, ***p < 0.001. Comparison of SKF + PD + KN-62 vs. SKF 38393 + KN-62, *#p < 0,001, #*p < 0.01. Comparison of SKF + PD + KN vs.
PD 128,907 + KN, ns, not significant. Values: mean =+ standard error of the relative areas from [*H]GABA release, n = 45 experiments, 45 replicates per experiment. Samples

obtained from reserpinized animals.

reduced K*-depolarization induced [*H]-GABA release (Fig. 6C)
(control, = 3.97 + 0.02 vs. SCH 23390 = 2.17 + 0.09, F = 52.16;
p < 0.05; df = 4; n = 3 experiments 4 replicates). SCH 23390 also
prevented the increase produced by KN-62 (Fig. 6C) showing that
an active D1 receptor is required for this stimulatory response (SCH
23390 = 2.17 + 0.08 vs. SCH 23390 + KN-62 = 2.27 + 0.10,
F = 52.16; ns., df = 4; n = 3 experiments four replicates).

4. Discussion

4.1. CaMKlla modulates D3R receptor function in striatonigral
terminals

These experiments establish that CaMKIla. modulates D3R
function in the SNr. In this structure D3R activation potentiates the
stimulation of GABA release and cAMP accumulation produced by
stimulation of D1Rs (Cruz-Trujillo et al., 2013). Two procedures,
ionomycin and K* depolarization, that increase cytoplasmic [Ca®*]
blocked D3R mediated stimulation of adenylyl cyclase. The selective
CAMKIle inhibitor KN-62 reversed these blocking effects indicating
that CaMKIla activation mediates this response. In further agree-
ment with this conclusion we found that the depolarization effects
are Ca**-dependent: they were reversed by both Ca2*t-free solu-
tions and nifedipine (Fig. 1). Moreover, we showed that K*

depolarization increases both CaMKIla. phosphorylation in a KN-62-
sensitive manner and binding of CaMKIla. to D3 receptors (Fig. 2).

Activation of D3R was without effects on [>H]-GABA release in
K" depolarized slices unless binding of D3R to CaMKIla. was pre-
vented with KN-62 (Fig. 3), implying that activated CaMKIla. blocks
the effects of D3R stimulation. After CaMKIla. inhibition, the effects
of D3R activation in depolarized tissues where similar to those
observed in non-depolarized tissues when GABA release was
assayed by measuring mIPSCs (Cruz-Trujillo et al., 2013). In both
cases, D3R stimulation enhanced GABA release only when coac-
tivated with D1Rs. Taken together, these findings show that CaM-
Kllo. modulation occurs in the terminals of striatal spiny neurons
because these are the only structures where D1Rs and D3Rs are
coexpressed in a GABAergic terminal in the SNr (see Cruz-Trujillo
et al., 2013). In agreement with this conclusion are the morpho-
logical observations of Fukunaga et al. (1988), showing that in the
SNr neurites, but not cell somas, stain for CAMKIIo..

The parallelism of the cellular effects described here and the
behavioral studies of Marcellino et al. (2008), showing that D3Rs
stimulate motor activity only when coactivated with D1Rs, is
remarkable.

In the present study we did not detect effects of DIR and D3R
agonists on basal [°H]-GABA release (Fig. 3). In contrast, when we
assayed resting GABA release measuring mIPSCs, D1/D3 in-
teractions were clearly detected (Cruz-Trujillo et al., 2013). The
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Fig. 4. Dose—response curve for SKF 38393, Dopamine and PD 128,907 on K*-stimulated [°H]GABA release. A. Dose—response curve of the selective D1 agonist SKF 38393 alone or
in the presence of 10 nM of the D3 agonist PD 128,907 on [*H]GABA release (EDsq SKF 38393 alone 56.04 nM, CI = 158—19 nM, SKF 38393 in presence of PD 128,907 4.0, CI = 8.89—
1.65 nM). B. Dose—response curve of dopamine alone or in the presence of CaMKII inhibitor KN-62 (4 uM) on [*H]GABA release (EDso dopamine alone 584 nM, Cl = 8156—205 nM,
dopamine determined in the presence of KN-62 56 nM, CI = 105—28 nM). C. Dose—response curve for the D3 selective agonist PD 128,907 determined in the presence of two doses
of D1 agonist SKF 38393 1 uM and 75 nM (EDso PD 128,907 + SKF 38393 75 nM 98 nM, CI = 385—25 nM, PD 128,907 + SKF 38393 1 uM, 71 nM, CI = 412—4 nM). Values
mean + standard error of the relative areas from [*H]GABA release, n = 5 experiments per curve, 5 replicates per experiment.

difference in response using the two assay methods has been
observed previously (compare Radnikow and Misgeld, 1998; Nava-
Asbell et al., 2007). The failure to detect pharmacological effects on
basal [>H]-GABA release may be explained because during the
loading process labeled transmitter equilibrates with several
compartments in the slice, including glia and GABAergic terminals
that belong to several cell types with different pharmacological
properties (Grofova, 1975; Ribak et al., 1980; Deniau et al., 1982).
Since transmitter is released continuously from all these com-
partments, changes in release from a single compartment that
contributes a small percentage of the total may be below the
detection level.

Our experiments demonstrate that significant D3/CaMKIla. in-
teractions are more widespread than originally suggested by Liu
et al. (2009). They proposed that D3/CaMKIle. interaction were
confined to the NAc because they did not observe it in other brain
areas that they examined. The modulation of dopamine receptors
by CaMKIla in the SNr is selective for D3Rs. KN-62 modified the
effects PD 128,907 and of dopamine acting on D3Rs (Figs. 1, 3 and 4)
but not the actions of D4 receptor antagonists L 745,870 or of D1R
agonist SKF 38393 (Fig. 6).

4.2. Presynaptic effects of CaMKlloa on D3 receptors

Liu et al. (2009) concluded that CaMKIla regulates postsynaptic
D3R in the NAc because they found the receptors at a very high
density in the purified postsynaptic density. Evidence showing that
CaMKIle, interacts with postsynaptic target proteins is abundant
(Gardoni et al., 1998; Leonard et al., 1999; Strack et al., 1997; Merrill
et al., 2005; Colbran and Brown, 2004; Bayer et al., 2006). Our ex-
periments demonstrate that D3/CaMKIla interactions modulate
presynaptic function because they inhibit Ca®*-dependent
depolarization-induced [*H]GABA release. Other findings also show
that CaMKIla regulates presynaptic properties including excit-
ability, development, vesicle dynamics, and neurosecretion
(Griffith, 2004; Shakiryanova et al., 2007; Wang, 2008; de Jong and
Verhage, 2009; Wong et al., 2009; Carrillo et al., 2010).

Several studies indicate that Ca’* release from endoplasmic
reticulum is determinant for CaMKIla regulation of release of
neurotransmitters, neuropeptides, and neurotrophins (He et al,,
2000; Jin and Hawkins, 2003; Kubota et al., 2005; Kolarow et al.,
2007; Shakiryanova et al., 2007). In the present experiments we
used procedures that produce large increases in Ca’" entry
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Fig. 5. Role of the cAMP signaling cascade in the response of K*-stimulated [*H]GABA release to D1/D3 receptor coactivation and CaMKII blockade. A. Effects of KN-62 (4 uM) and PD
128,907 (100 nM) on forskolin (10 pM) stimulated [*H]GABA release. B and C. Effects of the adenylyl cyclase V/VI inhibitor NKY80 (10 uM) and the PKA inhibitor H89 (10 uM) on D1/
D3 stimulated [*H]GABA release in presence of KN-62. **p < 0.01 and ***p < 0.001; compared with control. **p < 0.01 SKF + PD + KN vs. SKF + PD; ns, not significant. Values:
mean =+ standard error of the relative areas from [*H]GABA release, n = 3—4 experiments, 4—5 replicates per experiment. Samples obtained from reserpinized animals.
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Fig. 6. Effects of KN-62 on [*H]GABA release in slices of non-reserpinized animals and their modification by D4, D3 and D1 antagonists. A. KN-62 enhances release in both control and L
745,870 treated slices. B. The selective D3 antagonist GR 103691 prevents the effects of KN-62 on control and a fraction of L 745,870 treated slices. C. The selective D1 antagonist SCH
23390 prevents KN-62 enhancement of GABA release. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with control; **p < 0.01 with respect L 745,870 -+ KN-62; *##p < 0,001 compared
with L 745,870 alone; ns, not significant. Values mean + standard error of the relative areas from [°H]GABA release, n = 3—4 experiments, 4—5 replicates per experiment.

(Nachshen, 1985; Verhage et al., 1988, 1989). Evidently, subsequent
Ca®*-induced Ca®* release could be important in magnifying the
changes in cytoplasmic [Ca>*], however, its contribution was not
experimentally examined in the present study.

4.3. D3 receptors, stimulation of GABA release and the cAMP/PKA
cascade

In some brain structures activation of D1Rs and D3Rs have
antagonistic effects; D3R interact with Gi proteins inhibiting D1R
effects mediated by Gs proteins (Schwartz et al., 1998; Liu et al.,
2009). In other areas D3R and D1R have synergistic effects: D3Rs
enhance D1R mediated stimulation of adenylyl cyclase (SNr, Islands
of Calleja, striatum and cultured cells). In these instances (Schwartz
et al., 1998; Fiorentini et al., 2008; Marcellino et al., 2008; Cruz-
Trujillo et al., 2013), as in our experiments (Figs. 1, 3 and 6), stim-
ulation of D3Rs is effective only when D1Rs are activated
concomitantly. Some of these investigators (Fiorentini et al., 2008;
Marcellino et al.,, 2008) have studied these interactions in the
striatum and in transfected cells and conclude that coactivation is
necessary because the responses are generated through hetero-
dimer formation. The lack of effects of D3R activation in slices
where cAMP production was enhanced by forskolin (Fig. 5A) in-
dicates that increased activity of adenylyl cyclase does not confer
D3R sensitivity to the release process and indicates that D1/D3
interactions occur upstream in the signaling cascade.

The parallel effects of D3R stimulation on GABA release and on
cAMP accumulation further support the concept that coactivation
effects involve increased cytoplasmic cAMP levels. This conclusion
is in agreement with evidence showing that activity of the cAMP/
PKA cascade is a major determinant of GABA release in the SNr
(Nava-Asbell et al., 2007). The suppression of the responses by in-
hibitors of adenylyl cyclase and cAMP-dependent kinase (Fig. 5)
further support this point.

When D1R and D3R receptors were coactivated, the EDsq for SKF
38393 was shifted from 56.04 to 4.0 nM (Fig. 4) indicating that D3R
increases the affinity of D1Rs for its ligands. The EDsq for dopamine
was reduced by KN-62 from 584 to 56 nM. Since activation of D3Rs
by dopamine is blocked by CaMKIla activation during K+ depolari-
zation, the effects of KN-62 are due to the reversal of D3R blockade
by CaMKIla.. These effects on receptor affinity imply that during D3R
activation in vivo, D1R are responsive to much lower concentrations
of dopamine than those that activate the latter receptor alone.

Other studies are in agreement with this finding. D3R stimula-
tion increased the affinity of DIRs in striatal proteins and in
transfected cells (Marcellino et al., 2008; Fiorentini et al., 2008). In
the transfected cells, D1-D3 coactivation modifies receptor traffic.
D3R stimulation reduced agonist-induced D1R cytoplasmic
sequestration (Fiorentini et al., 2008).

4.4. Activity dependent modulation of GABA release by D3 receptor/
CaMKll« interactions

Action potential firing can activate CaMKIla (Shakiryanova et al.,
2011). The activation is slow and frequency dependent: at low
frequencies no enzyme activation was detected, however, when
neurons fired at high frequency, significant CaMKIla. signaling was
detected. These observations and our findings showing that de-
polarization induces Ca®*-dependent CaMKllo. activity that mod-
ulates D3R function in the SNr implies that the rate of target neuron
firing can modulates dopamine receptor activity. The results of
Shakiryanova et al. (2011) suggest that at low rates of action po-
tential firing CaMKIlo. will be inactive and D3R would be fully
functional while when bursts of high frequency discharges occur
the enzyme will be active and turn D3Rs off.

The results of Shakiryanova et al. (2011) taken together with our
findings could thus provide the basis of a complex regulation of
neuronal function by D3/CaMKIle interactions. During low fre-
quency of discharge of neurons where D1Rs and D3Rs have syn-
ergistic effects, D3R activation would sensitize D1Rs, magnifying
their responses. In contrast, high frequencies would interfere with
the synergistic interactions. In structures where D1R and D3R
activation are antagonistic, D3R would act as a brake for D1R re-
sponses at low frequencies while high frequencies would activate
CaMKIle. and remove the braking effects.
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CaMKIla. is expressed at high density in the nucleus accumbens where it binds to postsynaptic D3
receptors inhibiting their effects. In striatonigral projections, activation of presynaptic D3 receptors
potentiates D1 receptor-induced stimulation of cAMP production and GABA release. In this study we
examined whether the presynaptic effects of D3 receptor stimulation in the substantia nigra reticulata
(SNr) are modulated by Ca?* activation of CaMKlle. In SNr synaptosomes two procedures that increase
cytoplasmic Ca®*, ionomycin and K*-depolarization, blocked the additional stimulation of cCAMP accu-
mulation produced by coactivating D3 and D1 dopamine receptors. The selective CaMKIla inhibitor
KN-62 reversed the blockade produced by ionomycin and K*-depolarization. Incubation in either Ca?
-free solutions or with the selective Ca?* blocker nifedipine, also reversed the blocking effects of K*-
depolarization. Immunoblot studies showed that K*-depolarization increased CaMKIlo phosphorylation
in a KN-62 sensitive manner and promoted CaMKIlo. binding to D3 receptors. In K*-depolarized tissues,
D3 receptors potentiated D1 receptor-induced stimulation of [*H]GABA release only when CaMKlla was
blocked with KN-62. In the presence of this inhibitor, the selective D3 agonist PD 128,907 reduced the
EDs( for the D1 agonist SKF 38393 from 56 to 4 nM. KN-62 also enhanced the effects of dopamine on
depolarization induced [*H]GABA release. KN-62 changed EDs for dopamine from 584 to 56 nM. KN-62
did not affect D1 and D4 receptor responses. These experiments show that in striatonigral projections,
CaMKillo. inhibits the action of D3 receptors in a Ca?>* dependent manner blocking their modulatory
effects on GABA release. These findings suggest a mechanism through which the frequency of action
potential discharge in presynaptic terminals regulates dopamine effects.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction the nucleus accumbens D3Rs behave as typical D2 family receptors,

i.e., they are coupled with Gi proteins inhibiting adenylyl cyclase

Dopamine modifies neuronal function by interacting with two
classes of G protein-coupled receptor families, the D1 family (that
includes D1 and D5 receptors) typically coupled to Gs proteins and
the D2 family (D2, D3, and D4 receptors) typically couple to Gi
proteins (Neve et al., 2004). The rat D3 receptor (D3R) messenger
translates a 446 amino acid protein that has 52% homology with the
rat D2 receptor; 75% of the homology is in the transmembrane-
spanning domains. D3Rs are preferentially expressed in the mes-
olimbic dopaminergic projection areas, including the nucleus
accumbens (NAc) (Sokoloff et al., 1990; Bouthenet et al., 1991). In

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5747 3800x5137; fax: +52 55 7473754.
E-mail addresses: bfloran@fisio.cinvestav.mx, bfloran@live.com.mx (B. Floran).

0028-3908/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.neuropharm.2013.04.010

(Schwartz et al., 1998). Recently it has been shown that D3R func-
tion in the NAc is markedly regulated by Ca®*/calmodulin-depen-
dent protein kinase II o (CaMKIla.). In this structure CaMKIIa binds
to D3Rs in a Ca®*-sensitive manner, phosphorylating the receptor
and inhibiting its function (Liu et al., 2009).

D3Rs are also active in striatonigral nerve endings where they
modulate GABA release (Cruz-Trujillo et al., 2013). In these struc-
tures the D3R signaling pathway is “atypical”. Instead of acting
through coupling to Gi proteins; D3Rs enhance D1R-stimulated
cAMP production and GABA release (Cruz-Trujillo et al., 2013).
Since CaMKIla is an abundant enzyme in the brain, especially at
synaptic sites (Kelly et al., 1984), we examined whether it also
modulates D3Rs signaling localized in presynaptic endings where it
is mediated by an “atypical” pathway.
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CaMKlla activity depends on the level of cytoplasmic Ca®*
(Lisman et al., 2002). As cytoplasmic Ca®* increases, the enzyme is
removed from its autoinhibitory state and becomes activated by the
binding of Ca®* and calmodulin (CaM). Activated CaMKllz phos-
phorylates its substrates as well as an autophosphorylation site
within its autoregulatory domain. The autophosphorylation results
in a Ca®*/CaM-independent kinase activity even after the initial
Ca?* stimulus subsides (Hudmon and Schulman, 2002; Colbran and
Brown, 2004; Griffith, 2004).

In this study we evaluated whether procedures that markedly
enhance cytoplasmic Ca%™ modify the effects of activating D3Rs in
the striatal projections to the SNr via a CaMKIlla-mediated process.
We concentrated, mostly, on the effects of K*-induced depolari-
zation because this procedure triggers Ca®*-dependent transmitter
release that is akin to the naturally occurring process (Bernath,
1992). Furthermore, K* depolarization of neuronal cultures leads
to CaMKIlo. accumulation near active zones (AZs) (Tao-Cheng et al.,
2006).

Regulation of dopaminergic receptors at presynaptic endings by
CaMKlla is very likely of functional relevance since neural activity
modifies presynaptic CaMKIla activity (see Shakiryanova et al.,
2011). An account of our results has already been published in
preliminary form (Arturo et al., 2010).

2. Methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (180—200 g) housed together (five per cage) with water and
food available ad libitum and kept under a natural light cycle were used throughout.
All the procedures were carried out in accordance with the National Institutes of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals and were approved by the
Institutional Animal Care Committee of the CINVESTAV.

2.2. Depletion of endogenous dopamine by reserpine

As indicated in the legends in most experiments rats were pretreated with
reserpine (10 mg kg, i.p.) 18 h before preparation of slices. Control animals were
treated with the same volume (1 ml kg~!) of vehicle (7% w/v lactic acid). This
treatment causes more than 92% fall in dopamine content in the substantia nigra
(Nava-Asbell et al., 2007).

2.3. Preparation of brain slices

After rapid sacrifice of the rat, the brain was immersed in oxygenated ice-cold
artificial cerebrospinal fluid (ACSF) solution, and coronal brain slices (300 um
thick) were obtained with a vibratome. The substantia nigra pars reticulata was
microdissected under a stereoscopic microscope. The nucleus was identified
according to the atlas of Paxinos and Watson (1997).

2.4. cAMP accumulation assay

cAMP accumulation assays were performed as previously described (Alexander,
1995; Rangel-Barajas et al., 2011). Synaptosomal fractions were isolated from SNr
slices. The slices were homogenized in buffer (sucrose, 0.32 M; HEPES, 0.005 M, pH
7.4), and then homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min. The resulting
supernatant was further centrifuged at 20,000 x g for 20 min. From this second
centrifugation, the supernatant (S1) was discarded, and the pellet resuspended in a
sucrose solution (composition: sucrose 0.8 M, HEPES 0.005 M, buffer, pH 7.4) and
was newly centrifuged at 20,000 x g for 20 min. Finally, the supernatant was dis-
carded, and the new pellet containing synaptosomes was used. The pellet was
suspended in Krebs—Henseleit buffer (composition: NaCl, 127; KCl, 1.75; MgS04,
1.18; KH,P04, 1.25; CaCly, 1.8; HEPES, 20; glucose, 11; and 3-isobutyl-1-metylxantine,
1; all in mM) and then was incubated with [>H]-adenine (130 nM) during 1 h at
37 °C. Aliquots of 10 ul of drug containing solution were added to 250 pl of the
synaptosome samples. Incubation was continued for 10 min and stopped by adding
100 pl of ice-cold trichloroacetic acid (15%) containing unlabeled ATP (2.5 mM) and
cAMP (4.5 mM). After a period of 20 min on ice, the tubes were centrifuged
(4000 rpm, 5 min, at 4 °C) and the supernatants loaded onto Dowex 50W-X4 col-
umns (300 pl per column). A fraction, containing [*H]-ATP, was eluted with 3 ml of
distilled water. A second eluent, obtained with 5 ml of distilled water, was directly
loaded onto neutral alumina columns. Alumina columns were finally eluted with
4 ml of 50 mM Tris—HCI buffer pH 7.4 to obtain [>H]-cAMP. Radioactivity was

determinated by scintillation counting. The results were expressed as [>H]-
cAMP x 100]/[>H]-cAMP + [3H]-ATP] and were normalized to basal accumulation.

2.5. Protein preparation, immunoprecipitation, and western blot

The synaptosomal fraction was incubated with RIPA buffer (sodium orthova-
nadate 1 mM, sodium pyrophosphate 10 mM, sodium fluoride 100 mM, glycerol 10%,
triton X-100, 1%, Tris—HCl 50 mM, NaCl 150 mM, MgCl, 1.5 mM, EGTA 1 mM, SDS
0.1% and sodium deoxycholate 1%) and a complete set of protease inhibitors (Roche
Applied Science, México) for 15 min. To obtain the membranes, the synaptosomes
were sonicated and protein was quantified by the Bradford method. A sample of
500 png of protein was incubated with antibody to phosphorylated CaMKIla. (1:250)
or antibody to D3Rs (1:250) for 6 h and then added to A-agarose beads (Roche
Applied Science, México) for the next 12 h. Then samples were washed by centri-
fugation 3 times (10,000 rpm) for 5min with 500 pl of RIPA buffer. The resultant
pellet of the third centrifugation was resuspended in sample buffer (Glycerol 50%,
Tris—HCl 125 mM, SDS 4% Bromophenol blue 0.08%, f-mercaptoethanol 5%) and
heated at 100 °C for 10 min.

To detect CaMKIla, phosphorylated CaMKIla and D3R the samples were resolved
by SDS—PAGE, transferred onto PVDF membranes, and blotted for 1 h at room
temperature in Tris buffered saline containing 0.2% Tween 20 and 5% nonfat
powdered milk. Membranes were incubated overnight at 4 °C with either antibodies
to CaMKIIa, (1:1000), phosphorylated CaMKIl antibody (1:2000 dilution) or D3Rs
(1:2000 dilution). CaMKIla and phosphorylated CaMKIla. monoclonal antibodies
were obtained from Abcam C.O. Polyclonal antibodies for D3R were obtained from
Santa Cruz Biotechnology Inc. The specificity of these antibodies has been reported
by Fiorentini et al. (2008) and Everett and Senogles (2010). Detection of antibodies
was performed by chemiluminescence (ECL-Plus Amersham) with HRP-conjugated
secondary antibodies (1:5000 dilution for antibodies to CaMKIlz and phosphory-
lated CaMKIlo. and 1:3000 for D3Rs).

2.6. Release studies

Once microdissected, the slices were incubated for 30 min at 37 °C in ACSF
(composition in mM: NaCl 118.25, KCI 1.75, MgS04 1, KH,PO4 1.25, NaHCOs 25, CaCl,
2, and D-glucose 10) and gassed continuously with 0,/CO, (95:5, v/v). The tissues
were then incubated for 30 min with 8 nM [*H]GABA in a 2 ml solution containing
10 uM aminooxyacetic acid (to inhibit GABA transaminase, thus preventing degra-
dation of the labeled GABA). At the end of this period, excess radiolabel was removed
by washing twice with ACSF containing aminooxyacetic acid (10 uM) and nipecotic
acid (10 pM) to prevent the reuptake of released [*H]GABA. Both compounds were
present in the perfusion solution for the rest of the experiment.

Methods for measuring [°H]GABA release and data analysis used in the present
work were the same as those described previously (Nava-Asbell et al., 2007). The
slices were apportioned randomly between the chambers (usually four slices per
chamber) of a superfusion system (volume of each chamber 80 pl; 20 chambers in
parallel) and perfused with the ACSF at a flow rate of 0.5 ml/min for 1 h. Basal release
of [’H]GABA was measured by collecting 4 fractions of the superfusate (total volume
2 ml) before depolarizing the slices with a solution in which [K*] was raised to
15 mM. The composition of the high K™ solution was (mM): NaCl 106.25, KCI 13.75,
MgS04 1, KHyPO4 1.25, NaHCOs 25, CaCl; 2 and D-glucose 10. Six more fractions were
collected in the high K" medium. To explore effects on basal release all drugs were
added to the medium at fraction 2, that is before changing the superfusion to the
high K* medium. To determine the total amount of tritium remaining in the tissue,
the slices were collected, treated with 1 ml of 1 M HCl and allowed to stand for 1 h
before adding scintillator. [’H]GABA release was expressed initially as a fraction of
the total amount of tritium remaining in the tissue. The effect of drugs on the basal
release of [’H]GABA was assessed by comparing the fractional release in fraction 2
(immediately before exposure of the tissue to the drug) and fraction four (imme-
diately prior to exposure to 15 mM of K*), using a paired t-test.

Changes in depolarization-induced [*H]GABA release by drugs and treatments,
were assessed by comparing the area under the appropriate release curves between
the first (fraction 5) and last fraction collected (fraction 10) after the change to high
K*, making the assumption that the basal release of [°’H]GABA remained unchanged
at the level measured in the fraction immediately preceding K* stimulation. In a
previous paper (Garcia et al., 1997) we found that when release was determined in
fraction ten without any treatments it was 98 + 2% of that in fraction 4, indicating a
minimal change in basal release.

2.7. Drugs

All drugs were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA): 4'-Acetyl-N-[4-[4-(2-
methoxyphenyl)-1-piperazinyl]butyl]-[1,1’-biphenyl]-4-carboxamide (GR 103691),
2-Amino-7-(2-furanyl)-7,8-dihydro-5(6H)-quinazolinone (NKY80), N-[2-(p-Bromo-
cinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide dihydrochloride (H89), R(-—)
-7-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,  5-tetrahydro-1H-3-benzazepine
hydrochloride (SCH 23390), (3-[(4-[4-chlorophenyl]piperazin-1-yl)methyl]-1H
pyrrolo[2,3-b]pyridine) hydrochloride (L-745,870), dopamine hydrochloride, ion-
omycin calcium salt, (S)-5-Isoquinolinesulfonic acid 4-[2-[(5-isoquinolinylsulfonyl)
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methylamino]-3-oxo-3-(4-phenyl-1-piperazinyl)propyl]phenyl ester, 1-[N,0-bis(5-
Isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazine (KN-62), nifedipine,
(RS)-2,3,4,5 tetrahydro-7,8-dihydroxy-1-phenyl-1H-3-epine hydrochloride (SKF
38393), (+)-(4aR,10bR)-3,4,4a,10b-Tetrahydro-4-propyl-2H,5H-[1]benzopyrano[4,
3-b]-1,4-0xazin-9-ol hydrochloride (PD 128,907). The drugs were stored in a freezer
as dry aliquots. Stock solutions were prepared just before each experiment and
added to the perfusion solution at the final concentrations indicated below.

2.8. Statistics

All data were analyzed using Graph Pad Software, San Diego CA, USA. Except
where indicated, one-way ANOVA combined with Tukey’s test was used to compare
differences between experimental groups. In the experiments on cAMP production,
Dunnett’s test was used to compare the effects of treatments with control data.
Differences in densitometry of Western-blots were analyzed using One-Way ANOVA
with Dunnett’s posthoc or the single t-test. Concentration—response data were
fitted by non-linear regression to obtain an unbiased estimate of EDsg values and
confidence interval using the same software.

3. Results

3.1. Increased cytoplasmic Ca®* inhibits the potentiating effects of
D3 receptor activation on D1 mediated cAMP production

Coactivation of D1Rs and D3Rs stimulate cAMP production and
GABA release in SNr (Cruz-Trujillo et al., 2013) .The effects of two
treatments, ionomycin and K*-depolarization, that increase cyto-
plasmic Ca** in synaptosomes (Nachshen, 1985; Verhage et al.,
1988, 1989) on the cAMP response are illustrated in Fig. 1A and B.
D1R stimulation with the selective agonist SKF 38393 (1 puM)
increased cAMP production (to 126.3 4+ 0.3% in Fig. 1A and to
125.7 + 1.20% in Fig. 1B, over the control; p < 0.001 for both groups.
F = 145.8 in Fig. 1A and F = 242.6 in Fig. 1B; ANOVA followed by
Dunnett’s; df = 4; n = 3 experiments, 4 replicates per experiment).
Concurrent D1R + D3R stimulation (by incubating also with the D3
agonist PD 128,907,100 nM) further stimulated cAMP accumulation
(to 150.0 £+ 1.1% in Fig. 1A and to 147.3 + 1.85% in Fig. 1B; p < 0.001
when compared with either control or SKF 38393 treated). When
50 nM ionomycin (Fig. 1A) and K*-depolarization (Fig. 1B) were
tested, both reduced the effects of D1R + D3R stimulation to a value
not significantly different from that observed when D1Rs were
stimulated alone (Fig. 1A. SKF 38393 alone 126.3 + 0.3%, vs.
SKF + PD 128,907 + ionomicyn 125.7 + 2.96%. Fig. 1B. SKF 38393
alone 125.7 + 1.20%, vs. SKF + PD 128,907 + KCl 125.0 & 1.53%). PD
128,907 was without significant effects of its own on cAMP accu-
mulation (101.0 + 2.1%, F = 0.687, ANOVA followed by Dunnett’s;
df = 3; n = 3 experiments, 4 replicates, not illustrated).

In the same group of experiments, the CaMKIla inhibitor KN-62
(4 uM), which acts by preventing calmodulin (CaM) binding to the
enzyme (Tokumitsu et al., 1990; Huang and Hsu, 2012) reversed the
blocking effects of both ionomycin and K*-depolarization (Fig. 1A:
SKF 38393 + PD 128,907 + ionomycin + KN-62, 152.3 &+ 2.33% vs.
SKF 38393 + PD 128907, 150 + 115%. Fig. 1B: SKF
38393 + PD 128,907 + KCl + KN-62, 147.7 + 0.88% vs. SKF
38393 + PD 128,907, 147.3 + 1.86; both differences were not sig-
nificant, ns.). In other experiments (not illustrated) we found that
KN-62 of its own didn’t modify cAMP production (100.7 + 2.33%,
F = 17.44; ns., ANOVA followed by Dunnett’s; df = 3; n = 3 experi-
ments 4 replicates). KN-62 also didn’t significantly affect the in-
crease produced by SKF 38393 of its own (SKF 38393 alone, 125 &+ 3,
29%, SKF 38393 + KN-62, 123.7%, F = 17.44, ns., df = 3; n = 3 ex-
periments, 4 replicates) nor the lack of effects of PD 128,907 given
alone (PD 128,907 alone 101 + 2.08%, PD 128,907 + KN-62
104.7 +3.75%, F = 0.689; ns., df = 3; n = 3 experiments 4 replicates).

We next determined whether the inhibitory effects of K* de-
polarization are Ca?*-dependent (Fig. 1C and D). Two procedures
that interfere with [Ca®*] increases in the cytoplasm were used: a)
Incubation in low Ca®* solutions that prevent the depolarization-

induced stimulation of [*H]GABA release (Nava-Asbell et al.,
2007). b) Incubation with nifedipine (10 pM), a selective antago-
nist of L-type Ca®> channels that prevents CaMKlle. activation in
NAc (Liu et al, 2009). In these experiments SKF 38393 given
together with PD 128,907 also enhanced cAMP accumulation. Both
nifedipine and Ca®*-free solutions prevented the depression of the
D1R + D3R response caused by K* depolarization (SKF 38393 + PD
128,907 + KCl + Ca®*-free, 160.7 + 2.96% vs. SKF 38393 + PD
128,907, 157.3 + 2.40%, F = 189.7; ns., df = 4; n = 3 experiments 4
replicates. SKF 38393 + PD 128,907 + KCl + Nifedipine, 149.3 +5.24
vs. SKF 38393 + PD 128,907, 152.3 + 2.96; F = 69.94; ns., df = 4;
n = 3 experiments, 4 replicates).

3.2. Depolarization enhances CaMKlle phosphorylation and
CaMKlla binding to the D3 receptor

Increases of cytoplasmic Ca®>* stimulate binding of Ca**/CaM to
the regulatory domain of CaMKIlo leading to phosphorylation of
the enzyme. This interaction increases phosphorylation of both
substrates and also of an autophosphorylation site within the
autoregulatory domain of the enzyme (Griffith, 2004). Fig. 2A
shows that K™-depolarization of synaptosomes for 10 min with
15 mM K™ markedly increased CaMKIlo. phosphorylation (relative
0.D.1.59 +.0.08, p < 0.001 compared with respect control, ANOVA
followed by Dunett’s, F = 54.85; n = 3 experiments). This increase
was prevented when the CaMKIla inhibitor KN-62 was present in
the incubation solution (relative O.D. 0.97 + 0.16, ns. compared
with control ANOVA followed by Dunnett’s, F = 54.85; n = 3 ex-
periments). Fig. 2A also shows that KN-62 did not modify signifi-
cantly basal CaMKIla. phosphorylation suggesting a low level of
constitutive CaMKIla activity (relative O.D. 0.98 + 0.08 ns. when
compared to control, ANOVA followed by Dunnett’s, F = 54.85;
n = 3 experiments).

In the nucleus accumbens Ca** enhances the binding of CaM-
Klla to D3Rs thus regulating receptor function (Liu et al., 2009). We
determined whether K*-depolarization in SNr affects the capacity
of CaMKIla. to bind to D3Rs. Fig. 2B shows that CaMKIla. binding to
D3Rs was increased when K™ was elevated (relative O.D. D3-
CaMKlle. = 1.34 £+ 0.04, p < 0.01 when compared to control, t-
test; n = 3 experiments; relative 0.D. CaMKIla-D3 = 1.31 + 0.01,
p < 0.001 when compared to control, t-test; n = 3 experiments).

3.3. Blockade of CaMKll« is required for modulation of K*
depolarization-induced [°H]-GABA release by dopamine D3
receptors

The results of the previous sections indicate that K™-depolari-
zation activates CaMKIla and that the activated enzyme interferes
with D3R enhancement of D1R-stimulated adenylyl cyclase activity.
Since the cAMP/PKA signaling cascade is the major signaling
pathway modulating GABA release in striatonigral GABAergic ter-
minals (Nava-Asbell et al., 2007), we examined whether CaMKIla.
also interferes with D3 effects on depolarization-induced [3H]-
GABA release.

Fig. 3A shows that the D1-stimulation of GABA release in K™
depolarized slices was not further enhanced when the D3 agonist
PD 128,907 was also added to the perfusion solution (relative area
SKF 38393 = 6.72 4 0.54 vs. SKF 38393 + PD 128,907 = 6.32 + 0.18,
F = 15.07; df = 3; ns., n = 3 experiments, 5 replicates).

To test whether the lack of effects of PD 128,907 was due to
inhibition of D3R effects by CAMKIIa we performed similar exper-
iments in the presence of the CaMKIla inhibitor KN-62 (Fig. 3B).
When CAMKIIeo. was blocked, PD 128,907 increased the SKF 38393
stimulated release in K" depolarized slices (relative area SKF
38393 + KN-62 = 7.27 + 0.40 vs. SKF 38393 + PD 128,907 + KN-
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Fig. 1. A and B. lonomycin and elevated K* block the potentiation of D1R stimulated cAMP accumulation produced by the D3R activation in a KN-62 dependent manner. A. Effects of
D1 selective agonist SKF 38393 (1 uM) administered alone and with D3 agonist PD 128,907 (100 nM), together with ionomycin (50 nM) and ionomycin plus KN-62 (4 uM) on cAMP
accumulation (***p < 0.001 compared with control, ¥#p < 0.001 compared with SKF 38393 alone; ns. not significant). B. Effects of D1 receptor selective agonist SKF 38393 (1 uM)
on cAMP accumulation administered alone and with D3 agonist PD 128,907 (100 nM) incubated together in high K* (15 mM) solution and high K* plus KN-62 (4 uM) (***p < 0.001
compared with control, **#p < 0.001 compared with SKF 38393 alone; ns. not significant). C and D. Effects of Ca?*-free solution and nifedipine (10 uM) on the inhibitory effects of
high K* solution on D3 receptor potentiation of D1 induced cAMP accumulation. ***p < 0.001 compared with control, *#p < 0.001 and **p < 0.01 compared with SKF + PD,
&p < 0.01 compared with +KCl + Ca®*-free or +KCl + nifedipine, ns. not significant. Values mean + standard error, n = 3 experiments, 4 replicates per experiment. Samples

obtained from reserpinized animals.

62 =219 + 0.93, F = 45.33; p < 0.001; df = 4; n = 3 experiments, 4
replicates). PD 128,907 had no effects of its own or in the presence
of KN-62 (relative area PD 128,907 = 443 + 0.29 vs. PD
128,907 + KN-62 = 4.16 + 0.83, F = 15.07; ns., df = 3; n = 3 ex-
periments 4 replicates). KN-62 also did not modify the stimulation
caused by SKF 38393 administered alone (SKF 38393
alone = 6.72 + 0.54 vs. SKF 38393 + KN-62 = 7.27 + 0.40, F = 45.33;
ns., df = 3; n = 3 experiments, 4 replicates). In the presence of KN-
62 the selective D3R antagonist GR 103691 (100 nM) reduced the
effects produced by concurrent administration of SKF 38393 + PD
128,907 to the level observed when SKF 38393 was administered
alone (Fig. 3C, relative area SKF 38393 alone = 7.40 + 0.47 vs. SKF
38393 + PD 128,907 + GR 103691 = 6.95 + 0.35, F = 53.24; ns,,
df = 4; n = 3 experiments 4 replicates per experiment) while in the
absence of KN-62 administration of GR 103691 did not modify the
effects of administering SKF 38393 + PD 128,907 (relative area SKF
38393 + PD 128,907 = 7.60 + 0.62 vs. SKF 38393 + PD
128,907 + GR 103691 =747 + 033, F=9.14; ns,,df =4, n =3

experiments, 4 replicates, not shown in graphs). The D1R antago-
nist SCH 23390 (10 nM) completely eliminated the response pro-
duced by the coadministration of SKF 38393 + PD 128,907 (relative
area, control = 4.07 + 0.45 vs. SKF 38393 + PD 128,907 + SCH
23390 + KN-62 = 4.14 + 0.5, F = 53.24; ns., df = 4; n = 3 experi-
ments, 4 replicates).

Fig. 3D and E illustrates the time course of the experiments from
which the average values shown in Fig. 3A and B were derived.
Vertical arrow indicates time when drug perfusion was initiated;
horizontal bar indicates perfusion with 15 mM K" solution.

Fig. 4A illustrates the dependence of [>H]-GABA release on the
concentration of selective agonist SKF 38393 in the presence and
absence of D3R activation by PD 128,907. ED5g for SKF 38393 was
decreased by PD 128,907 (EDs5¢ for SKF 38393 alone 56.04,
Cl = 158—19 nM; for SKF 38393 in presence of PD 128,907 4.0,
CI = 8.89—1.65 nM). Fig. 4B shows the effects of dopamine in the
presence and absence of KN-62. Experiments for dopamine were
done in the presence of L 745,870 to prevent the activation of D4
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Fig. 2. A. Incubation in elevated K" solutions increases CaMKIla. phosphorylation by. A. Representative images of immunoblots using antibodies to phosphorylated CaMKIla. and
CaMKIle, from synaptosomes incubated for 10 min in different conditions: KN-62 (4 uM) alone, KN-62 in a high K* (15 mM) solution and high K* solution alone. Lower graph:
quantitative analyses of phosphorylated CaMKllo. and CaMKllo. (***p < 0.001, compared with control, ns. not significant). B and C. K" increases D3R binding to CAMKIla. B.
Coimmunoprecipitation of CAMKIIz and D3R in SNr synaptosomes: K* increases D3R binding to CAMKIIo.. Representative colP of D3R by the antibody to phosphorylated CAMKIIo.. B
(Left), Lane 1 was run in the absence of the precipitating antibody, control (lane 2) and high K* (15 mM) solutions (lane 3). B (Right), representative colP of phosphorylated CaMKIIa.
by the antibody to D3 in control (lane 2) and high K* (15 mM) solutions (lane 3). Lane 1 was run in the absence of the precipitating antibody. Lower graph: quantitative analyses of
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receptors (Acosta-Garcia et al., 2009). The EDsg for dopamine was
reduced from 584 nM (CI = 8156—205 nM) to 56 nM (CI = 105—28)
by blocking CaMKIla, with KN-62. The EDso of PD 128,907 was
not significantly changed by increasing SKF 38393 from 75 nM to
1 uM (from 98 nM CI = 385—-25 nM, to 71 nM CI = 412—4 nM)
(Fig. 4C).

3.4. Stimulation of GABA release by D3 receptors and the cAMP/PKA
signaling cascade

D3R stimulation of GABA release requires coactivation with
D1Rs. These receptors in turn act by activating the cAMP/PKA
cascade in the SNr (Nava-Asbell et al., 2007). To test whether acti-
vation of the cAMP/PKA cascade is sufficient to support the D3R
potentiating effects we determined the effects of coactivating slices
with PD 128,907 (100 nM) and forskolin (10 pM) on [>H]-GABA
release (Fig. 5A). Forskolin had its typical stimulatory
effects (Rangel-Barajas et al., 2008); however, coadministration
with PD 128,907 either in the presence or absence of KN-62 was
without any additional stimulatory effects (relative area
forskolin + KN-62 = 6.50 £ 0.24 vs. forskolin + PD 128,907 + KN-
62 = 6.42 + 0.47, F = 22.17; ns., df = 4; n = 3 experiments 4 rep-
licates per experiment).

When signaling through the cAMP/PKA cascade was interrupted
by using either the adenylyl cyclase blocker NKY80 (10 uM, Onda
et al,, 2001) or the PKA blocker H89 (10 uM, Chijiwa et al., 1990),
the effects of both SKF 38393 and PD 128,907 were blocked (Fig. 5B,
SKF 38393 + PD 128,907 + KN-62 = 10.12 + 0.43 vs. SKF
38393 + PD 128,907 + KN-62 + NKY80 = 3.32 + 0.49, F = 53.03;
p < 0.001; df = 4; n = 3 experiments 4 replicates. Fig, 5C, SKF
38393 + PD 128,907 + KN-62 = 11.36 + 1.05 vs. SKF 38393 + PD
128,907 + KN-62 + H89 = 3.90 + 0.18, F = 33.66; p < 0.001; df = 4;
n = 4 experiments 4 replicates). The slices treated with NKY80 or

p < 0.001, compared with control). 500 pg of proteins were used in each IP. Samples obtained from reserpinized animals.

H89 alone, GABA release was not significantly different from
control.

3.5. KN-62 stimulates [°H]-GABA release modulated by endogenous
dopamine

Dendrites projecting from neurons in the substantia nigra pars
compacta (SNc) provide dense dopaminergic innervation to the SNr
(Wassef et al., 1981). In the depolarized slice, all the dopamine
receptors are activated by release of dopamine from these struc-
tures modifying GABA release (Acosta-Garcia et al., 2009). The use
of inhibitors in slices obtained from non-reserpinized animals re-
veals the presence of the modulatory processes activated by
endogenous dopamine (Aceves et al., 1995; Radnikow and Misgeld,
1998; Ibanez-Sandoval et al, 2006; Acosta-Garcia et al., 2009;
Aceves et al., 2011). In the non-reserpinized preparation perfusion
with KN-62 enhanced K*-depolarization induced [*H]-GABA
release, indicating the presence of a CaMKIla sensitive component
of GABA release (control = 3.36 + 0.020 vs. KN-62 = 4.75 + 0.21,
F = 30.62; p < 0.05; df = 3; n = 4 experiments four replicates,
Fig. 6A). The selective D4 antagonist L 745,870 (100 nM) alone
enhanced [*H]-GABA release (control = 3.36 = 0.020 vs. L
745,870 = 5.28 + 0.018, F = 30.62; p < 0.01; df = 3; n = 4 experi-
ments four replicates). In the presence of the selective D4 antago-
nist L 745,870, the KN-62 stimulated component of [>H]-GABA
release was clearly evident (L 745,870 = 528 + 0.18 vs. L
745,870 + KN-62 = 7.83 + 0.75, F=30.62; p < 0.001; df=3;n=4
experiments, four replicates, Fig. 6A).

The selective D3R antagonist GR 103691 (100 nM) (Fig. 6B)
blocked the KN-62 stimulated component in both control and L
745,870 treated tissues (control = 4.34 + 0.21 vs. GR 103691 + KN-
62 =4.03 +0.27, F=38.17; p < 0.05; df = 4; n = 3 experiments, four
replicates). The selective D1 antagonist SCH 23390 (100 nM)
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Fig. 3. A, B. Addition of D3R agonist does not potentiate the effect of D1R activation on K*-stimulated [*H]GABA release (A) unless the tissues are incubated with CAMKIle. inhibitor
KN-62 (B). C. When the two agonists were administered together with the D3 selective blocker GR 103691 (100 nM) the stimulation caused by PD 128,907 (100 nM) was blocked.
The D1 blocker SCH 23390 blocked all the stimulatory response. D and E show the time courses of the responses of A and B. Vertical arrow indicates time when ligand perfusion was
initiated; horizontal bar indicates initiation of perfusion with 15 mM K* solution. Significance of comparison of relative area of [*H]GABA release between control and treated tissues
was expressed in all experiments as: **p < 0.01, ***p < 0.001. Comparison of SKF + PD + KN-62 vs. SKF 38393 + KN-62, *#p < 0,001, #*p < 0.01. Comparison of SKF + PD + KN vs.
PD 128,907 + KN, ns, not significant. Values: mean =+ standard error of the relative areas from [*H]GABA release, n = 45 experiments, 45 replicates per experiment. Samples

obtained from reserpinized animals.

reduced K*-depolarization induced [*H]-GABA release (Fig. 6C)
(control, = 3.97 + 0.02 vs. SCH 23390 = 2.17 + 0.09, F = 52.16;
p < 0.05; df = 4; n = 3 experiments 4 replicates). SCH 23390 also
prevented the increase produced by KN-62 (Fig. 6C) showing that
an active D1 receptor is required for this stimulatory response (SCH
23390 = 2.17 + 0.08 vs. SCH 23390 + KN-62 = 2.27 + 0.10,
F = 52.16; ns., df = 4; n = 3 experiments four replicates).

4. Discussion

4.1. CaMKlla modulates D3R receptor function in striatonigral
terminals

These experiments establish that CaMKIla. modulates D3R
function in the SNr. In this structure D3R activation potentiates the
stimulation of GABA release and cAMP accumulation produced by
stimulation of D1Rs (Cruz-Trujillo et al., 2013). Two procedures,
ionomycin and K* depolarization, that increase cytoplasmic [Ca®*]
blocked D3R mediated stimulation of adenylyl cyclase. The selective
CAMKIle inhibitor KN-62 reversed these blocking effects indicating
that CaMKIla activation mediates this response. In further agree-
ment with this conclusion we found that the depolarization effects
are Ca**-dependent: they were reversed by both Ca2*t-free solu-
tions and nifedipine (Fig. 1). Moreover, we showed that K*

depolarization increases both CaMKIla. phosphorylation in a KN-62-
sensitive manner and binding of CaMKIla. to D3 receptors (Fig. 2).

Activation of D3R was without effects on [>H]-GABA release in
K" depolarized slices unless binding of D3R to CaMKIla. was pre-
vented with KN-62 (Fig. 3), implying that activated CaMKIla. blocks
the effects of D3R stimulation. After CaMKIla. inhibition, the effects
of D3R activation in depolarized tissues where similar to those
observed in non-depolarized tissues when GABA release was
assayed by measuring mIPSCs (Cruz-Trujillo et al., 2013). In both
cases, D3R stimulation enhanced GABA release only when coac-
tivated with D1Rs. Taken together, these findings show that CaM-
Kllo. modulation occurs in the terminals of striatal spiny neurons
because these are the only structures where D1Rs and D3Rs are
coexpressed in a GABAergic terminal in the SNr (see Cruz-Trujillo
et al., 2013). In agreement with this conclusion are the morpho-
logical observations of Fukunaga et al. (1988), showing that in the
SNr neurites, but not cell somas, stain for CAMKIIo..

The parallelism of the cellular effects described here and the
behavioral studies of Marcellino et al. (2008), showing that D3Rs
stimulate motor activity only when coactivated with D1Rs, is
remarkable.

In the present study we did not detect effects of DIR and D3R
agonists on basal [°H]-GABA release (Fig. 3). In contrast, when we
assayed resting GABA release measuring mIPSCs, D1/D3 in-
teractions were clearly detected (Cruz-Trujillo et al., 2013). The
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Fig. 4. Dose—response curve for SKF 38393, Dopamine and PD 128,907 on K*-stimulated [°H]GABA release. A. Dose—response curve of the selective D1 agonist SKF 38393 alone or
in the presence of 10 nM of the D3 agonist PD 128,907 on [*H]GABA release (EDsq SKF 38393 alone 56.04 nM, CI = 158—19 nM, SKF 38393 in presence of PD 128,907 4.0, CI = 8.89—
1.65 nM). B. Dose—response curve of dopamine alone or in the presence of CaMKII inhibitor KN-62 (4 uM) on [*H]GABA release (EDso dopamine alone 584 nM, Cl = 8156—205 nM,
dopamine determined in the presence of KN-62 56 nM, CI = 105—28 nM). C. Dose—response curve for the D3 selective agonist PD 128,907 determined in the presence of two doses
of D1 agonist SKF 38393 1 uM and 75 nM (EDso PD 128,907 + SKF 38393 75 nM 98 nM, CI = 385—25 nM, PD 128,907 + SKF 38393 1 uM, 71 nM, CI = 412—4 nM). Values
mean + standard error of the relative areas from [*H]GABA release, n = 5 experiments per curve, 5 replicates per experiment.

difference in response using the two assay methods has been
observed previously (compare Radnikow and Misgeld, 1998; Nava-
Asbell et al., 2007). The failure to detect pharmacological effects on
basal [>H]-GABA release may be explained because during the
loading process labeled transmitter equilibrates with several
compartments in the slice, including glia and GABAergic terminals
that belong to several cell types with different pharmacological
properties (Grofova, 1975; Ribak et al., 1980; Deniau et al., 1982).
Since transmitter is released continuously from all these com-
partments, changes in release from a single compartment that
contributes a small percentage of the total may be below the
detection level.

Our experiments demonstrate that significant D3/CaMKIla. in-
teractions are more widespread than originally suggested by Liu
et al. (2009). They proposed that D3/CaMKIle. interaction were
confined to the NAc because they did not observe it in other brain
areas that they examined. The modulation of dopamine receptors
by CaMKIla in the SNr is selective for D3Rs. KN-62 modified the
effects PD 128,907 and of dopamine acting on D3Rs (Figs. 1, 3 and 4)
but not the actions of D4 receptor antagonists L 745,870 or of D1R
agonist SKF 38393 (Fig. 6).

4.2. Presynaptic effects of CaMKlloa on D3 receptors

Liu et al. (2009) concluded that CaMKIla regulates postsynaptic
D3R in the NAc because they found the receptors at a very high
density in the purified postsynaptic density. Evidence showing that
CaMKIle, interacts with postsynaptic target proteins is abundant
(Gardoni et al., 1998; Leonard et al., 1999; Strack et al., 1997; Merrill
et al., 2005; Colbran and Brown, 2004; Bayer et al., 2006). Our ex-
periments demonstrate that D3/CaMKIla interactions modulate
presynaptic function because they inhibit Ca®*-dependent
depolarization-induced [*H]GABA release. Other findings also show
that CaMKIla regulates presynaptic properties including excit-
ability, development, vesicle dynamics, and neurosecretion
(Griffith, 2004; Shakiryanova et al., 2007; Wang, 2008; de Jong and
Verhage, 2009; Wong et al., 2009; Carrillo et al., 2010).

Several studies indicate that Ca’* release from endoplasmic
reticulum is determinant for CaMKIla regulation of release of
neurotransmitters, neuropeptides, and neurotrophins (He et al,,
2000; Jin and Hawkins, 2003; Kubota et al., 2005; Kolarow et al.,
2007; Shakiryanova et al., 2007). In the present experiments we
used procedures that produce large increases in Ca’" entry
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Fig. 5. Role of the cAMP signaling cascade in the response of K*-stimulated [*H]GABA release to D1/D3 receptor coactivation and CaMKII blockade. A. Effects of KN-62 (4 uM) and PD
128,907 (100 nM) on forskolin (10 pM) stimulated [*H]GABA release. B and C. Effects of the adenylyl cyclase V/VI inhibitor NKY80 (10 uM) and the PKA inhibitor H89 (10 uM) on D1/
D3 stimulated [*H]GABA release in presence of KN-62. **p < 0.01 and ***p < 0.001; compared with control. **p < 0.01 SKF + PD + KN vs. SKF + PD; ns, not significant. Values:
mean =+ standard error of the relative areas from [*H]GABA release, n = 3—4 experiments, 4—5 replicates per experiment. Samples obtained from reserpinized animals.
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Fig. 6. Effects of KN-62 on [*H]GABA release in slices of non-reserpinized animals and their modification by D4, D3 and D1 antagonists. A. KN-62 enhances release in both control and L
745,870 treated slices. B. The selective D3 antagonist GR 103691 prevents the effects of KN-62 on control and a fraction of L 745,870 treated slices. C. The selective D1 antagonist SCH
23390 prevents KN-62 enhancement of GABA release. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with control; **p < 0.01 with respect L 745,870 -+ KN-62; *##p < 0,001 compared
with L 745,870 alone; ns, not significant. Values mean + standard error of the relative areas from [°H]GABA release, n = 3—4 experiments, 4—5 replicates per experiment.

(Nachshen, 1985; Verhage et al., 1988, 1989). Evidently, subsequent
Ca®*-induced Ca®* release could be important in magnifying the
changes in cytoplasmic [Ca>*], however, its contribution was not
experimentally examined in the present study.

4.3. D3 receptors, stimulation of GABA release and the cAMP/PKA
cascade

In some brain structures activation of D1Rs and D3Rs have
antagonistic effects; D3R interact with Gi proteins inhibiting D1R
effects mediated by Gs proteins (Schwartz et al., 1998; Liu et al.,
2009). In other areas D3R and D1R have synergistic effects: D3Rs
enhance D1R mediated stimulation of adenylyl cyclase (SNr, Islands
of Calleja, striatum and cultured cells). In these instances (Schwartz
et al., 1998; Fiorentini et al., 2008; Marcellino et al., 2008; Cruz-
Trujillo et al., 2013), as in our experiments (Figs. 1, 3 and 6), stim-
ulation of D3Rs is effective only when D1Rs are activated
concomitantly. Some of these investigators (Fiorentini et al., 2008;
Marcellino et al.,, 2008) have studied these interactions in the
striatum and in transfected cells and conclude that coactivation is
necessary because the responses are generated through hetero-
dimer formation. The lack of effects of D3R activation in slices
where cAMP production was enhanced by forskolin (Fig. 5A) in-
dicates that increased activity of adenylyl cyclase does not confer
D3R sensitivity to the release process and indicates that D1/D3
interactions occur upstream in the signaling cascade.

The parallel effects of D3R stimulation on GABA release and on
cAMP accumulation further support the concept that coactivation
effects involve increased cytoplasmic cAMP levels. This conclusion
is in agreement with evidence showing that activity of the cAMP/
PKA cascade is a major determinant of GABA release in the SNr
(Nava-Asbell et al., 2007). The suppression of the responses by in-
hibitors of adenylyl cyclase and cAMP-dependent kinase (Fig. 5)
further support this point.

When D1R and D3R receptors were coactivated, the EDsq for SKF
38393 was shifted from 56.04 to 4.0 nM (Fig. 4) indicating that D3R
increases the affinity of D1Rs for its ligands. The EDsq for dopamine
was reduced by KN-62 from 584 to 56 nM. Since activation of D3Rs
by dopamine is blocked by CaMKIla activation during K+ depolari-
zation, the effects of KN-62 are due to the reversal of D3R blockade
by CaMKIla.. These effects on receptor affinity imply that during D3R
activation in vivo, D1R are responsive to much lower concentrations
of dopamine than those that activate the latter receptor alone.

Other studies are in agreement with this finding. D3R stimula-
tion increased the affinity of DIRs in striatal proteins and in
transfected cells (Marcellino et al., 2008; Fiorentini et al., 2008). In
the transfected cells, D1-D3 coactivation modifies receptor traffic.
D3R stimulation reduced agonist-induced D1R cytoplasmic
sequestration (Fiorentini et al., 2008).

4.4. Activity dependent modulation of GABA release by D3 receptor/
CaMKll« interactions

Action potential firing can activate CaMKIla (Shakiryanova et al.,
2011). The activation is slow and frequency dependent: at low
frequencies no enzyme activation was detected, however, when
neurons fired at high frequency, significant CaMKIla. signaling was
detected. These observations and our findings showing that de-
polarization induces Ca®*-dependent CaMKllo. activity that mod-
ulates D3R function in the SNr implies that the rate of target neuron
firing can modulates dopamine receptor activity. The results of
Shakiryanova et al. (2011) suggest that at low rates of action po-
tential firing CaMKIlo. will be inactive and D3R would be fully
functional while when bursts of high frequency discharges occur
the enzyme will be active and turn D3Rs off.

The results of Shakiryanova et al. (2011) taken together with our
findings could thus provide the basis of a complex regulation of
neuronal function by D3/CaMKIle interactions. During low fre-
quency of discharge of neurons where D1Rs and D3Rs have syn-
ergistic effects, D3R activation would sensitize D1Rs, magnifying
their responses. In contrast, high frequencies would interfere with
the synergistic interactions. In structures where D1R and D3R
activation are antagonistic, D3R would act as a brake for D1R re-
sponses at low frequencies while high frequencies would activate
CaMKIle. and remove the braking effects.
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