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ABREVIACIONES 

 
5’-NT     5’-nucleotidasa 
A1:   Receptor de adenosina A1 
A2A:   Receptor de adenosina A2A 
A2B:   Receptor de adenosina A2B 
A3:   Receptor de adenosina A3 
AC:   Adenilato ciclasa 
 ADA:   Adenosina desaminasa 
 Akt:     Serina-treonina kinasa  
CaM:   Calmodulina 
CaMKII:  Proteína quinasa II regulada por Ca2+/calmodulina 
CCDV:    Canales de calcio dependientes de voltaje 
CNT :    Transportadores de nucleosidos concentrativos  
DA:   Dopamina 
DAG:   Diacilglicerol 
DHP:   Dihidropiridinas 
ecto-ADA   ecto-adenosina desaminasa 
 ENT :   transportadores de nucleosidos  transportadores: equilibrativos 
EP:   Enfermedad de Parkinson  
GB:   Ganglios basales 
HVA:   Activados a voltajes “elevados” 
ICa

2+   Corrientes de Calcio 
IP3:   Inositol trifosfato 
LVA:   Activados a “bajos” voltajes 
NEMs:   Neuronas espinosas medianas 
NSt:   Neostriado 
NSTr:    Transportadores de nucleosidos 
PA:   Potencial de acción 
PI3K:     Fosfatidilinositol 3-kinasa 
PKA:   Proteína quinasa A 
PKC:   Proteína quinasa C 
PLC:   Fosfolipasa C 
PP-2A:              Proteína fosfatasa- 2A 
PP-2B:   Proteína fosfatasa 2B 
PPH:   Pospotencial hiperpolarizante 
PTX:   Toxina Pertussis 
PTX:   Toxina Pertussis 
SAH              S-adenosilhomocisteína 
SAHH    S-adenosilhomocisteína hidrolasa 
SNc:   Sustancia negra compacta 
SNr:   Sustancia negra reticulada 
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RESUMEN 

Los receptores de dopamina de las clases D1 y D2 se encuentran localizados en 

las neuronas espinosas medianas (NEMs) de proyección del neo-estriado (NStr). 

El receptor D2 se encuentra en las de la vía directa e indirecta (dNEMs e iNEMs) 

mientras que el receptor D1 se localiza en las neuronas de la vía directa. En 

comparación, los receptores de adenosina del tipo A1 se encuentran en las dos 

poblaciones neuronales (dNEMs e iNEMs), mientras que los receptores de 

adenosina del tipo A2A sólo se expresan en las neuronas de la vía indirecta. 

Debido a la importancia de las corrientes de calcio sobre la excitabilidad de estas 

neuronas, en este trabajo lo usamos como efectores finales para evaluar la 

función de las cascadas de señalización que estos receptores activan. Por 

ejemplo, entre muchas otras acciones el receptor a dopamina, D1, incrementa la 

excitabilidad neuronal mientras que los receptores a dopamina D2 la 

decrementan. Ambas acciones se logran afectando varias vías, pero la primera 

en ser descubierta no deja de tener importancia, la de incrementar o reducir, 

respectivamente, la entrada de calcio por los canales CaV1 (L). En el caso de la 

señalización purinergica, las acciones de los receptores A1 y A2A sobre las 

corrientes de calcio de las NEMs no habían sido estudiadas, por lo que en este 

estudio nos propusimos hacerlo. Nuestra hipótesis inicial fue que los receptores 

a adenosina tipo A1 reducen la corriente de calcio en ambos tipos de NEMs ya 

que se ha demostrado que estan acoplados a una proteína Gi al igual que los 

receptores de dopamina tipo D2 e inhiben a la adenilato ciclasa ( AC), y por otro 

lado, los receptores a adenosina de tipo A2A incrementarían la ICa
2+ 

exclusivamente en las neuronas de la vía indirecta ya que estos estan acoplados 
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a una proteína Gs y activan a la AC, al igual que los receptores tipo D1. Sin 

embargo, describimos varias acciones inesperadas; para observar el efecto de 

incremento de la corriente de calcio los receptores purinérgicos deben activarse 

de manera secuencial: primero el receptor A1 y después el A2A. Además los 

canales de calcio involucrados en sus acciones resultaron ser diferentes: CaV2 

para el caso del receptor A1 decrementando la entrada de calcio, y CaV1 para el 

caso del receptor A2A, incrementando la entrada de calcio. Por lo tanto, la acción 

de los receptores purinérgicos reconfigura la composición de canales de calcio 

de las iNEMs, explicando, en parte, porque son más excitables que las dNEMs. 
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SUMMARY   

D1- and D2-types of dopamine receptors are located separately in direct and 

indirect pathway striatal projection neurons (dSPNs and iSPNs). In comparison, 

adenosine A1-type receptors are located in both neuron classes and adenosine 

A2A-type receptors show a preferential expression in iSPNs. Due to their 

importance for neuronal excitability, Ca2+-currents have been used as final 

effectors to see the function of signaling cascades associated with different G 

protein-coupled receptors. For example, among many other actions, D1-type 

receptors increase, while D2-type receptors decrease neuronal excitability by 

either enhancing or reducing, respectively, CaV1 Ca2+-currents. These actions 

occur separately in dSPNs and iSPNs. In the case of purinergic signaling, the 

actions of A1- and A2A-receptors have not been compared observing their actions 

on Ca2+-channels of SPNs as final effectors. Our hypotheses are that modulation 

of Ca2+-currents by A1-receptors occurs in both dSPNs and iSPNs. In contrast, 

iSPNs would exhibit modulation by both A1- and A2A-receptors. We demonstrate 

that A1-type receptors reduced Ca2+-currents in all SPNs tested. However, A2A-

type receptors enhanced Ca2+-currents only in half tested neurons. Intriguingly, to 

observe the actions of A2A-type receptors, occupation of A1-type receptors had to 

occur first. However, A1-receptors decreased CaV2 Ca2+-currents, while A2A-type 

receptors enhanced current through CaV1 channels. Because these channels 

have opposing actions on cell discharge, these differences explain in part why 

iSPNs may be more excitable than dSPNs. It is demonstrated that intrinsic 

voltage-gated currents expressed in SPNs are effectors of purinergic signaling 

that therefore play a role in excitability.      
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1.-INTRODUCCION  

1.1.   GANGLIOS BASALES 

Los Ganglios Basales (GB) son circuitos neuronales subcorticales localizados en 

el telencéfalo de los vertebrados están encargados de implementar la memoria 

de procedimientos, las rutinas motoras tales como la secuencia de movimientos 

necesaria para manejar un coche o tocar el piano, así como la organización de 

los movimientos dirigidos a alcanzar metas después de la toma de decisiones 

(Cools, 1984; Takakusaki et al., 2004; Grillner et al., 2005; Yin y Knowlton, 2006; 

Graybiel 2008).  

En los roedores, los GB  están conformados por el neoestriado (NSt), el núcleo 

subtalámico (NST), el globo pálido externo (GPe), el núcleo entopenduncular ó 

globo pálido interno (GPi), la sustancia nigra reticulata (SNr), y la sustancia nigra 

compacta (SNc). El NSt y el NST reciben proyecciones excitadoras 

glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral y del tálamo las cuales 

generan los mecanismos para la toma de decisiones y la selección de acciones 

(Redgrave et al., 2011; Stephenson-Jones et al., 2011). Así, el NSt y el STN   

forman los dos núcleos de entrada a los GB (Albin et al., 1989; Smith et al., 

1998). Los núcleos de salida de los ganglios basales están conformados por el 

GPi y la SNr, ambos son de naturaleza inhibidora y se encuentran tónicamente 

activos, estos proyectan hacia el tálamo y de ahí a las cortezas motoras y 

premotoras; también proyectan al tallo cerebral: colículo superior (CS), núcleos 

pedúnculo pontinos (PPN), y la región locomotora mesencefálica (MLR) (Albin et 

al., 1989; Mink., 1996; Smith et al., 1998; Boraud et al., 2002; Takakusaki et al., 

2003, 2004; Figura 1). 
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El NSt está conformado por las neuronas de proyección denominadas neuronas 

espinosas medianas (NEMs) y son las más abundantes (90-95% de la población 

neuronal total en roedores) (Nicola et al., 2000; Wichmann y DeLong., 2003). 

Estas neuronas son de naturaleza GABAérgica y se caracterizan por tener un 

diámetro somático de 10-20 µm (Wilson y Groves., 1980), sus dendritas poseen 

gran cantidad de espinas y su axón principal deja abundantes colaterales 

axónicas dentro del NSt previo a su salida hacia otros núcleos de los GB  

(Kawaguchi et al., 1990). Las NEM´s pueden separarse en dos poblaciones 

dependiendo de la proyección de sus axones hacia los núcleos de salida; una 

población de estas proyecta de forma directa a los núcleos de salida: GPi y SNr 

por lo que se le denomina “vía directa” y la segunda población da origen a una 

vía polisináptica proyectando hacia los nucleos intrincecos de los GB (GPe y el 

STN) y luego proyectan a los nucleos de salida (GPi y a la SNr) por lo que a esta 

vía se le llama “vía indirecta” (Gerfen et al., 1990; Figura 1).  

Esta división de la población del NSt se relaciona con los péptidos y los tipos de 

receptor a dopamina (DA) y adenosina (AD) que expresan: las neuronas de la 

vía directa expresan sustancia P y dinorfina además de los receptores a 

dopamina del tipo  D1 y a adenosina del tipo A1. Las neuronas de la vía indirecta 

expresan encefalinas además de los receptores a dopamina del tipo D2 y de 

adenosina de los tipos A1 y A2A. (Alexander y Crutcher, 1990; Gerfen et al., 1990; 

Yabuuchi et al 2006; Schiffmann et al., 2007; Ferré et al., 2007; Fuxe et al., 

2007). Por tal motivo se pueden distinguir funcionalmente.  

Funcionalmente al activarse las neuronas de la vía directa, la proyección 

inhibidora de las neuronas del NSt lleva a la inhibición de los núcleos de salida, 
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las cuales se encuentran tónicamente activas, por lo tanto disminuyen su 

disparo. Pero como esta salida tónica y es también inhibidora de sus núcleos 

blanco (los circuitos tálamo-corticales y el tallo cerebral) la inhibición estriatal lo 

que hace es remover la inhibición de estos blancos; donde la doble inhibición 

lleva a un incremento en la actividad de las cortezas motoras y el tallo y por ello, 

facilita el movimiento.  

Por el otro lado, cuando se activan las neuronas de la vía indirecta pueden pasar 

varias cosas: tal como las neuronas de salida las neuronas del GPe disparan 

tónica o irregularmente y uno de sus blancos es el NST y este último posee 

neuronas excitadoras que también disparan tónicamente. Por un lado, éstas 

proyectan a los núcleos de salida, GPi y SNr, manteniéndolos activos. Esta 

acción es contraria a la de la vía directa que los inhibe (ver arriba), por lo que se 

tendería a reprimir la ejecución de movimientos. Pero el NST también excita al 

GPe, lo que forma un asa de inhibición-excitación entre los dos que puede 

formar un oscilador que genere ráfagas de baja frecuencia. Como ambos GPe y 

STN proyectan a los núcleos de salida estas oscilaciones pueden propagarse a 

los mismos (Alexander et al, 1986; Albin et al, 1989; Figura 1). Se sabe que tanto 

la excitación de los núcleos de salida por el STN como el enganche de sus 

neuronas en ritmos oscilatorios lentos producen acinesia o disminución de los 

movimientos.    

En resumen la vía directa tiende a activar los movimientos y la vía indirecta a 

inhibirlos. Se supone que un adecuado equilibrio dinámico entre estas dos vías 

produce los movimientos dirigidos, el tono muscular y la postura.  
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Figura 1. Esquema de los Ganglios Basales. Los ganglios basales (GB; rojo) están compuestos por dos 
núcleos de entrada que reciben las aferentes de la corteza y el tálamo; el neoestriado (NSt) y el subtalamo 
(NST). Los GB tienen dos núcleos de salida; sustancia nigra reticulata (SNr) y el globo pálido en su parte 
interna (GPi) el procesamiento de la información que viene de la corteza/ y el tálamo hacia los núcleos de 
salida de los GB ocurre en parte por dos vías paralelas denominadas vía directa que va del NSt hacia los 
núcleos de salida y otra vía denominada indirecta que va hacia los núcleos intermedios GPe y NST que a 
su vez van hacia los núcleos de salida. Otras vías son posibles pero no se describen aquí. 

 

Sin embargo estos circuitos se encuentran modulados por neurotransmisores o 

neuromoduladores, entre los que se encuentra la dopamina (DA). Ésta es 

esencial para el funcionamiento del cerebro de los vertebrados. Además de 
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regular los movimientos motores voluntarios y la locomoción, modula una gran 

variedad de funciones incluyendo, el reforzamiento conductual, la sensación de 

recompensa después de la ejecución de una tarea, el aprendizaje, la memoria, la 

cognición, las respuestas emotivas, la reacción y la adaptación ante los cambios 

o ante estímulos imprevistos o “salientes”. Asimismo es necesaria para explicar 

las adicciones y la dependencia a las drogas (Baik et al., 1995; Missale et al., 

1998; Schultz., 1998; Greengard et al., 1999; Geengard., 2001; Lubow., 2005; 

Salamone et al., 2005; Tobler et al. 2005). 

 

1.2. RECEPTORES DE DOPAMINA 

Los receptores a DA pertenecen a la superfamilia de receptores de siete 

dominios transmembranales que transducen sus señales a través de proteínas G 

(GPCRs, G protein coupled receptors; Missale et al., 1998). Kebabian y Calne en 

1979 clasificaron a los receptores dopaminérgicos en dos familias: uno acoplado 

positivamente a la adenilato ciclasa (AC) denominado D1 y otro acoplado 

negativamente denominado D2. Posteriormente, con la introducción de 

procedimientos de clonación, nuevos tipos de receptores a dopamina fueron 

caracterizados; estos son los D3 (Sokoloff et al. 1990), D4 (Van Tol et al., 1991) y 

D5 (Sunahara et al., 1991; Tiberi et al., 1991), cuyas características fisiológicas, 

farmacológicas, así como su secuencia de aminoácidos, les permitían ser 

catalogados en alguna de las dos familias originales; la familia D1 está 

constituida por los receptores D1 y D5 y ambos receptores estimulan/transducen 

sus señales mediante la activación de proteínas G con subunidades αs/olf 

(Missale et al., 1998) que modulan positivamente a la AC y elevan la 
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concentración intracelular de AMPc. Mientras que la familia D2 está constituida 

por los receptores D2, D3 y D4 (Civelli et al., 1993; Missale et al., 1998; Vallone et 

al., 2000) y están acoplados a proteínas Gαi/o, que inhiben a la AC (Stoof y 

Kebabian,, 1981) y activan a la fosfolipasa C tipo β (PLCβ).  

Ambos receptores de dopamina tiene como uno de sus blancos finales modular a 

los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV). Las NEMs que expresan 

los receptores D1 pertenecen a la vía directa y facilitan la activación de los 

canales Cav1 lo que aumenta su excitabilidad. Esto es, los receptores D1 activan 

a la vía directa y por lo tanto favorecen la ejecución de movimientos (Hernández-

López et al., 1997). También facilitan a los receptores sinápticos NMDA mediante 

la activación de la vía de señalización AMPc-PKA/DARPP-32/PP1 (Flores-

Hernández J et al., 2002).  

Por otro lado la activación de los receptores de la clase D2 lleva a la inhibición de 

los canales de calcio CaV1 por el complejo macromolecular dependiente de IP3 

con lo cual se activa la fosfatasa PP-2A (Hernández-López et al., 2000). Esto 

disminuye la excitabilidad de la vía indirecta y de esta manera también disminuye 

la ejecución de movimientos. El consenso es que los receptores D2 tienen mayor 

afinidad por la dopamina, (rev. en: Dreyer., 2014) por lo que la vía indirecta está 

tónicamente frenada, o dinámicamente ajustada, lo que da un tono muscular y 

una postura adecuadas a cada situación. En cambio, los receptores D1, con 

menor afinidad, sólo se activan cuando aumenta la liberación de DA, lo que 

activa a la vía directa de manera transitoria para ejecutar un movimiento 

(Dreyer., 2014).  
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Por tales motivos los agonistas dopaminérgicos de última generación más 

utilizados para tratar la enfermedad de Parkinson tienen como blanco a los 

receptores D2 (pramipexole, ropinirole, etc.), pues la hipótesis tradicional o al 

menos ampliamente aceptada dice que  al no haber suficiente DA, la vía 

indirecta está sobreactivada produciendo acinesia y exceso de tono muscular o 

rigidez. Ambos signos se alivian con estos agonistas. El problema con el uso de 

estos agonistas a largo plazo producen discinesias. 

Pero además de la dopamina existen otros moduladores en el cerebro que tienen 

acciones directas sobre las del NSt. Este trabajo se centro en uno de ellos: la 

adenosina. Se tiene la hipótesis que estos receptores  comparten las mismas 

vías de señalización que los receptores de dopamina. Por ello, se piensa que 

pueden usarse como coadyuvantes para tratar la enfermedad de Parkinson. 

Nosotros quisimos poner a prueba esta hipótesis observando sus acciones sobre 

efectores finales de esta señalización: los canales de calcio, y por lo tanto, la 

excitabilidad de las NEMs. 

 

1.3 RECEPTORES DE ADENOSINA 

La adenosina es un nucleósido que se encuentra de forma omnipresente en el 

cerebro y los tejidos en general. Está formada de la unión de la adenina con un 

anillo de ribosa (también conocido como ribofuranosa) a través de un enlace 

glucosídico β-N9. (Figura 2). Tanto la adenosina como sus derivados son 

constituyentes esenciales de toda célula viva ya que conforman piezas claves 

para la formación de moléculas biológicas tan relevantes como los nucleótidos 

ATP y AMPc, cofactores como el NAD+ y los ácidos nucleicos.  
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Figura 2. Estructura de la adenosina. 

 

La adenosina y moléculas derivadas actúan como intermediarios de rutas 

metabólicas, también forman parte de cofactores necesarios para diversas 

reacciones enzimáticas tanto de oxidación-reducción como de metilación (Arch y 

Newsholme., 1978), tienen una función clave en el metabolismo energético, ya 

que conforman la principal fuente de energía celular y tienen un papel relevante 

como segundos mensajeros (Pull y Mcllwain., 1972). 

Por tales motivos la adenosina es secretada por la mayoría de las células ya que 

se encuentra tanto intra- como extracelularmente, sin embargo la concentración 

en ambos compartimentos depende de la acción de los enzimas que controlan su 

síntesis y degradación como la actividad de transportadores nucleosídicos de 

membrana (Thorn y Jarvis., 1996).  

La síntesis intracelular de la adenosina ocurre por dos vías: 1) la desfosforilación 

de AMP por la 5’-nucleotidasa (5’-NT) y 2) la hidrólisis de S-

adenosilhomocisteína (SAH) por la S-adenosilhomocisteína hidrolasa (SAHH).  

La importancia de cada una de estas vías está determinada por el estado 

energético de la célula. En condiciones normales, la segunda vía es la principal 

(Lloyd y Schrader., 1989). En estados de mayor demanda energética, la  
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adenosina se forma rápidamente por desfosforilación consecutiva de los 

nucleótidos ATP, ADP y AMP con la intervención, en la etapa final, de la enzima 

5’-NT citosólica (Meghji., 1993).  

En el medio extracelular la producción de adenosina ocurre por la acción de 

diversas ectonucleotidasas que degradan el ATP, ADP, AMP y polifosfatos de 

diadenosina (ApnA) provenientes del interior celular mediante la desaminación a 

inosina por la acción de la enzima ecto-adenosina desaminasa (ecto-ADA) que 

se encarga de regular de la concentración extracelular de adenosina (Franco et 

al., 1998).  

Sin embargo los reservorios extra e intracelulares de adenosina están 

dinámicamente regulados, no sólo por enzimas sino también por transportadores 

membranales de nucleosidos (NTs). Actualmente se describen dos familias de 

transportadores: los equilibrativos (ENT), responsables del transporte 

independiente de Na+ que transportan a favor del gradiente de concentración o 

bidireccionalmente y los concentrativos (CNT), una familia de sistemas 

dependiente de Na+  que transportan en contra del gradiente, del exterior hacia el 

interior celular (Löffler et al., 2007; Latini et al., 2001).  

Los ENTs  está formada por cuatro miembros ENT1, ENT2, ENT3 y ENT4, 

siendo ENT1 un transportador que tiene una amplia localización tisular tanto en 

tejidos humanos como animales (Podgorska et al., 2005). Los CNTs se 

encuentran asociados a tejidos especializados como intestino, riñón e hígado. 

Estos transportadores se han identificado en células endoteliales, aunque su 

contribución al transporte de nucleosidos es mínima comparados con los ENTs 

(Chishty et al., 2003; Archer et al., 2004). 
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Estos transportadores son importantes debido a que los efectos biológicos de la 

adenosina dependen de su concentración extracelular. Se ha descrito que en el 

cerebro las concentraciones basales están en el rango de 25-250 nM (Dunwiddie 

y Masino., 2001). Estas concentraciones fisiológicas de adenosina son  

suficientes para mantener una activación tónica de los receptores purinergicos. 

Los niveles extracelulares de adenosina están regulados por los astrocitos 

(Boison et al., 2010) que expresan ambos tipos de transportadores de 

nucleosidos cuya función es recapturar adenosina hacia el interior y mediante 

fosforilación intracelular por la adenosina quinasa (AK) la  adenosina se convierte 

en 5´-adenosin monofosfato (Figura 3). 

 

 

Figura 3.  Representación esquemática de las enzimas y transportadores que regulan los niveles de 
adenosina. La adenosina puede formarse a partir de AMP por acción de las 5’‐nucleotidasas presentes en 
el citosol tipo I (2) o extracelulares (ecto 5’‐nucleotidasas, 8), puede ser fosforilada por la adenosina 
quinasa (1) o transformarse por la adenosina desaminasa (5). Su transporte está regulado por los 
transportadores equilibrativos o concentrativos (7). Otras enzimas relacionadas con el metabolismo de las 
purinas son la AMP desaminasa (3), 5’‐nucleotidasa de tipo II (4), purina nucleósido fosforilasa (6) y la 
apirasa (9). Modificado de Parkinson et al., 2006. 
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Además de la regulación de la síntesis de adenosina existen vías de 

degradación, la primera es la fosforilación de la adenosina a AMP por la 

adenosin quinasa (AK) y la segunda es desaminación a inosina por la adenosina 

desaminasa (ADA), la principal vía de degradación es mediante fosforilación ya 

que la AK es cien veces más afín por la adenosina que ADA pero, cuando la 

concentración de adenosina es muy alta se produce la desaminación (Fisher y 

Newsholme., 1984). 

El hecho que bajo condiciones normales la AK fosforila la adenosina y mantiene 

una baja concentración intracelular hace que se mantenga el gradiente de 

concentración que permite la recaptura de adenosina vía ENTs. Sin embargo, 

ante un incremento intracelular de adenosina se revierte el sentido del 

transportador con lo cual conduce a la liberación de adenosina hacia el espacio 

extracelular (Gu et al., 1995). 

Tal control de la síntesis y degradación de la adenosina es importante pues 

pequeños cambios en su concentración pueden sincronizar las actividades 

neuronales y con esto controlar la transmisión y la plasticidad sinápticas (Ribeiro 

et al., 2002). Esto se lleva a cabo por la unión a receptores de membrana 

acoplados a proteína G.  

La acción de la adenosina es mediante receptores que pertenecen a la familia de 

los GPCRs, con una estructura como la que se muestra en la figura 4. Se han 

clasificado en base a sus propiedades moleculares, bioquímicas y 

farmacológicas en 4 subtipos: A1, A2A, A2B y A3. Los receptores A1 y A2A son de 

alta afinidad y se expresan mayoritariamente en el sistema nervioso central 

(SNC) mientras que los A2B y A3 son receptores de baja afinidad por lo que su 
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activación sólo es relevante en condiciones en las que la adenosina se ve 

incrementada de forma notoria. Tanto los receptores A1, como A2B y A3 tienen un 

peso molecular del orden de 35 kDa, en cambio el A2A tiene un peso molecular 

ligeramente superior, de 45 kDa, la diferencia es debida a la  larga cola carboxilo 

terminal que presenta, como se muestra en la figura 4. 

 

Figura 4. Estructura de los receptores de adenosina. 

 

De manera global, la secuencia de aminoácidos de todos los receptores de 

adenosina clonados (Olah, 1995) es consistente con la estructura tridimensional 

propuesta para los GPCRs (Hibert et al., 1991). Comparten varios rasgos en 

común con los GPCRs de la familia 1, a la que también pertenecen los 

receptores de dopamina. Uno de estos rasgos es el puente disulfuro que se 

forma entre los residuos de cisteína en los bucles extracelulares 1 y 2 (EC1-2), 
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que le da estabilidad a estos receptores una vez que son insertados en la 

membrana plasmática (Dohlman et al., 1990). Otro de los rasgos comunes es la 

presencia de la secuencia consenso DRY (Acido aspartico, Arginina y Tirosina) 

involucrada en el tráfico de los receptores. Finalmente y excepto para el receptor 

A2A, el resto de receptores de adenosina presentan una cisteína en el dominio C-

terminal que puede ser palmitoilada, lo que permite la generación de un nuevo 

bucle intracelular implicado posiblemente en el acoplamiento a la proteína G 

(Bouvier et al., 1995). 

Todos los receptores de adenosina tienen secuencias consenso de N-

glicosilación en el EC2 que se cree están implicadas en el tránsito del receptor a 

la membrana, aunque no existe una evidencia clara de ello (Klotz y Lohse., 1986; 

Stiles., 1986). Además, todos presentan secuencias consenso de fosforilación en 

los dominios intracelulares, esta fosforilación está implicada en el mecanismo de 

desensibilización de los receptores de adenosina (Ramukar et al., 1991; Palmer 

et al., 1994; Saura et al., 1998). El grado de homología entre los receptores de 

adenosina es bajo, del orden del 45% (Stehle et al., 1992; Pierce et al., 1992), si 

bien existen diferencias entre especies como la que tiene lugar entre los 

receptores A2A y A2B que en la rata presentan una homología del 46% y en 

humano del 61%. Al igual que para otros GPCRs, la mayor homología tiene lugar 

en las regiones transmembrana, que se cree están próximas entre sí formando el 

centro de unión del ligando conjuntamente con la zona correspondiente a la 

mitad N-terminal del segundo bucle extracelular (Fredholm et al., 1994; Rivkees 

et al., 1999). La interacción con la proteína G tiene lugar básicamente en el 

tercer bucle intracelular (IC3) y en el extremo C terminal. 
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La amplia disposición de la adenosina y la distribución de sus receptores en los 

tejidos juegan un papel importante en muchos procesos fisiológicos, 

particularmente en tejidos excitables como el corazón y el cerebro (Berne et al., 

1983). En el SNC la adenosina es secretada por la mayoría de las células, 

incluyendo neuronas y células gliales, actuando como neuromodulador de la 

actividad del SNC, tanto a nivel presináptico como postsináptico y/o 

extrasináptico.   

Por tales motivos los receptores de adenosina tipo A1 y A2A se han visto 

implicados en procesos normales y patofisiológicos, como la inhibición de la 

liberación de neurotransmisores excitatorios  (Phillis et al., 1979; Ciruela, et al., 

2006), la inhibición de la actividad motora espontánea, la diferenciación y 

migración neuronal (Rivkees et al., 1995; Svenningsson et al., 1999; Canals et 

al., 2005),  en los procesos de conocimiento y memoria (Fredholm et al., 2000; 

Fontinha et al., 2009), la regulación de la función respiratoria y en particular en 

aquellos procesos relacionados con el sueño (Antle et al., 2001; Bjorness et al., 

2009; Longordo et al., 2009), la ansiedad (Johansson et al., 2001) la excitación y 

participa en la neuroprotección en episodios de hipoxia/isquemia (Moreau y 

Huber., 1999; Burnstock., 2009).  

Se los ha relacionado con la enfermedad de Alzheimer (Maia y De Mendonca., 

2002), la enfermedad de Parkinson (Schwarzschild et al., 2002; Jenner et al., 

2009), la enfermedad de Huntington (Reggio et al., 1999; Popoli et al., 2008), la 

esquizofrenia (Ferré et al., 1997; Wardas., 2008), la epilepsia (Dunwiddie y 

Masino., 2001; Ribeiro et al., 2003) y la adicción a drogas (Maldonado et al., 

1996; Manzoni et al., 1998; Knapp et al., 2001; Brown y Short., 2008). 
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El gen de receptor A1 está localizado en el cromosoma 1q32.1 (Megson et al., 

1995) y se encuentra acoplado a proteínas Gi/o (Freissmuth et al., 1991; Munshi 

et al., 1991), de manera similar al receptor D2, su activación provoca la inhibición 

de la AC (Londos et al., 1980) así como la activación de la PLC con el 

consiguiente incremento en los niveles de DAG e IP3 en el interior celular 

(Gerwins y Fredholm., 1995) y los niveles de calcio intracelular, por lo que a nivel 

postsináptico el receptor A1 controla la excitabilidad de la célula debido a la 

hiperpolarización que produce mediante la activación de canales de potasio 

(Greene y Haas., 1991, Patel et al., 2001) que parecen ser del tipo GIRK (Gerber 

et al., 1989; Wetherington y Lambert., 2002).  

El receptor a adenosina A1 presinaptico se considera un receptor metabotrópico 

que controla la transmisión sináptica (Franco et al., 2005; Wong et al., 2006), ya 

que regula la liberación de múltiples neurotransmisores incluyendo glutamato 

(Dolphin y Archer., 1983; Barrie y Nichols., 1993; Ladera et al., 2007) y GABA 

(Hollins y Stone., 1980; Saransaari y Oja., 2005).  Esto se debe a que los 

receptores de adenosina tipo A1 modulan a los canales de calcio dependientes 

de voltaje de tipo CaV2 (N y P/Q) por un mecanismo delimitado a membrana 

(Fredholm y Dunwiddie., 1988; Gonçalves et al., 1991; Scholz y Miller., 1991, Wu 

y Saggau., 1994; Wheeler et al., 1994; Ambrosio et al., 1997; Song et al., 2000; 

Noguchi y Yamashita., 2000; Wang et al., 2002; Kimura et al., 2003; Moore et al., 

2003, Manita et al., 2004; Gundlfinger et al., 2007). Sin embargo, se desconoce 

si esta modulación se debe a un mecanismo directo o por el contrario se trata de 

un mecanismo que depende de la modulación previa de los canales de potasio. 
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Se ha observado que en las terminaciones sinápticas de la corteza cerebral, el 

receptor de adenosina A1 reduce la liberación de glutamato inducida por la 

activación de la vía AC/PKA (Ladera et al., 2007). Además de modular los 

niveles de AMPc intracelulares, el receptor de adenosina A1, interviene en la 

síntesis de otros segundos mensajeros a través de la activación de la fosfolipasa 

C y la fosfolipasa A2 (Akbar et al., 1994; Freund et al., 1994; Jockers et al., 1994; 

Gerwins y Fredholm., 1995). 

Por el otro lado el gen para el receptor A2A humano se encuentra en el 

cromosoma 22q11.2 y la secuencia proteica presenta un lugar potencial de 

glicosilación en la que se pueden unir dos tipos de glúcidos diferentes, lo que 

divide a estos receptores en dos poblaciones (Barrington et al., 1990). Existen 

estudios en los que se muestra que los receptores A2A no glicosilados mantienen 

la capacidad de unir ligando (Piersen et al., 1994), por lo que queda sin 

determinar la función de la glicosilación en estos receptores. El uso de técnicas 

de mutación dirigida ha permitido describir de forma detallada los lugares de 

unión del ligando (Jiang et al., 1996), y mediante la utilización de construcciones 

quiméricas se han determinado las regiones implicadas en el acoplamiento a la 

proteína Gs y de esta manera se ha demostrado que la activación selectiva de la 

proteína G tiene lugar principalmente por el IC3, en su parte más amino terminal 

(Olah., 1997) y la parte carboxilo terminal parece ser necesaria para la transición 

al estado activado (Klinger et al., 2002); por lo tanto el activar una proteína Gs lo 

hace similar al receptor D1. Sin embargo, en su estructura el receptor tiene una 

larga cola que parece estar implicada en la formación de heterómeros con el 
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receptor D2 y en la interacción de este receptor con el citoesqueleto de actina 

(Canals et al., 2003). 

Se conoce que la activación por agonista del receptor A2A induce su 

desensibilización rápida (Newman y Levitzki., 1983; Anand-Srivastava et al., 

1989; Ramkumar et al., 1991; Mundell et al., 1998). En 1997, Palmer y Stiles 

identificaron el dominio del receptor A2A responsable de la desensibilización la 

cual es la porción proximal del segmento C-terminal, aunque esta función es 

redundante a lo largo de toda la cola del receptor A2A. Por lo tanto la exposición 

prolongada al agonista induce internalización, lo que parece ser un paso 

necesario para la resensibilización o la regulación a la baja de los receptores A2A. 

Como en el receptor D1, la principal vía de transducción del receptor A2A 

depende de la activación de la AC por acoplamiento a la proteína Gs/olf, la cual 

incrementa los niveles de AMPc, que a su vez activan la PKA que regula el 

estado de fosforilación de varios sustratos proteicos. Uno de los sustratos de la 

PKA es DARPP-32, que se expresa en altas concentraciones en neuronas 

eferentes GABAérgicas (Kull et al., 1999; 2000). La fosforilación por la PKA en la 

Thr34 convierte a DARPP-32 en un potente inhibidor de la proteína fosfatasa 1 

(PP-1) que inhibe la actividad de CREB y de canales de calcio. Este es un de los 

mecanismos por los que el receptor A2A activa a CREB, y posiblemente, a 

canales de calcio, lo que pusimos a prueba en el presente trabajo de tesis. Por 

otro lado, la PKA también es capaz de estimular a la proteína fosfatasa- 2A (PP-

2A), que es la principal fosfatasa responsable de la desfosforilación de DARPP-

32 en la posición 75 (Kull et al., 2000). Además de la vía preferencial Gs/olf/AC, 

los receptores A2A también usan otras vías de señalización como la mediada por 
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PLC (Wirkner et al., 2000) y PI3K (fosfatidilinositol 3-kinasa)/Akt (serina-treonina 

kinasa o PKB) (Lee y Chao., 2001). 

 

Hemos mencionado que los receptores de adenosina tipo A1 y en especial el 

receptor A2A tienen similitudes en la cascada de señalizacion con los receptores 

de dopamina tipo D2 y D1 respectivamente y que solo en las neuronas espinosas 

medianas de la via indirecta se encuentran expresados ambos receptores de 

adenosina y de dopamina tipo de D2 por lo que es posible que se desarrollen 

mecanismos compensatorios en casos de patologías como es en el caso de la 

enfermedad de Parkinson a través de estos receptores. Por tal motivo se ha 

investigado si existe una interacción entre los receptores de adenosina tipo A1 y 

A2A (Lopes et al., 1999; Cunha et al., 2007; 2008). Se conoce  que ambos 

receptores interactúan entre si, un ejemplo, se observa que al activar a los 

receptores A2A, estos atenúan la capacidad de los receptores A1 para inhibir el 

disparo neuronal en el hipocampo (O’Kane y Stone., 1998). Sin embargo estos 

estudios no son tan claros en explicar qué tipo de interacción existe entre los 

receptores de adenosina.  

Por otra parte Ciruela y colaboradores en el 2006 demostraron por medio de 

experimentos de BRET, que los receptores de adenosina tipo A1 y A2A pueden 

formar heterómeros en células HEK y que además la activación de los 

receptores A2A reduce la afinidad de la adenosina hacia los receptores A1, lo que 

ha sugerido que bajo condiciones fisiológicas basales, es decir con 

concentraciones extracelulares bajas de adenosina, se estimula preferentemente 

a los receptores A1, debido a que estos tienen una mayor afinidad por el agonista 
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endógeno y esto se explica debido a que la ecto-ADA se ancla a proteínas de 

membrana como el receptor de adenosina A1 (Franco et al., 1998) ejerciendo su 

actividad catalítica, además de conferir a este receptor un estado de alta afinidad 

por la adenosina y permitirle una eficiente transducción de señales (Ciruela et al., 

1996; Saura et al., 1996; Torvinen et al., 2002; Ruiz et al., 2000). Sin embargo, 

cuando la concentración extracelular de adenosina incrementa se activan los 

receptores de tipo A2A y se concluye que la acción de los receptores A2A inhibe la 

acción de los receptores A1 y que la existencia del heterómero permite a la 

adenosina facilitar o inhibir la transmisión glutamatergica dependiente de la 

concentración y del nivel de excitabilidad de las neuronas (Ciruela et al., 2006). 

Ademas existe evidencia de que ambos receptores de adenosina están 

involucrados en el disparo neuronal y/o la liberación de neurotransmisores (Inoue 

y Yoshii., 1992, Caterall., 2000, 2008; Ciruela et al., 2006) por lo tanto se puede 

deducir que los receptores de adenosina tienen como blanco de modulación a 

los CCDV (Noguchi y Yamashita., 2000, Haas y Selbach., 2000, McCool y 

Farroni., 2001).  

 

1.4 CANALES DE CALCIO 

Estructuralmente los CCDV son complejos heteromultiméricos que se encuentran 

conformados por subunidades α1, β, γ y α2δ. La subunidad α1 (190-250 kDa) es 

la que conforma el poro del canal, posee el filtro de selectividad para el Ca2+, el 

sensor de voltaje y la mayor parte de los sitios conocidos para la regulación por 

segundos mensajeros, drogas y toxinas (Catterall et al., 2005); está constituida 
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por 4 dominios homólogos cada uno con 6 segmentos transmembranales (S1-

S6) (Doering y Zamponi., 2003); el segmento S4 de cada dominio homólogo rota 

y se desliza bajo la influencia de los campos eléctricos iniciando un cambio 

conformacional que abre el poro, de modo que funciona como sensor de voltaje; 

el lazo que une los segmentos S5 y S6 se encuentra asociado a la membrana, 

conforma la entrada externa del poro y contiene residuos de glutamato en cada 

dominio que determinan la selectividad al Ca2+ (Catterall., 2000). Las otras 

subunidades regulan las propiedades biofísicas y el tráfico de la subunidad α1 

(Arikkath y Campbell., 2003). La subunidad β (55 kDa) se encuentra 

completamente inmersa en el citoplasma, pues no tiene segmentos 

transmembranales, la subunidad γ (33 kDa) contiene 4 segmentos 

transmembranales, la subunidad conformada por el dímero α2δ (170 kDa) está 

constituida por la sección δ que está unida a la membrana a través de un 

segmento transmembranal, mientras que la sección α2 está localizada del lado 

extracelular; ambas se encuentran unidas por un puente disulfuro generado por 

modificaciones post-traducción (Catterall., 2000) (Figura 5). 

 

Figura 5. Estructura de los canales de Ca2+ activados por voltaje. (Tomado de Catterall y Few., 2008). 
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Los canales de Ca2+ han sido clasificados en los tipos CaV1 (L), CaV2 (N, P/Q, R) 

y CaV3 (T) por sus propiedades biofísicas y farmacológicas. A los que son 

activados por voltajes de alrededor de -50 mV (L, N, P/Q) también se les conoce 

como HVA (activados a voltajes “elevados”). A los activados por voltajes de 

alrededor de -70 mV (T) se les conoce como LVA (activados a “bajos” voltajes). 

Por último, a los canales de tipo R se les conoce como activados por voltajes 

intermedios. Los distintos canales de Ca2+ expresan diferentes subunidades α1. 

Actualmente, se utiliza una nomenclatura similar a la de otros canales activados 

por voltaje (Doering y Zamponi., 2003; Tabla 1). 

Existen bloqueadores específicos para las distintas familias de canales L, N y 

P/Q (ver tabla 1). Las dihidropiridinas (DHPs) son fármacos que bloquean o 

activan los canales de Ca2+ de tipo L actuando alostéricamente para cambiar el 

canal del estado abierto al cerrado. La ω-conotoxina GVIA es una toxina obtenida 

de un caracol marino (Conus geographus) que bloquea específicamente el canal 

de Ca2+ de tipo N, mientras que las toxinas ω-agatoxina TK y ω-agatoxina IVA 

obtenidas del veneno de una araña (Agelenopsis aperta) bloquean 

específicamente los canales de Ca2+ de tipo P/Q (que tiene muchas variantes por 

splice alternativo). Los canales de tipo R son bloqueados por la toxina SNX 482 

derivada del veneno de tarántula (Hysterocrates gigas), pero esta toxina no es 

muy específica (Catterall., 2000). Finalmente, los canales de tipo T son 

bloqueados por la toxina kurtoxina obtenida de un escorpión (Parabuthus 

transvaalicus) aunque esta toxina tampoco es muy específica (Doering y 

Zamponi., 2003). 
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Superfamilia Familia Subunidad 

α1 

Nombre 

propuesto 

Farmacología 

HVA L α1S CaV1.1 Dihidropiridinas 

(DHP) α1C CaV1.2 

α1D CaV1.3 

α1F CaV1.4 

P/Q α1A CaV2.1 ω-agatoxina TK 

ω-agatoxina IVA 

N α1B CaV2.2 ω-conotoxina GVIA 

R α1E CaV2.3 SNX 482* 

LVA T α1G CaV3.1 Kurtoxina* 

α1H CaV3.2 

α1I CaV3.3 

Tabla 1. Estructura general, nomenclatura y farmacología de los canales de Ca2+. * No existen 
bloqueadores específicos reportados en la actualidad (Modificada de Doering y Zamponi, 2003). 

   

Los canales de calcio pueden ser modulados directamente por proteínas G a 

través de la subunidad βγ;  este mecanismo, puede tanto inhibir como activar 

algunos tipos de canales iónicos (Clapham y Neer., 1997). Tanto los receptores 

como las proteínas G y los canales iónicos se encuentran unidos a la membrana 

plasmática. Una interacción directa entre el canal y la proteína G es el modo más 

rápido para la regulación de canales y es denominada “modulación delimitada a 

membrana”, pues no intervienen agentes difusibles en el citosol, sino únicamente 

los presentes en la membrana (Hille., 2001; Figura 6).  
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Figura 6. Modulación directa de un canal iónico a través de la subunidad βγ de la proteína G. 
Señalización delimitada a membrana mediada por el receptor sobre un canal de Ca2+. En esta señalización, 
se requieren al menos 3 moléculas, el receptor, la proteína G y el canal.  
 

La modulación de los canales de Ca2+ de alto umbral de activación vía delimitada 

a membrana se describió hace 30 años al estudiar la activación de receptores 

adrenérgicos, serotoninérgicos o de tipo GABAB y se encontró que ocurría 

básicamente sobre los canales de tipo N (aunque también se ha descrito para los 

P/Q). Podía ser inducida por receptores muscarínicos, somatostatinérgicos, 

dopaminérgicos y de adenosina (Yan y Surmeier., 1996; Tedford y Zamponi., 

2006).  

Las propiedades esenciales de esta inhibición son: I) su sensibilidad a PTX, lo 

cual involucra proteínas Gi y/o Go, II) que la reducción de la corriente al pico se 

presenta de un modo dependiente de voltaje, con una inhibición más evidente a 

potenciales más hiperpolarizados (Tedford y Zamponi., 2006; Brown y Sihra., 

2008).  

Así, los receptores a adenosina pueden mediar la inhibición de los canales de 

Ca2+ de tipo N y P/Q a través de la actividad de la subunidad Gβγ, liberada por 

las proteínas Gi (Song et al., 2000; McCool y Farroni., 2001; Gundlfinger et al., 

2007). Se ha descrito que los canales de Ca2+ de tipo N y P/Q pueden ser 
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inhibidos a través de la activación de los receptores a adenosina de tipo A1 

sensibles a PTX por este mecanismo de modulación (Gundlfinger et al., 2007).  

Finalmente, la inhibición delimitada a membrana de las ICa2+ y su reversión, 

tienen efectos importantes sobre la liberación de neurotransmisores en la 

terminal presináptica (Brown y Sihra., 2008). Así, debido a su dependencia de 

voltaje, las ráfagas de potenciales de acción de alta frecuencia pueden revertir la 

inhibición presináptica (Brody et al., 1997). Sin embargo, se ha descrito que los 

canales de Ca2+ también pueden sufrir modulación que involucra segundos 

mensajeros citosólicos, que por ende, es una modulación más lenta, debido a 

que la probabilidad de apertura de los canales de calcio depende de su nivel de 

fosforilación por la acción de proteínas cinasas y fosfatasas. Existen varias  

evidencias bioquímicas que han ligado las acciones de los receptores de 

adenosina con cadenas de señalización que terminan en la activación de PKA o 

PKC, a su vez, las acciones de la PKC sobre las corrientes de Ca2+ son muy 

diversas, ya que se han reportado tanto efectos inhibidores (Boland et al., 1991) 

como potenciadores (Hall et al., 1995). 

En resumen, la modulación diferencial de los canales de Ca2+ por segundos 

mensajeros intracelulares constituye un mecanismo de señalización clave para 

controlar la entrada de Ca2+, la excitabilidad y demás funciones asociadas 

(Bargas et al., 1994; Zamponi y Snutch., 1998; Hernández-López et al., 1997, 

2000, Perez-Burgos et al., 2009; Hernandez-Flores T et al., 2014; Figura 7). 

Los efectos de los receptores de adenosina sobre los canales de Ca2+ activados 

por voltaje han sido descritos en células del ganglio de la raíz dorsal y en cultivos 

de neuronas del hipocampo (Dolphin et al., 1986; Scholz y Miller., 1991). En 
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estas preparaciones, la actividad de los receptores de adenosina suprime las 

corrientes de Ca2+. 

 

Figura 7. Ejemplo de la modulación de los canales de Ca2+ por segundos mensajeros a través de la 
activación del receptor muscarínico M1. El blanco de la proteína G es una enzima membranal (PLC)  
que produce segundos mensajeros que a su vez activan proteínas capaces de fosforilar (PKC) o 
desfosforilar (PP2B) el canal.  
 

Los cambios en los niveles plasmáticos de neurotransmisor pueden provocar 

cambios en las corrientes llevadas por los canales de calcio (modulación) y en 

consecuencia, cambiar tanto los patrones de liberación de transmisor en las 

terminales, como el patrón temporal de disparo generado a nivel 

somatodendrítico (Pérez-Garci et al., 2003; Pérez-Roselló et al., 2005).  

 

1.5 ENFERMEDAD DE PARKINSON 

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita en 1817 por el médico británico 

James Parkinson, el cual observó pacientes con temblores involuntarios, rigidez 

e incapacidad para ejecutar movimientos (Lees et al., 2009). En la década de 

1950 Arvid Carlsson demostró que la dopamina actúa como un transmisor en el 
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cerebro (Girault y Greengard., 2004). A finales de esta década Oleh 

Hornykiewics demostró que en la EP se veían disminuidos los niveles de 

dopamina en el estriado. Esto llevo a los investigadores a administrar L-DOPA a 

los pacientes, precursor químico de la dopamina, para restituir los niveles de 

dopamina en el cerebro y contrarrestar así las manifestaciones clínicas de los 

pacientes (Hornykiewicz., 2004). El éxito inicial fue espectacular: los pacientes 

ya podrían moverse y recuperar mucho de su función motora. Sin embargo el 

mismo tratamiento con L-DOPA induce otra enfermedad discapacitante: las 

discinesias, o movimientos descontrolados y descoordinados (Mercury y 

Bernardi., 2005).   

La EP es considerada una enfermedad neurodegenerativa y progresiva asociada 

con el envejecimiento aunque existen síndromes Parkinsonicos que aparecen en 

edades tempranas y enfermedad de Parkinson juvenil heredada (Giasson y Lee., 

2001). No se cura. Los tratamientos simplemente tratan de paliar los signos de la 

enfermedad, sumamente discapacitantes, y mejorar la calidad de vida de los 

pacientes (, Mercury y Bernardi., 2005; Kringelbach et al., 2007; Mendez et al., 

2008; Li et al., 2008; Lees A et al., 2009). El estudio de las acciones purinérgicas 

descritas en esta tesis va en ese sentido. 

Las características anatomopatológicas mas distintivas de la EP incluyen la 

muerte progresiva de neuronas en diferentes áreas del tallo cerebral 

comenzando con el núcleo del vago, los núcleos pedúnculo pontinos hasta llegar 

a las neuronas de SNc que son las que secretan dopamina. La degeneración 

neuronal sucede acompañada por la acumulación de agregados de alfa-

sinucleina (cuerpos de Lewy) en la medula espinal, tallo y corteza cerebral (Del 
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Tredici y Braak., 2012). No se sabe la causa en la mayoría de los casos: 

enfermedad de Parkinson Idiopática. Las hipótesis incluyen factores genéticos y  

medio ambientales.  

El tratamiento con L-DOPA para restituir la síntesis de dopamina en las 

terminales que todavía no se han muerto, así como el tratamiento con agonistas 

dopaminérgicos es efectivo sólo por un tiempo (de 5 a 7 años hace unas 

décadas, de 15 a 20 años en la actualidad). Como se apuntó arriba, la L-DOPA y 

los agonistas traen consigo efectos secundarios tales como discinecias, 

desordenes de la impulsividad (e.g., hipersexualidad, ludopatía) y otros signos 

motores y psiquiátricos. La depresión es un problema grave (Mercuri y Bernardi., 

2005; Lees et al., 2009). 

Con el afán de mejorar el tratamiento médico se tiene la hipótesis de bajar las 

dosis de L-DOPA que provocan estas acciones colaterales con la ayuda de otros 

fármacos que actúen sobre las mismas células blanco de la dopamina. Así, la L-

DOPA se combina con inhibidores de la monoamino oxidasa B, con antagonistas 

colinérgicos y con antagonistas del receptor a adenosina del tipo A2A. Entre 

otros. Respecto de estos antagonistas, la razón es que la depleción de dopamina 

propìa de la enfermedad se acompaña de aumentos en las concentraciones de 

acetilcolina y adenosina en el estriado (Ding et al., 2006; Jenner., 2014). 

El uso de antagonistas para los receptores de adenosina se ha propuesto debido 

a que durante la EP hay un aumento en la excitabilidad neuronal de las neuronas 

de la vía indirecta (Rouse et al., 2000; Morelli et al., 2009; Aosaki et al., 2010; 

Kulisevsky y Poyurovsky., 2012) lo que hace que se incremente la concentración 

de adenosina, lo que aumenta aun más la excitabilidad neuronal al activarse los 
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receptores de adenosina de tipo A2A, creando un círculo vicioso que empeora 

cada vez más la actividad en la vía indirecta. Se considera que al usar los 

antagonistas de los receptores A2A, expresados en las neuronas de la vía 

indirecta (Ferré et al., 1997;  Fredholm et al., 2001) se rompa el círculo vicioso y 

la excitabilidad. Asi, se propone, los antagonistas del receptor A2A serían 

coadyuvantes de la L-DOPA y con esto se bajarían las dosis de la misma con el 

consecuente retardo en la aparición de las disicinesias.  

Sin embargo, hasta el presente trabajo no se habían reportado acciones 

electrofisiológicas directas de los fármacos purinérgicos sobre sus receptores. 

Para conocer las acciones de la adenosina y fármacos afines sobre los 

receptores a adenosina, decidimos utilizar a los canales de calcio como efectores 

finales de la cadena de señalización de estos receptores. 

La participación de los receptores de los tipos A1 y el A2A en la enfermedad de 

Parkinson estaría dada por la distribución de estos receptores en el cerebro y 

principalmente en el estriado. Los receptores A1 se expresan en neuronas 

GABAérgicas de proyección, tanto en las neuronas de la vía directa como en las 

indirecta, mientras que el receptor A2A se expresan casi exclusivamente en 

neuronas GABAérgicas de la vía indirecta (Ferré et al., 1997;  Fredholm et al., 

2001).  

Los receptores A2A se localizan de forma postsináptica en las neuronas de la vía 

indirecta (Hettinger et al., 2001) y colocalizan con los receptores D2 de dopamina 

(Schiffmann et al., 1991; Fink et al., 1992;  Hillion et al., 2002). Se ha observado 

que en pacientes con EP se incrementa la expresión de estos receptores. 

(Varani et al., 2010). 
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Por lo anterior, en la presente Tesis describimos el mecanismo de acción por el 

cual los receptores de adenosina tipo A1 y A2A modulan de manera selectiva y 

dependiente de la concentración, los canales de calcio de las NEMs de rata.   

 

2. JUSTIFICACIÓN 

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa más 

frecuente. Es un elemento del conjunto de enfermedades que están llevando los 

Sistemas Nacionales de Seguridad Social y de Pensiones al punto econimico 

crítico. Su prevalencia en la población mayor a 65 años es de 2%, porcentaje 

que incrementa significativamente con la edad. El tratamiento de elección es la 

administración de L-DOPA sin embargo la eficacia de este tratamiento es 

limitada pues conlleva efectos secundarios severos. En los últimos años se ha 

favorecido  el uso de los antagonistas a receptores de adenosina tipo A2A como 

coadyuvantes en el tratamiento médico de la enfermedad ya que se piensa que 

estos pueden usar la misma via de señalización desctrita para los receptores de 

dopamina tipo D1 y en condiciones basales incrementar el disparo neuronal. Por 

otra parte se ha observado que los receptores A2A  se encuentran 

sobreexpresados en neuronas de la via indirecta durante la enfermedad y en 

estas neuronas existe un incremento del disparo y con ello hay una 

sobreinhibicion de la via indirecta y por ende provocar los síntomas de acinesia y 

rigidez caracteristicos de la enfermedad de Parkinson; anteriormente se habia 

descrito que que beber café (antagonista inespecífico de los receptores de 

adenosina) disminuye la probabilidad de padecer enfermedad de Parkinson y o 
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alargar el tratamiento de la L-DOPA (Ferre et al., 2008; Ribeiro y Sebastião., 

2010). 

 

3.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Evidencias indirectas de tipo conductual, bioquímico y fisiológico han dado lugar 

al modelo fisiopatológico actualmente usado para entender la EP. (Calabresi et al 

2014) Este modelo postula que al disminuir los niveles de DA ocurre un 

incremento en el disparo de las neuronas estriatales de proyección (espinosas 

medianas) de la vía indirecta, lo que lleva a la acinesia y la rigidez. Este 

incremento en el disparo conduce además a un incremento en la liberación de 

moduladores como en el caso de la adenosina. Nos preguntamos si su acción 

sobre los canales de calcio que regulan la excitabilidad está involucrada con el 

aumento en la actividad de las neuronas espinosas medianas de la via indirecta.  

Por lo tanto, en este trabajo se estudió el papel de los receptores tipo A1 y A2A en 

la modulación de los canales de calcio de las NEMs y la correlación de dicha 

modulación con la excitabilidad neuronal. 

Las preguntas que guiaron la investigación fueron las siguientes: 

a) ¿Qué magnitud tiene la modulación de la corriente de Ca2+ mediada por 

los receptores A1 y A2A? 

b) ¿Existe algún tipo de interacción entre estos receptores? 

c) ¿Qué tipo de canales de Ca2+ son modulados por los receptores A1 y 

A2A? 

d) ¿Qué relación tiene la modulación de los canales de Ca2+ con la 

excitabilidad de las NEMs? 
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4. OBJETIVO GENERAL 

• Determinar cuales son las acciones de los receptores purinérgicos A1 y 

A2A sobre la corriente de calcio dependiente de voltaje en neuronas 

estriatales de proyección (NEMs) en el cerebro de la rata.  

 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

• Evaluar mediante fijación de voltaje en célula entera el efecto de los 

receptores A2A sobre la corriente de calcio en las NEMs.  

• Determinar el efecto de la interacción  entre los receptores A2A y A1, 

sobre la corriente de calcio. 

• Averiguar que clases de corriente de calcio son moduladas por cada 

receptor. 

• Observar si las acciones de estos receptores mediante fijación de 

corriente, impactan la excitabilidad celular. 

5. HIPÓTESIS  

• La activación de los receptores A1 disminuye la corriente de calcio en 

las  NEM´s. 

• La activación de los receptores A2A aumenta la corriente de calcio en 

las NEM´s. 

• Cuando ambos receptores estén presentes en la misma neurona, las 

acciones de los receptores A1 predominarán sobre la acción de los 

receptores A2A.  

• Para observar la acción de los receptores A2A estos han de ser 

habilitados por la acción previa de los  receptores A1. 
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6. ESTRATEGIAS, MATERIALES  Y MÉTODOS 

 6.1 OBTENCIÓN DE NEURONAS Y FIJACION DE VOLTAJE. 

Los protocolos utilizados se realizaron conforme a las guías para el cuidado y 

uso de los animales de laboratorio de la Universidad Nacional Autónoma de 

México (UNAM) que incluye minimizar el número de animales utilizados hasta 

alcanzar significancia estadística y evitar el sufrimiento animal. 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (100-120 g) del bioterio del Instituto 

de Fisiología Celular de la UNAM. Estas, fueron anestesiadas profundamente y 

su cerebro extraído rápidamente mediante disección. El cerebro se introdujo en 

una solución salina a 4˚C y cuya composición es (en mM): 126 NaCl, 3 KCl, 26 

NaHCO3, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 11 glucosa, 0.2 tiourea, 0.2 ácido ascórbico (pH 7.4 

ajustado con HCl, 300±5 mOsm/l, saturada con 95% O2 y 5% CO2). Después, 

con ayuda de un vibratomo (Ted Pella, Reading, CA), se obtuvieron rebanadas 

sagitales de 300 µm de espesor que fueron mantenidas en buenas condiciones 

entre 1 a 6 hrs antes de ser utilizadas para el registro, en la misma solución 

salina a temperatura ambiente (~25oC; Bargas et al., 1994; Vilchis et al., 2000). 

De cada rebanada se disecó y utilizó el estriado dorsal. Este fue incubado en 

solución salina (con 10 mM de HEPES) y enzimas proteolíticas (1 mg/mL de 

Pronasa E tipo XIV durante 15-20 minutos a 37˚C). Después de un periodo de 

digestión, el tejido fue transferido a una solución baja en Ca2+ (0.4 mM) para 

disociar a las neuronas mecánicamente con pipetas Pasteur pulidas con calor a 

diámetros de punta descendentes. El sobrenadante obtenido fue colocado (1 mL) 

en cajas de cultivo montadas en la platina de un microscopio invertido. Las 

células se adhieren espontáneamente al piso del plato de cultivo (10-15 
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minutos). Luego son perfundidas con 1 mL de la solución de registro que 

contiene (en mM): 0.001 tetrodotoxina (TTX), 140 NaCl, 3 KCl, 5 BaCl2, 2 MgCl2, 

10 HEPES y 10 glucosa (pH 7.4 ajustado con NaOH, 300±5 mOsm/L). Esta 

misma solución fue usada para perfundir a las células durante el registro con un 

sistema de microperfusión regulado por miniválvulas automáticas (Vilchis et al., 

2000).  

Las corrientes de Ca2+ fueron obtenidas por medio de registros de fijación de 

voltaje en célula entera en neuronas estriatales de tamaño medio (10-12 µm de 

diámetro y 5-10 pF de capacitancia total;  Yan y Surmeier, 1996) escogiendo las 

que tenían unos cuantos troncos dendríticos cortos para obtener la fijación 

espacial del voltaje. Para el registro se emplearon pipetas de vidrio de 

borosilicato (WPI; Sarasota, FL) estiradas y pulidas con ayuda de un estirador de 

pipetas (Sutter Instruments, Novato, CA) y una microforja, respectivamente 

(Nikon, Melville, NY). La composición de la solución interna fue (en mM): 180 N-

methyl-D-glucamina (NMDG), 40 HEPES, 10 EGTA, 4 MgCl2, 2 ATP, 0.4 GTP y 

0.1 leupeptina (pH 7.2 ajustado con H2SO4, 280±5 mOsM/L). Los registros de 

célula entera fueron realizados con técnicas estándar: la resistencia de los 

electrodos fue de 3-6 MΩ en el baño y el potencial de unión fue corregido (5-15 

mV aproximadamente). Los registros fueron obtenidos con ayuda de un 

electrométro (Axopatch 200B; Axon Instruments, Foster City, CA) monitoreados 

con el programa pClamp versión 8.2 (Axon Instruments). Después de que la 

pipeta sellaba en la membrana se compensaba la capacidad espuria. Después 

de romper el sello y acceder el interior celular se compensaba la resistencia en 
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serie (≤10-20 MΩ) en un 70 - 80%. Esta resistencia era monitoreada durante el 

experimento mediante un pulso rectangular de voltaje. Todos los registros eran 

almacenados en una computadora a través de una tarjeta de adquisición de 

datos para su posterior análisis (Perez-Rosello et al., 2005; Salgado et al., 2005). 

La relación corriente-voltaje (curva I-V) obtenida de los registros de corriente 

pasando por los canales de Ca2+ (utilizando Ba2+ como acarreador de carga) se 

tomó antes y después de la aplicación de los distintos fármacos. Estas curvas 

fueron construidas con comandos de voltaje en forma de pasos (cada 10 mV) 

rectangulares de 20 ms de duración desde -80 hasta 50 mV. También utilizamos 

comandos de voltaje en forma de rampa (200 ms de duración y 0.7 mV/ms desde 

-80 a 50 mV). Cuando las curvas I-V obtenidas con ambos métodos coincidían 

considerábamos que se lograba obtener un buen control temporal y espacial del 

voltaje (Perez-Rosello et al., 2005; Salgado et al., 2005). Por razones de 

claridad, la mayor parte de las figuras muestran los trazos representativos 

obtenidos con los comandos en forma de rampa (Figura 8).  

Los fármacos fueron aplicados mediante un sistema de microperfusión a base de 

gravedad posicionando las pipetas de suministro a 100 µm de la célula registrada 

en dirección del flujo de perfusión. Para los cambios de solución se utilizó un 

mecanismo de microválvulas (Lee; Essex, CT, USA) controladas por corriente 

directa.  

Los reactivos usados fueron;  ω-conotoxina GVIA (ω-CgTx-GIVA),  ω-agatoxina 

TK (ω-AgTx), tetrodotoxina (TTX) (adquiridas de Alomone, Jerusalén, Israel), 

nicardipina, adenosina (de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), el agonista de los 
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receptores A1: 2-cloro N6-cyclopentiladenosina (CCPA), el agonista de los 

receptores A2A: 4- [2- [[ 6-Amino -9- (N-ethyl-b-D-ribofuranuronamidosyl) -9H- 

purin2yl] amino] ethyl] benzene propanoic acid hydrochloride (CGS 21680), el 

antagonista a los receptores A2A: 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl) -7H-pyrazolo 

[4,3-e] [1,2,4] triazolo [1,5-c] pyrimidin-5-amine (SCH 58261) y el antagonista de 

los receptores A1: 8-cyclophentyl-1,3-dimethylxanthine (CPT) (de Tocris 

Cookson, Ellisville, MO). 

Estas sustancias fueron disueltas en agua para alcanzar la concentración 

deseada. El CGS21680 fue preparado con dimetil sulfóxido (DMSO, con una 

concentracion final máxima del 1%) y la nicardipina fue preparada en acido 

clorhídrico con una concentracion final máxima de 1%; en cuyo caso las 

soluciones control también contenían DMSO o HCl a la misma concentración, 

respectivamente. 

Los datos digitalizados fueron analizados y graficados con un programa de 

cómputo comercial (Origin 7; Microcal, Northampton, MA). De este análisis se 

obtuvieron las relaciones corriente-voltaje (curvas I-V), antes y después de la 

aplicación de los fármacos. Obteníamos la media ± el error estándar de la media 

(E.E.M.) de la amplitud máxima de la corriente de Ba2+ y los cambios obtenidos 

fueron reportados en porcentajes.  Se reportan también las medianas (percentil 

50) y los percentiles 5, 25, 75 y 95 construyendo graficas de Tukey. La 

significancia estadística se obtuvo con las siguientes pruebas estadísticas no 

paramétricas: T de Wilcoxon para experimentos apareados, U de Mann-Whiteny 

para comparaciones no apareadas, y ANOVAs de Kruskal Wallis y pruebas post 

hoc de Dunns para el caso de comparaciones. 
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6.2 FIJACION DE CORRIENTE.  

Por otra parte se realizaron registros electrofisiológicos en rebanadas de cerebro 

con la técnica de célula entera en fijación de corriente para observar los efectos 

de la adenosina el el disparo neuronal. Para tal motivo las rebanadas fueron 

visualizadas con un sistema de videomicroscopía infrarroja.  

En estos experimentos se utilizaron micropipetas de borosilicato (World Precision 

Instruments, Inc. Fl. USA) con resistencias de 3 – 6 MΩ, los cuales contenían un

solución interna compuesta por (en mM): 115 KH2PO4, 2 MgCl26H2O, 10 HEPES, 

1.1 EGTA, 0.2 Na2ATP, 0.2 Na2GTP, biocitina al 5%, pH = 7.2 y osmolaridad de 

275 mOsm/l. La estimulación sináptica se utilizó un electrodo bipolar concéntrico 

(50 micras de diámetro) colocado en la superficie de la rebanada a nivel de la 

corteza cerebral (capa 5) para estimular la vía cortico-estriatal. La adquisición de 

datos en ambos tipos de registro se realizó con un programa diseñado en el 

laboratorio en el ambiente Lab VIEW (National instruments, AustinTX) 

Las neuronas de proyección fueron identificadas por sus propiedades 

electrofisiológicas (Bargas et al., 1989; Galarraga et al., 1989). Además se 

llenaron con biocitina para ser posteriormente identificadas con técnicas 

histoquímicas (Galarraga et al., 1999). 
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7. RESULTADOS 

Se obtuvieron familias de corrientes de Ba2+ mediante la estimulación de las 

NEMs con pulsos de voltaje de  -80 a +50 mV en pasos de 10 mV cada uno con 

una duración de 20 ms (Figura 8 A). También utilizamos comandos en forma de 

rampa llevando el potencial de la célula de -80 a +50 mV en una duración de 180 

ms (Figura. 8 B). Con estos protocolos se obtuvieron las relaciones corriente-

voltaje (curvas I-V; Figura. 8 C). Las curvas obtenidas con ambos protocolos se 

sobreponen. Lo que sugiere control espacial del voltaje. Por claridad ilustraremos 

curvas I-V obtenidas con el comando en forma de rampa. Por comodidad 

hablaremos de corrientes de Ca2+, pues estos son los canales cuya modulación 

nos interesa, a pesar de usar al Ba2+ como acarreador de carga. La adición de 

Cd2+ (200 µM) abolió por completo estas corrientes (Figura 8 D). 

Para observar la acción de los receptores de tipo A2A se utilizó el agonista CGS 

21680 a diferentes concentraciones (5 nM – 10 µM; Figura. 9). Sorpresivamente, 

bajo estas condiciones no hubo modulación de las ICa2+ (n = 6). En algunos 

casos la corriente incluso llegó a disminuir. 

En los siguientes experimentos se utilizó  adenosina a bajas (100 nM) y altas 

(10µM) concentraciones (Figuras. 10 A y B) para activar a los receptores A1 y A2A 

en secuencia, ya que el primero tiene más afinidad que el segundo, y así evaluar 

sus acciones sobre las corrientes de calcio. Bajas concentraciones de adenosina 

disminuyeron la corriente de manera significativa: 29 ± 3 % de la ICa2+, 

sugiriendo una acción del receptor A1. 
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Figura 8. Protocolos usados para obtener las corrientes de calcio en las neuronas neoestriatales. A) Corrientes de 
Ba2+ generadas por comandos despolarizantes de -80 a 50 mV en pasos de 10 mV con duración de 20 ms. B) 
Corrientes de Ba2+ generadas por comandos de voltaje en forma de rampa de 180 ms de duración (0.7mV/ms). C) 
Relaciones I-V construidas con las mediciones de ambos protocolos. Los círculos corresponden a los comandos 
rectangulares y la  línea continua al comando en forma de rampa. Note la sobreposición. D) Curso temporal de la 
corriente de calcio antes y durante la adición de 200 µM de Cd2+. El bloqueo es reversible e indica que se trata de una 
corriente que pasa por canales de Ca2+.  

 

Figura. 9. El agonista selectivo para los receptores A2A no modula la corriente de calcio por sí solo. A) Curso 
temporal en presencia de 1 µM CGS (barra horizontal): no hay cambios en la amplitud de la corriente. B) Relaciones I-
V antes y después de la aplicación de CGS. C) El resumen (n = 6) muestra que no hay efectos significativos. 
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Posterior a esta acción, el incremento en la concentración de adenosina revirtió 

parcialmente este efecto y aumentó la corriente en 21 ± 3 %, sugiriendo que 

ahora la acción se debió al receptor de baja afinidad, el A2A. En apoyo de esta 

inferencia, este ultimo efecto solo se observó en la mitad de las neuronas 

registradas, lo cual concuerda con que los receptores de adenosina de tipo A2A 

se encuentran solo en neuronas de la vía indirecta (la mitad de las NEMs). 

La figura 10C resume los resultados de esta serie de experimentos mostrando 

medianas y percentiles: control: mediana = 408 pA y rango (percentiles 25 a 75) 

= 307 - 557 pA. En presencia de 100 nM de adenosina la corriente de calcio 

disminuye a 298 (237 - 400) pA. Al aplicar 10 µM de adenosina la corriente 

incrementa a: 331 (301 - 478) pA. Estos cambios fueron significativos (P 

<0.0001; ANOVA Kruskal-Wallis). 

Para corroborar que esta acción secuencial es causada por la acción secuencial 

de los receptores purinérgicos se utilizó un antagonista selectivo de los 

receptores de tipo A2A (50 nM de SCH 58261). Las Figuras 10 D y E muestran 

que en presencia del antagonista la aplicación de bajas concentraciones de 

adenosina (100 nM)  siguió disminuyendo la corriente de manera significativa 

(21% ± 4% n = 13; P < 0.0001 ANOVA de Kruskal-Wallis), por lo que 

corroboramos que la acción de disminución de la corriente de calcio es mediada 

por los receptores A1. Sin embargo, la concentración de 10 µM de adenosina ya 

no tuvo efecto, lo que permite corroborar que la reversión o incremento se debe 

a la activación del receptor A2A. 
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La figura 10F resume los resultados de esta serie de experimentos (mediana y 

rango 25-75): control: 227 (176 - 391) pA; 100 nM de adenosina: 191 (124 - 322) 

pA (P < 0.0001); 10 µM de adenosina: sin efecto significativo, debido a la 

presencia del antagonista.  

Se concluye que hay un efecto bifásico dependiente de la concentración  en la 

mitad de las neuronas registradas. Debido a las afinidades de los receptores y al 

antagonista utilizado podemos inferir que el incremento en la corriente se debe a 

los receptores de adenosina de tipo A2A. 

Para corroborar la acción secuencial de los receptores se realizaron los mismos 

experimentos utilizando agonistas selectivos para cada receptor A1 y A2A (CCPA 

y CGS21680 respectivamente). La aplicación de CCPA  disminuyó la ICa2+ en la 

misma proporción que las bajas concentraciones de adenosina: 25 ± 4 %  (n = 

13; P < 0.01 ANOVA de Kruskal-Wallis). La posterior administración de CGS 

21680, en presencia de CCPA, aumentó la corriente revirtiendo el efecto del 

CCPA: 23 ± 4% (n = 7, P < 0.05; ver Figuras. 11 A y B). Esta reversión sólo se 

observó en el 54% de las neuronas registradas, lo que sugiere que sólo las 

neuronas de una de las vías está siendo afectada, i.e.: la indirecta. En el 46% de 

las neuronas no se observa el efecto mediado por los receptores a adenosina 

A2A. Lo cual sugiere que se trata de neuronas de la vía directa.  

La figura 11C resume los resultados de esta serie de experimentos en diagramas 

de Tukey (mediana y rango 25-75): control: 315 (239 - 628) pA; CCPA: 197 (103 

- 539) pA; CGS 21680: 328 (124 - 115) pA. Estos cambios fueron significativos 

(P <0.0001; ANOVA de Kruskal-Wallis y Post hoc de Dunns). 
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Figura 10 Efecto bifásico de la adenosina dependiente de la concentración sobre la ICa2+. A: La adición de100 
nM de adenosina  disminuye la amplitud de corriente, mientras que la aplicación de 10 µM revirtió parcialmente la 
disminución de la corriente producida por las concentraciones bajas de adenosina. B): Curvas I-V representativas 
tomadas del curso temporal de la figura A como indican los números. C) Resumen de la estadística muestral (n = 13). 
D) El curso temporal muestra que la reducción en la corriente producida por bajas concentraciones de adenosina no fue 
bloqueado por el antagonista a los receptores A2A (50 nM SCH 58261), mientras que la reversión  a altas 
concentraciones de adenosina fue bloqueado. E Curvas I-V representativas tomadas del curso temporal de la figura D 
como indican los números. F: Resumen estadístico con gráficas de Tukey (n  =  13). 
 

Para confirmar que el incremento en la ICa2+ se debió a la activación de los 

receptores A2A se administró el  antagonista selectivo a receptores tipo A2A (50 

nM de SCH 58261). Las figuras 11 D, E y F muestran que la aplicación del 

agonista A1 sigue disminuyendo la corriente: 22% ± 3% (n = 8; P <0.0001), 

mientras que la aplicación del agonista de los receptores A2A (1 µM) en estas 

condiciones ya no tuvo efecto debido a la presencia del antagonista. Lo que 

confirma el incremento en la corriente al aplicar CGS 21680 es debido a la 

activación del receptor A2A. 
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La figura 11 F ilustra la estadística de esta serie de experimentos (mediana y  

rango con percentiles 25-75). Control: 181 (132 - 193) pA; CCPA: 126 (107 - 161)  

pA; CGS 21680: 125 (89 - 158) pA. Estos cambios fueron significativos (P 

<0.0001; ANOVA de Kruskal-Wallis y Post hoc de Dunns). 

 

 

Figura 11. Activación secuencial de  los receptores de tipo A1 y A2A con agonistas selectivos. A) Curso temporal de 
la amplitud de corriente que demuestra que CCPA (100 nM) disminuye la amplitud de la corriente (1, 2). La 
subsecuente aplicación de 1 µM CGS 21680 (2, 3) revierte casi por completo la reducción inducida por el CCPA. Este 
efecto se observa en aproximadamente la mitad de las neuronas registradas. B) Curvas I-V representativas tomadas del 
curso temporal de la figura en A. Los números indican el orden de aplicación. C) La gráfica ilustra los resultados de 
una muestra de neuronas (n = 13). D) Curso temporal similar a la figura en A, pero en presencia de 50 nM del 
antagonista de los receptores A2A-SCH 58261. En estas condiciones, el efecto de CGS 21680 no se pudo observar en 
ninguna neurona registrada. E: Curvas I-V representativas tomadas del curso temporal en D. F) Resumen de los  
resultados en una muestra de neuronas (n=  8). 
 

Los resultados expuestos permiten inferir que existe una modulación de la ICa2+ 

en neuronas estriatales. Está modulación es mediada de manera secuencial por 

los receptores a adenosina de los tipos A1 y A2A: primero, el receptor A1 reduce la 
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corriente, después el receptor A2A revierte dicha reducción, por lo tanto  aumenta 

y recupera la corriente. Como el agonista A2A no actúa solo, deducimos que el 

receptor A1 permite o habilita al receptor A2A. Sin embargo, desconocemos qué 

tipo de canales de calcio están involucrados en el decremento y en el incremento 

de esta modulación. No sabemos, por ejemplo, si esta modulación es de tipo 

antagónica es decir que la acción final de ambos receptores sea sobre el mismo 

canal de calcio. Para responder a esta pregunta se realizaron experimentos en 

presencia de bloqueadores selectivos de los canales de calcio.  

Las figuras 12 A y B muestran que de la aplicación de nicardipina disminuye la 

ICa2+ un 58 ± 4% (n = 13  P < 0.0001). Si ahora se aplica el agonista A1, 100 nM 

CCPA, este disminuye la corriente aun más: 39 ± 10% (n = 13; P < 0.0001 

ANOVA de Kruskal-Wallis y Post hoc de Dunns). Sin embargo la subsecuente 

aplicación del agonista A2A, 1 µM CGS 21680, ya no consigue recuperar la 

corriente (n = 13; ANOVA Kruskal-Wallis y Post hoc de Dunns P< 0.0001). Estos 

resultados permiten inferir: a) que los receptores A2A  modulan (incrementan) la 

corriente acarreada por los canales de calcio de tipo CaV1, y b) que los 

receptores A1 modulan (disminuyen) la corriente llevada por otros canales. Esto 

es, los efectos no son sobre el mismo efector y no son antagónicos de manera 

directa (sobre el mismo blanco molecular). 

De manera similar se procedió a activar a los receptores de adenosina A1 y A2A 

de manera secuencial pero ahora con bajas y altas concentraciones de 

adenosina (Figura 12 D y E). La aplicación de la dihidropiridina redujo la 

corriente un 41 ± 4% (n = 12; P < 0.05, ANOVA Kruskal-Wallis y Post hoc de 

Dunns). La subsecuente aplicación de bajas concentraciones de adenosina (100 
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nM)  disminuyeron la corriente aun más: 20 ± 2% (n = 12; P< 0.05 ANOVA 

Kruskal-Wallis y Post hoc de Dunns), por lo que corroboramos que la 

disminución no involucra a los canales Cav1. Al adicionar concentraciones altas 

de adenosina (10 µM), estas no tuvieron efecto en presencia de la 

dihidropyridina (n = 12;  P< 0.05 ANOVA Kruskal-Wallis y Post hoc de Dunns). 

Esto corrobora que las dosis altas actúan sobre el receptor A2A que a su vez 

modula a los canales CaV1. 

Nos preguntamos qué canales llevan la corriente modulada por el receptor de 

tipo A1. Para responder esta pregunta se realizó una estrategia similar: en 

presencia de los bloqueadores de los canales de calcio de tipo CaV2.2 (N) con ω-

Conotoxina GVIA a 1µM. Las Figuras 13 A y B ilustran que la aplicación de los 

bloqueadores de los canales de calcio de tipo CaV2.2 reducen la corriente un 20 

± 3%. (n = 9; P <0.0001) y que ante la subsecuente aplicación de bajas 

concentraciones de adenosina (100 nM) ya no se observa ningún cambio en la 

amplitud de la corriente. Esto sugiere la acción del receptor A1 es mediada por 

los canales de calcio CaV2.2.  

El mismo tipo de experimentos se realizaron en presencia de un bloqueador de 

los canales de calcio CaV 2.1 (P/Q) con 1 µM de ω-Agatoxina (Figura 13 D-F). 

Este bloqueador no inhibió la acción de los receptores de tipo A1.  

Por último se ha demostrado en otras células (Gundlfinger et al., 2007; Noguchi y 

Yamashita, 2000) que los receptores de tipo A1 pueden modular a los CaV 2.2 y 

CaV 2.1 por   medio de un vía de delimitada membrana y dependiente de voltaje. 

Es decir que no requiere de una cadena de señalización citosólica. Por lo tanto, 
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para determinar si la acción de los receptores de adenosina tipo A1 es 

dependiente o independiente de voltaje se realizo el protocolo de doble pulso 

(ver materiales y métodos). 

 

 

Figura 12. El efecto de los receptores  A2A es bloqueado en presencia de un bloqueador de los canales de calcio 
CaV1 (L). A) El curso temporal ilustra la reducción de la corriente al aplicar CCPA. Posteriormente, la acción del 
agonista del receptor A2A es abolida por la nicardipina. B: Curvas I-V  representativa del curso temporal de los 
experimentos, los números indican el orden de aplicación de cada fármaco. C) Se ilustra una muestra de experimentos 
similares (n = 10 para control, n = 6 para la nicardipina, CCPA y CGS P < 0.0001). D) Curso temporal de un 
experimento representativo donde se muestra que 5 µM nicardipina ocluye la acción de altas concentraciones pero no 
bajas concentraciones de adenosina. E) Curvas I-V  representativas  tomadas del curso temporal de la figura D; los 
números señalan el orden de aplicación de fármaco. F) Se ilustra una muestra de experimentos en estas condiciones (n 
= 12; P> 0.0001). 
 

La figura 14 A muestra que bajo este protocolo, el agonista selectivo para los 

receptores a adenosina de tipo A1 (CCPA 100 nM) ejerce la misma modulación 

antes y después de un pre-pulso a +80 mV, lo cual sugiere que la modulación no 

es mediada por un mecanismo delimitado a membrana dependiente de voltaje: la 
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modulación antes del pre-pulso fue de 35 ± 6%  y después del pre-pulso fue de 

28 ± 5%  (mediana = %, n = 10; NS, Wilcoxon, Figura, 14 A-C). 

 

Figura 13 La activación del receptor de adenosina A1 modula canales de calcio de tipo Cav2.2 (N). A) Curso 
temporal que ilustra que 1 µM de ω-conotoxina GVIA bloquea la acción de 100 nM de adenosina. B: Curvas I-V 
representativas tomadas del curso temporal en A como se indica con números. C). Resumen de una muestra de 
experimental (n = 9; P< 0.0001) D)  El curso temporal ilustra que 1 µM  de ω-agatoxina IVA no bloquea la acción de 
100 nM de adenosina. E: Curvas I-V representativas tomadas del curso temporal. F) Resumen de la muestra (n = 6; 
P<0.0001). 
 
Los experimentos y resultado sugieren que los receptores a adenosina, A1 y A2A, 

modulan diferentes canales de calcio, la corriente que se reduce no es la misma 

que se incrementa, respectivamente. En ambos casos las cascadas de 

señalización involucran mensajeros intracelulares. Mientras las acciones del 

receptor A1 se observan en todas las neuronas registradas, las acciones del 

receptor a adenosina de tipo A2A sólo se observa en el 50% de las mismas (vía 

indirecta; Yabuuchi et al., 2006).  
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Figura 14. La modulación debida a los receptores a adenosina de tipo A1 es independiente de voltaje. A) 
Protocolo de doble pulso estándar.  La figura de en medio muestra las corrientes generadas antes (trazo negro) y 
después (trazo gris)  de la aplicación de CCPA y antes  y después del comando a 80 mV. El Incremento o cambio de 
amplitud y de la cinética de la corriente durante sugiere una acción constitutiva de la proteína G. B) Sin embargo, el 
porcentaje de modulación antes y después de la pre-pulso 80 mV no fue significativamente diferente. C) La relación 
entre el segundo y el primer comandos fue ligeramente diferente. Este resultado sugiere que la modulación de los 
receptores A1 es principalmente independiente de voltaje. 
 

Es sabido que la modulación de los canales CaV2.1 y CaV2.2 regulan las 

corrientes de potasio activadas por calcio y por ende al postpotencial 

hiperpolarizante (PPH). Reducir la entrada de calcio por estos canales 

incrementa la frecuencia de disparo de las NEMs del NSt (Vilchis et al., 2000; 

Perez-Garci et al., 2003; Perez-Rosello et al., 2005).  

Para corroborar la relación entre corrientes de calcio y excitabilidad la figura 15 

se muestran los experimentos en registros intracelulares. Con ellos confirmamos 

que al activar a los receptores a adenosina de tipo A1 se incrementa de manera 

significativa el disparo neuronal en todas las neuronas registradas.  
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Note que al activar de manera secuencial al receptor a adenosina de tipo A2A, se 

incrementa aun más el disparo neuronal. Esto último es debido que estos 

receptores están involucrados con el incremento de la corriente de calcio por los 

canales tipo CaV1. Estos canales participan amplificando la despolarización 

producida por un estímulo (Vilchis et al., 2000; Perez-Garci et al., 2003). Por ello, 

la acción de ambos receptores en las neuronas de la vía indirecta se suma. 

 

Figura 15. Los  receptores A1 y A2A tienen efectos sinérgicos sobre la excitabilidad en la mitad de las neuronas 
estriatales de proyección (vía indirecta). A) Las columnas izquierda y derecha ilustran el disparo de NEMs de las vía 
directa e indirecta, respectivamente. En el control se provocó el disparo del mismo número de potenciales de acción en 
ambas.  La adición de CCPA (100 nM) aumentó el número de espigas en ambas neuronas. La adición subsecuente de 
CGS 21680 (1 µM)  aumentó aún más el número de espigas solo en las NEMs de la vía indirecta. La gráfica inferior 
muestra el comportamiento de 7 neuronas: todas respondían a CCPA, pero sólo 4 de cada 7 neuronas respondían a 
CGS. 
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8. DISCUSION  

En la presente tesis  demostramos que la activación secuencial de los receptores 

de adenosina de los tipos A1 y A2A en las neuronas estriatales de proyección 

produce importantes acciones sobre los canales de calcio dependientes de 

voltaje. Se demostró que los receptores A1 modulan los canales de calcio de tipo 

CaV2.2 en todas las neuronas, esto es, en ambas vías directa e indirecta. Este 

efecto es el de disminuir la corriente. Pero en la mitad de las neuronas, también 

se modulan los canales de la clase CaV1. Según la literatura esto se debe a que 

la vía indirecta expresa los receptores A2A (Kull et al., 1999; 2000; Yabuuchi et 

al., 2006). Esto produce una acción sinérgica en la excitabilidad de estas 

neuronas; un proceso fisiológico que antes no se había explicado. 

 Otro punto importante es que para activar los receptores A2A, tienen que 

activarse primero los A1. De alguna manera que hay que investigar, un receptor 

habilita al otro. La activación secuencial produce un efecto bifásico en la 

corriente total: primero se reduce (receptor A1) y luego se revierte esta reducción 

recuperando su amplitud original (receptor A2A). Pero al suceder esto, los 

canales de la neurona se reconfiguran: se pierde un porcentaje de la corriente 

acarreada por el canal CaV2.2, y se gana un porcentaje de la corriente llevada 

por el canal CaV1. Ambos efectos favorecen la excitabilidad de las neuronas: la 

reducción de la corriente CaV2.2 evita la activación de las corrientes de K+ 

activadas por Ca2+, lo que aumenta la frecuencia de disparo (Vilchis et al., 2000; 

Perez-Garci et al., 2003). El aumento en la corriente CaV1 amplifica la 

despolarización debida a los estímulos, lo que también aumenta el disparo. 
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Antes de este trabajo, el aumento en la excitabilidad de la vía indirecta se 

atribuía exclusivamente a la ausencia de dopamina. 

Existen dos maneras de liberar adenosina al medio extracelular. Una de ellas es 

mediada por trasportadores de nucleósidos (Lloyd y Schrader., 1989 Meghji., 

1993) y la otra se debe a la acción de las ectonucleotidasas (Franco et al., 1998). 

Estas formas de regular la concentración de adenosina están reguladas por el 

estado excitable de las células. Es decir, si la excitabilidad es baja, la liberación 

es preferentemente mediante transportadores, manteniendo una concentración 

basal de entre 40 y 120 nM. Esto quiere decir que el receptor A1 está 

parcialmente ocupado en ambas neuronas y regulando la excitabilidad junto con 

otros moduladores como la acetil-colina y la dopamina. 

Sin embargo, al incrementarse la actividad neuronal la concentración de 

adenosina aumenta hasta el orden de las micromolas por la acción de las 

ectonucleotidasas. Mostramos que a bajas concentraciones de adenosina se 

estimulan primordialmente los receptores de tipo A1 mientras que a altas 

concentraciones se activan a los receptores de tipo A2A es decir que la activación 

de estos receptores depende de la concentración de adenosina.  

Por otra parte, experimentos bioquímicos han sugerido que las vías de 

señalización por la cual los receptores de adenosina ejercen su acción sobre los 

canales de calcio u otros blancos moleculares son diferentes: los receptores A1 

activan a una proteína Gi mientras los receptores A2A activan a una proteína Gs. 

Esto es, utilizan vías similares a las usadas por los receptores de dopamina de 

los tipos tipo D2 y D1, respectivamente. Sin embargo, los receptores a dopamina 

se encuentran en diferentes tipo neuronales (D2 en vía indirecta y D1 en vía 
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directa) y se sabe que los receptores D2 disminuyen, no aumentan la 

excitabilidad en la vía directa, así se pone en evidencia que aunque las vías de 

señalización sean similares el resultado final sobre el efector es diferente.  

Anteriormente, se había demostrado que los canales de calcio son modulados 

por los receptores de adenosina pero estos trabajos solo activaron un receptor, 

en nuestro caso demostramos que los receptores de adenosina modulan a 

diferentes canales de calcio y la secuencia con la cual se activen da como 

resultado acciones aditivas en el disparo neuronal. 

El único antecedente similar a estos resultados es el reporte de que la liberación 

de glutamato disminuye al activar el receptor A1 y aumenta al activar al receptor 

A2A. Pero nunca se habían observado las acciones de ambos receptores sobre 

las corrientes de calcio en la misma neurona (Ciruela et al 2006) 

La oposición aparente que se observa a nivel de las corrientes de calcio lleva a 

un efecto sinérgico en la excitabilidad de las neuronas espinosas medianas de la 

vía indirecta, tal como lo muestran los experimentos de fijación de corriente.  

Sin embargo, hay que recalcar que estas acciones son en el soma de la neurona 

donde se generan los potenciales de acción dependientes de sodio, habría que 

realizar experimentos para dilucidar que ocurre en las dendritas y espinas  

adonde llegan las entradas sinápticas.  

La importancia funcional es que en modelos de la enfermedad de Parkinson las 

neuronas espinosas medianas de la vía indirecta se encuentran hiperexcitadas, 

este fenómeno puede deberse en parte a las propiedades intrínsecas de la 

neurona y a la falta de dopamina, sin embargo, el aumento de adenosina en el 
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medio podría coadyuvar. Lo que apoyaría el uso de antagonistas del receptor de 

tipo A2A en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP).  

Este tratamiento no ha sido muy exitoso como monoterapia en la práctica clínica 

a pesar de que la cafeína (antagonista inespecífico si tiene efectos). Pero entre 

nuestros resultados observamos que el receptor A2A necesita ser habilitado por 

la previa activación del receptor A1. Entonces, como perspectivas de este trabajo 

surgen varias preguntas: ¿sólo el receptor A1 puede habilitar a los receptores 

A2A? Imaginemos que también los receptores D2 pudiesen habilitarlo. Aquí la 

terapéutica caería en una contradicción, pues entre los fármacos más usados 

para la terapia médica de la EP están los agonistas dopaminérgicos a los 

receptores de la clase D2.  Si la excitabilidad está muy aumentada, se facilitaría 

la activación de los receptores A2A contrarrestando los efectos de los agonistas 

D2. Esto es, si nuestros resultados se repiten en un modelo animal de la EP, 

podríamos sugerir que los antagonistas A2A deben de usarse junto con los 

agonistas D2.  

Se sabe que las neuronas de la vía directa expresa solo el receptor de 

adenosina tipo A1 mientras que la vía indirecta expresa ambos tipos de 

receptores de adenosina y son estas últimas las que están involucradas con el 

incremento de la excitabilidad durante la enfermedad de Parkinson. Las 

neuronas de la vía directa en realidad se supone que decrementan su 

excitabilidad. La acción de la denomina en este caso sería apagarlas más. Por lo 

que otra pregunta relevante es si no se necesitaría utilizar antagonistas para 

ambos receptores. 
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9. CONCLUSIONES 

• La activación de los receptores purinérgicos tipo  A
2A

 aumenta la 

corriente de calcio siempre y cuando estén ocupados y activados los 

receptores A
1
.  

• El receptor A
1
 es más sensible a la acción del agonista endógeno. 

• La acción de los receptores de adenosina es dosis dependiente. 

• El aumento de la corriente de calcio es debido a la activación de los 

receptores A
2A

. es en realidad una  “recuperacion” de la disminución 

causada por los receptores tipo A
1
.  

• Los receptores de adenosina modulan diferentes canales de calcio 

dependientes de voltaje: 

• La acción de los receptores de adenosina tipo A
2A

 es sobre los 

canales dependientes de voltaje tipo L,  

• La acción de los receptores de adenosina tipo A
1
 es sobre los 

canales dependientes de voltaje tipo N. 

• La acción de los receptores A
2A

 sólo se observa en la mitad de las 

neuronas espinosas medianas registradas. 

• La acción de los receptores purinergicos es a través de un vía de 

señalización de segundos mensajeros. 
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Ahstr:t ct DI·and D;>'lypcsofdopamioc rcceplor.;are lO;:aloo 
!;CJXlralely in dircct aOO iOOircct palhway striatal projcclion 
ocurons (d$PNs aOO i$PNs). In e(fllparison, adcno,ioc Al' 
typc roceplors are Iocaloo in bolh ocuron dasscs, aoo adcno
sioc A!A·lype receplors show a preferential exprcssion in 
i$PNs. Due 10 lhcir importaocc for neuronal excilabitilY, 
Ca!+ --currcnLs llave bccn u!iCd as final clTeelors 10 !iCe IOC 

fUl"IClion of signaling cascadcs associaloo Wilh dilTcrcnl G 
prolcin--couplcd receplOr.;. For example, amonrg many 0100.
actions, DI·lypc receplOr.; iocrcase, while D~·lypc receplOr.; 
dccrcase ocuronal excilabitily by eiloo.- cnhal"lCing or roouc· 
ing, rcspcctivcly, Cayl Ca!+·eurrcnLs. 1bcsc aetions occur 

!;CJXlraldy in d$PNs and i$PNs. In lile case of purilK:f"gic 
signaling, lhc actions of Al' aoo A'A·receplOr.; have 1"101 bccn 
compared obscrving locir actions on Ca!+ --chanocls of $PNs 

as final clTcclOr.;. Our hypolh.cscs are lhal modulalion ofCaH• 
currcnLs by AI·receplors occur.; in bolh d$PNs aOO i$PNs. In 
contra,l, i$PNs would exhibil modulalion by bOlh Al' aoo 
A'A·receplOr.;. \Ve dcmonstrale lllal AI·lype receplOr.; re· 
ducrd CaH·eurrcnLs in al! $PNs lCS1OO. 1J0wevcr, A!A"typc 
receplOr.; enllancoo Ca!+ --currcnlS only in halflcsled ocurons. 
Inlriguingly, 10 observe lile actions of A,"'lype receplOr.;, 
occupalion of AI·typc receplOr.; Ilad to occur fir.;1. Howevcr, 
AI·receplOr.; dccrcasru Cay2 CaH.currcnLs, while A!A"typc 
receplOr.; cnllanccd eurrenl lhrough Cayl ehanncls. Bccause 
1000e ehanncls have opposing actions on eell diseharge, llK:sc 
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dilTcrcoces explain in pan why i$PNs may be more excitable 
lllan d$PNs. h is dem:m,traloo lllal intrin,ie voltage·galoo 
currenLS expres!iCd in $PNs are clTcclOr.; of purincrgic signal· 
ing lllallh.crcfore playa role in excilabilily. 

Keywonls Adcno,ioc AI·lypc recq-¡lor· Adcroosioc A!A·lypc 
receplor· $lrialal projection nrurons . Excitabi lily· 

Modulalion ofCaH --currcnLS 

lntmtluction 

llK: ocostrialum I\":gulalcs mOlor activily, action selcction aOO 
procedural mcmory [ 1]. h rcccivcs inpuLs from IOC corlex aoo 
lllalamus aoo scnds proccssoo outpuLS 10 Olh.cr basal ganglia 
nuclei via striatal projcclion ocurons ($PNs) dividcd inlO 
dirccl palhway ocurons (d$PNs) lllal facilitale movemenl 
exccution aOO iooircct palhway neurons (i$PNs) lllal rcprcsscs 
movcmenLs [2, 3]. A dynamic balaoce bctween d$PNs aoo 
i$PNs is posilOO as csscntial f(l" mOl(l" control [1]. 

$PNs controlllleir excilabilily in pan by exprcssing dilTcr· 
enl classcs of Ca!+ --chanocls modutaloo by lran'ffilillcrs lllal 

acti vale G prolcin -«luploo receplors (GPCRs). Cay 1 cllanocls 
incrcase excilabilily by rcgulating lhrcshold aoo ocuronal 
discllarge, while Cay2 cllannds dccrcase excitabilily by aeti· 
vating K+·activaloo currcnLs lhal regulale inlcr·spike inlcrvals, 

firing frcqUCI"ICy, aoo transmiucr release [4-6), among 0100.
actions. Forexample, in addilion 10 many olhcr funetions [7], 
DI·receplOr.; incrcase excilabilily in d$PNs by enhaocing 
Cay l--cllanocls mooialoo currenl, whik: D,·rcccplOr.; dccrcase 
excitability in i$PNs by rooucing lile samc eurrenl [8, 9 ]. 
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1lIcsc actions occur scparalc!y in dilTcrcnl edl dasses: dSPNs 
aOO iSPNs [ 10]. 

In oroer 10 CQmpare Wilh 0100r GPCRs, such as dopamiroe 
receplOr.;, mis work focus in !low adcnosiroe CQntrols Ca~+
eurrcnls in SPNs via IOC lWO adcnosiroe receplors: Al aOO A,,, 
[ 11 , 12 ]. Notably, Al receplOr.; are expresscd in SPNs from 
bolh palhways, whi!c A'A receplOr.; are mainly expresscd in 
iSPNs [ 12, 13 ]. AI-receplors are CQupled to G"" prolcins [ 12, 
14-23 1, while A'A receplOr.; arecouploo 10 G..-prolcins [ 11 , 
12, 24-31 ]. In many cens, IOC signating caseadcs ignilcd by 
1000e lwodasses ofG proleins haveopposcd aclions [30-34]. 
1lK:rcfore, an implicit hypolOCsis predicts lhal IOC signaling 
easea<1:s lhal CQnlrol Ca~+ -<:urrenLS aoo excitabilily via Al
aoo A~A-receplOr.; would have a push-pun kind of clTccLS: 
Oroe would dccrea,e aoo IOC 0100r would irocrca,e lhc activily 

of many final elfcclOr.; in edls expressing bolh receplOr.; [ 12, 
32, 33, 35-37]. However, to our kroowledge, IOC modulalOl)' 
aclions of bOlh adenosine receplors on CaH_eurrenlS, 

expresscd bytoc same SPNs, have nOl bccnda;eribcd. A main 
goal of IOC prescnl work is 10 sce "f¡elOOr lhis modulation is 
presenl, as a IleCCSsal)' Slep 10 begin clucidaling IOC CQmbiocd 
actions of Al- aoo A'A-rcccplOrs in CQntrol aoo ulldcrdivCfl'.C 
palhologieal CQnditions by using Ca~+ -<:hanroels, as final in

trinsK: elT.x:lOr.; of adcnosiroe signating. Oroe of many exam
pies of lhc imponarocc of lhis signating is lIlal antagonisLs of 
A,,,-receplOr.; are uscd as coadjutanllOCrapy for Parkinson's 
discase. However, in spile of lhcir actions in synaptie lrans
miss ion, lhey are unablc 10 stop lhc dccrease in dcndnlic 
spincs ioouccd by dopamine..1cpletion, an action allnbulablc 
10 Cav I channels [34]. 

,'bteri~ls ~ nd JlLethoos 

Sludics were CQoouclcd in accordaoce Wilh proccduro; ap
proved by toc Commillce of BioelhK:s aoo Care of Experi

menta! Animals of lbc Univer;.¡idad Naciona! Aulónoma de 
Méx icQ [UNAM ], aoo IOC Nationall nstitulcs of Hcallh Guidc
liroes for me Care aoo Use of LaboralOI)' Animals [NIH 
Pubtications No. 8023, reviscd 1978]. llK: numbcrofanimals 
uscd in IOC experimenlal samplcs was IOC minimal possible 10 
allain stalistical signifieaocc. 

Aculcly dissocialcd cells 

Aculcly dissocialed neurons from ral brain sticcs were 
obtaiocd as dcseribcd in previous work [6, 38]. Bnelly, malc 
Wistar raLS were aroeslh.cli7.cd aoo dccapillled. llK:ir brains 
were placcd in ice<Qld satine (4 oC) CQntaining [in millimo

Iar.;): 126 NaCl, 3 KCl, 26 Na,HCOJ, 2 CaCl" I MgCI" II 
gluCQse, 02 lhiourea, aoo 0.2 ofascoibieacid [25 oC; pH " 7.4 
Wilh HCl, 298± 5 mOsmll with gluCQSC; saluralcd with 95 % 
Ú; aoo 5 % CO,]. Sagiltal brain ,Iices, 300 ~,m lhick, were eul 
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on a vibralome aOO placcd in IOC same salillC solulion al room 
lcmpcralure for I h. In case lhc stices were programmcd for 
eurrenl-<:lampexpcrimenlS, lhcy were transfcrrcd toa recording 
chambcr. If IOCy w= uscd in voltage-<:Lamp expcrimenls, wc 
obtaiocd dissocillcd cdls fmm IOC do=1 TICOStrialum bycnzy
matic digcslion- I mglml of pronase E typc XIY [Sigma] al 
34 oC in a 10 mM HEPES salillC solulion for aboul 20 min. 
llK:n, IOC ,Iices were transfcrrcd 10 a Iow ealcium (0.4 mM 
CaO~) satiroe solulion 10 be mechanically dissocialoo using lire 
polisOCd PaSleurpipc11cs. llK: cel! suspcnsion (2 mi) was plalcd 
inlO a Petri dish m:mnlcd on IOC slage of an invcrlcd micro
scopc. Neurons adlK:rcd 10 IOC bollom of IOC dish within 10-
15 min. llK: dish CQntaincd I mi of IOC rccording salillC (in 
millimoLar.;)--O.ool lctrodoloxin (ITX), 130 NaCl, 3 KCl, 5 
BaO " 2 MgCI" 10 HEPE$, and 10 gluCQse (pH" 7.4 Wilh 

NaOH; 298± 5 mO!>'m!l Wilh gll1CQSC). 

Yollage clamp recordings of calcium eurrcnls 

\\:lllage-<:Lamp rccordings were pcrfonncd on strillatroeurons of 
10-12 ~,m somadiametcr aOO wholc-<:dl capacitarocc of6-7 pF 
(putalive SPNs). Larger llCurons are kroown 10 CQrrcspoOO 10 
inlcmcurons [38]. Palch pipc11CS of borosilicale gLass (WPI, 
SardSQla, FL) were pullcd in a Raming-Brown pullcr [Suller 
lnstrumenl Corp. NovalO, CA].llK: ilnmal saliroeCQntaincd(in 
millimolars)- 140N-mcthyl-o-glucamiroe, 40 HEPES, 10 
EGTA, 4 MgCI~, 2 ATl', 0.4 GTP, aoo 0.1 1elf'CPlin (pH- 72 
"ilh H,Sú4 ; 28O± 5 mO!>llV'I). 

W!lolc<cll rccordings uscd ckx:trodcs with rcsistaoce of 3-
6 M!1 in lhc bllh. Liquidjunction polenlials «5 mV) were 
CQffiX:lcd. Rccordings were obtaincd Wilh an AXopalCh 200B 
paldl-<:Lamp amplifier (Axon InstrumenLs, FOSler C ily, CA, 
USA) aoo CQnlro!led and monilOrcd Wilh pClamp (ver.;ion 
8.2) and a 125 kHz DMA inlerface (Axon lns.). llK: series 
resiSlance «IOM!1) was compen,aled (70- 80 %) aoo 
monilOrcd. 

\Ve rccordcd currcnLs pa>.,ing lhrough calcium ch.anncl~ 
using Ba~+ as charge earricr. Ba~+ is a polenl K' chanroel 

blocker. Na" channds were blockcd Wilh I "M lTX. In 
addilion, intraccnuLar potassium was rcpl.accd by 140 mMN
mclhyl-o-glucamillC. Currenl-voltage rcLalionships o-y ploLs) 
were gcncraled before and dunng drug w!ication. Figure la 
shows a family of BaH -eurrenlS evoked with 20 ms 

dcpolarizing vollagc commands from - 80 10 50 mY in 
10 mY Slcps. Figure lb shows a Ba~+-<:urrenl evokcd "ilh a 
ramp voltage CQmmaoo fmm - 80 10 50 mY (0.7 mYlms) in IOC 
samc celL llK: mcasurcd eurrenl in stcady stale responses 10 
Slep voltage CQmmand~ [cmply circlcs] aoo ramp voltage CQm
mands [oonlinuous tillC ] are plollcd againSl voltage valucs in 
Fig. le. Rcsulling eurrcnt- vollage relalionships o-y pIOLS) 
CQineidc [4-6, 38-42 ], suggcsling aa:eplltlle space-<:LampCQn
troL For cLanly, resulls mOSlly sllow l-Y ploL~ buill fmm rur
rcnlS evoked Wilh ramp CQmmands. NOle lhallhis CQiocidcirc 
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implies tilat ampiitud<: of peak Ba~+ --cum---nt obtaiocd ",itll a 
ramp comm:md coiocidcs ",itll thc minimum of IOC J.y plol 
(bct",ecn - 20 aoo O mY in all cases). Currcnl~ isolatcd in lhis 

",ay are complctdy aoo revCl1\ibly blockcd by 200 ~,M CdH 

(93± 1 %; ,, - 6; **·P<O.OOI, Fig. Id), ,uggesting tilattocy 

nO'" Ihrougll ea:>+ -cilannels, aoo so, in thc le~t thcy are namcd 
as Ca~+ --currroIS. 

Current clamp rccordings ofSPNs 

Currenl clamp rccordings ",ere pcrfonncd ",illl IOC patcll 
clamp lcchnique in IOC ",!lole edl eonfiguralion in both puta· 
livedSPNsaoo iSPNs.llIc ,tices ",ere visuati7.cdat40x u,ing 
infrarcd dilTCI\.-ntial intcrfereoce contrast (JR·DJC) mict'o!;CQ-
py ",itll an uprighl microscopc aoo a digital camera. For 
eurrcnt--clamp rccordings micl'QPipcues witll 2- 5 Mil D.e. 
rcsistance aOO 111100 ",itll internal <;atine eontaining (in milli· 

rmlars)- 120 KMeS04, 10 NaCl, 10 EGTNKOH, 10 Hcpcs, 
1 CaO " 0.2 Na~An>, 0.2 Na1GTP, :I1.dO.1 % biocytin(pH 7.3; 
285 mO!m1II) ",ere u",d. Rcc<:rdings ",ere earricd out ",itll 

Axoclamp 2MB (Axon Jnstrumcnl~, FOSler Cily, CA). Thc 
data ",ere acquircd ",itll acquü;ition s;oft",are marle in loc 

laboratol)' using toc LabYic", cnvin:mmcnt (National Jnstru· 
menlS, Au,lin TX). Experimental drugs wcre ,torcd in ,tock 

solutiom 10 be dissolvcd in tocir final cooccntrations into toc 
supcrfusion <;aliI"!C-CCPA ( 100 nM) aOO CGS ( 1 ~,M). 

Drugs 

Drugs ",ere applicd \\1111 a gravily·fcd s)'Slcm lilat posilionru a 
glass eapillary lube 100 ~,m fmm toc remrding edl in tlle 
direetion of superfusion 110"'. Solution cilanges uscd a 
microvalve sy,tem (Lec; Essex, CT, USA) alJo\\ing revCl1\ibly 
applications [41 1. Substaoces uscd ",cre: w-<:orootoxin GYIA 
(w-CgTx-GYIA), w--agatoxin TK (w-AgTx), letrodOloxin 
(ITX) (fmm Alomonc Labs; Jcru<;alcm, l>rael); nicardipinc, 
adcroo,ioc (Sigma-Aklricll·RBI, SI. Louis, MO). llIc ",-typc 
receptor agonist- 2,cllloro--l't --cyclopmlyladroosinc (CCPA), 
toc A""lypc receptor agonist: 4-{2-{(6--amiroo·9-{N--cthyl·J)·D· 
ribofuranuron ·amidosyl)-9H·purin·2·yljamiroo)cthyl)bctv.cnc 
proparooK: a:id hydroclllorid<: (CGS ll680), toc A~A·lypc re· 
ceptor anlagonist- 2·(2· f uran yl )· 7 ·(2 ·phen ylelh yl)· 7H· 
pyrazoIo(4,3·e)( 1 ,2,4)tnv.o1o( 1 ,5--c lPyrimidin· 5--aminc (SOl 
J8l61) and toc A"lypc receptor antagonist-8--cydo]1Clltyl· 
1 ,3-<1imctllylxantlline (CPT; Tocris Cookson, ElIisvilk:, MO). 
Substaoccs were dissolvcd in walcr to gel ,\ock solulions addcd 
to thc supcrfu<;ate to give toc final cooccntration~. CGS 21680 
was prepared in dimcthylsulfoxid<: (DMSO, 1 %) aoo 

fl. Sprins-, 
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nicardipine was prcparcd in HCl (1 %); c(lnll\ll satine also 
CQntaiocd D~1 SO or HCl (0.1 %) al IOC samc conccntrations 
in t~e cases. 

Data analysis 

\Vc repon mcan± $EM of peak BaH_current changes in per
ccntagc (minimum ofl-V plols, sec aboye). Whcn it is rele
vanl we repon mcdians aoo toc 25- 75 pcrccnlilc rangc of 

absolulc eurrenl values, since as Tukey box plots sllow, rarely, 
distribulion ofsamples followcd roonnalily. To mcasure excil
ability, we comparcd firing frcqueney in Hcrtz. Statistieal 
significaoce was fouoo Wilh frcc-dislribulion stalislical tesLS 
Wilh absolulceurrenl valuesor frcqucocics: Wik:own's T tesl, 
Fricdman tesl, or Kruskal- Wallis tesl Wilh post !loe Dunn's 
tesiS. Statistical signiHcance was CQnsidcred at P<0.05. 

1~ ('Sult s 

Time COUl'l>e in Fig. 2a sllows lhat administration of an adcn
osioc A,A"typc receptor a¡pnist, CGS 21680 (CGS), to IOC 
hath satine has roo aetion by itsclfin Ca'+ -currenlS amplitud<:. 

1lK: same l\,'Sult was oblaincd using CQnccntrations ranging 

fmm 5 nM lo 10 ~¡M, allllough, in some occasions, micromo
lar concentrations may dccrease eurrenl amplitud<:. Figure 2b 
illustra!es rcprcscnlativc I-V plOLS taken at numbcrcd times 
fmm A. Box ploLs in Fig. 2c show thallOCre is roo significanl 
di1Terences between CaH-currenls maximal amptitude 

obtaiocd Wilh ramp commands (as in Fig. 1: minima of toc 
I-V pIOLS), Wilh or Willloul IOC A,,,-agonist in all neUl\lns 
tested(1I - 6). 

Adcnosioc actions are biphasic aOO conccntration-dcpcndcnl 

Time COUI1\C in Fig. 3a sllows lhat adcnosioc, whcn adminis
tcrcd sequenlially, at "Iow" (100 nM) aoo "high" (10 ~,M) 

• b 

'00 
<l ¡¡MCGS , 

_'00 

" .e .400 , 
• _'00 i 

~ 
"'" i 

3 
o ,., 
;; 
• 
~ 

.00 

~ 100 I~ 200 2~O 300 -~ 

¡¡me(.) 

Ft ~, 2 A selecti,'c A".~)'pe Tttq>¡o.- agoniSl ha.:! no a"ion, 011 Ca" . 
CuIT<1H by itl<:If. " Tbe .n>ecourse s.l>o"" ale a¡>plica."" ofan AOA~)'pe 
n:<:q>Io.-agonisc 1 ~:\t ('(iS illo ¡he ba¡h <aline(lwrCumul btr). 11ltte i, 
,.o cha"ge in Curr"'" amplilude 1, Tt'V",,,,,,¡ati,'e t·V plot< tak .. " a¡ 

l'urinngic Signal6ng 

concentrations, hasa push-pull typeofaction- IOO nM adcn
osine dccrcascd absolute CaH_eurrent amplitudc by 29± 3 % 
(11 - 13; ***P<O.OOOI), while 10 ~,M adcnosioc iocrcased 
and p:rtially revcn;cd IOC dccrca<;c induced by Iow CQocentra
tions: It panially "rccovers", toc Ca'+-currenl by 21 ± 3 %. 
However, lhis lancr action was only obscrved in 54 % of 
neurons tested ("responders"; 11 " 7/ 13 ; ***P<O.OOOI; 
Hg. 3a). Neul\lns lhat did ROt exhibit an increase in currenl 
with I O ~,M adcroo,ioc ("roon l\,'Spondcrs") bul were abk: to 

manifest a dccrca<;c during Iow adcno<;ioc conccnlrations were 
considcrcd as not c~ablc to manifcst IOC enhancing ro;ponse 
and were scparated as a group, becau<;c it is wcll kroown lhat 
only half ofSPNs (iSPNs) expl\,""S.s A'A-rcccpIOrs [12 1. 

1lK: actionoflow adcno,ioccooccnlrations was reversible, 
prcsenl in all SPNs lested, aOO blQckffi by IOC AI-receplor 
antagonist 100 nM CPT (not shown, but see bclow), 
suggesting that it can be attribuled to IOC aclivation of AI
receplOrs. llIcrcfore, as expected for a GPCR associated Wilh 
G"" prolein, aclivation of AI-rcccptors dccrca<;cd Ca'+ -cur
rcnlS amplilud<: [12, 14-23 1, aoo in agrccmcnl Wilh iLS kroo"n 
location, !he action was obscrved in all $PNs tesled. Rcpre
scntalive I-V plots of eurrenlS takcn at di1Tcrcnl momenLs 
during toc time e(X111\C are dcpicted in Fig. 3b (numbcrcd in 
tlK: time CQurse, Fig. 3a). 

Box-plols in Fig. 3e summari7.c Ihe rcsulls fmm a samplcof 
cxpcrimenLs: median and 25- 75 pcrccnlilc rangc in control 
(11 - 13) was 408 (307- 557)pA, rcduction wilh 100 nM adcn
osioc (11 " 13) was to 298 (23 7-400)pA and reversal Wilh 
10 ~,M ad<:roosine (,, - 7) was to 331 (301- 478)pA. All 
changes were signi Hcanl (** * P <O .0 00 1). 

To dcmonstrate lhat high adcnosine conccntrations were 
acting on A,A-IYPC l'CCq'!tors, we tcsted 10 ~,M adcnosioc in 
tlK: pre<;coce of toc A'A-tYPC rcccplor antagonist SCH 58261 
(50 nM SCH; Fig. 3d). NOIC lha!, in lIK: prcscnce ofSCH, IOC 
rccovcry of eurrenl amplitud<: by high adcnosine concentra
tions (10 "M) was not <;cen in any neuron (Fig. 3d), 
suggesting spcciflC actions. SpcciflCity was furlOCr supponed 
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"umbettd ¡in,,,, rrom ¡he time cour<e in ". ello, Tukey plot< 
in Fig . k <I>ow ¡I¡a¡ ¡hn-<: i< 'lo <igniticaIH diffem,ces be¡w..,,, 
Ca'·.currt'IH-' amplitude with o.- witllOu¡ ¡he ('(iS in .011 "",,,"',, 
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FI~. J A<k= nosine anions al<: bi¡>lIa <ic and c<lItt1"IlI,irn .<kp<:Jakolll. " 
Add~ion of 1",,' adu"" ine ="IlI,irn s (100 10M) '0 ,)><: M,II ",I;"e 
deo-ea",s aMol u,e curm" an., 6,u<k. ,,)><TeaS applica,ion of bigh...
ad<:'JIa¡;"e ro" "" "'IlIIi"", ( 10 ..... \1 ) pa1ially n::" <TSed ,1><: currt1" <kc""", 
produ.ted by 10,.....- ad.lIo<i""cmt<:,"IlI,i01". ~ Kq>""",,,ab,'e I·V plo" 
.. k ... , from ,he , imerour<e in " as i"dita,ed by ,Ioe numbe". ello, plo" 
" .LInmariLing a samp le o f . ,peri n, ... " s from n""rons du ring bOllo 

by ¡OC fact IIlaI low adcl"(),ioc conccntralions (100 nM) ,Iill 
rcducoo Ca~+-rurrenL~ (21 % ±4 %; n - U; u. P <O.OOOI) in 
toc prcscncc of toc A'A-reccptor antagonisl in all ocul'I:ms 
tcsted. Reprcscntative I-V plots of ilK:sc ClflC1lts are dcpicted 
in Fig. 3e. Box plots in Fig. 3f summarize sample 
re'ults. Mcdian aoo 25- 75 pcrccntilc mngc in contl'l)l 
were 227 (176-391)pA, reduction with 100 nM adcno
sine was to 191 (1 24- 322)pA. Reversal with I O ~.M adcno
sine was I"IOt sccn in any ccll wh.cn SCH 58261 was prcscnt: 
192 (10 1- 327)pA. In CGS, only changa¡ due 10 A ,-receptor 
acti vation were ,ignifkant (u. P <O .000 1). 

All SPNs exhibited a dccrcasc in current afler nal"lOmoLar 
adcroosioc, butonly ooc halfofSPNsexhibited toc subscqucnt 
cnhaoccmcnt of the current afler micn:lmolar adcnosillC. A 
pa!,);imonious hypoth.csis would be that this bipha,ie action 
in ooc half of OCUl'I)ns should be due 10 toc activation of two 
dilTercnt adcnosioc recepto!');. ThCl\":fore, we hypoth.csi7.cd that 
the cnhaocing action should be due to toc activation of A~A
roxptors (A~A-roxptOrs activate PKA which is IlCCCSsal)' for 
D, -roxptors to cnhancc Ca~+-rurrent) sce [8]. 

To funher suppon that toc biphasic action of adcnosioc 
fouoo in about ooc ha! f of tcsted cclls was due 10 toc activat ion 
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oo . ... o<i"" ""'''''''''llI bO,,, (n a 13 fOl" lifI and midJle bw:n . n - 7 fOl" rigM 
bu, l. d 1'lIe li n><: roW'ie sllo,..s ,11", red",,-ion in t u"",,, produ.ted by lo,.. 
adenosiol e c<lltt1"IlI.ions ,,-as 1101 bloded by SCH 5826 \ "hile curm" 
... ,lIa"ce",,,,,, m"dia,ed by micro""la, a<k=no<ine ,,-as 1101 J'T=I" in any 
""""dul ceU "1",,, SCH 58261 ,..as p"" ... ' l ~ Krpn::sc:-ma,;"'e t·V plo" 
.a. .1l from d,e , im" rou"e in d as indicated by "umbtt<; f ilo, plo" 
.... mnuriLe a s.",ple of <i ni lar e.,prrim.",-, (n mI3) 

of dilTCI\,-nt rcccptors, we tcstcd sclcctive agonists for both 
roxptors In scqucocc. 

Sequcntial activation of A, - aoo A'A-tyPC rcccptors reduces 
aoo cnhanccs CaH_eurrenL~, rospcetivdy 

Applicalion of 100 nM COA, a sdcctive agoni,t of A,-fCCCP" 
tors, dccrcascd wllole..ccll CaH ..current in all SPNs tested 
(n - U). Sub<cqucrt :ddition of I ~,M CGS 21680, a dCCli\t: 
agoni,t of A~A-reccptOrs, liad 1Il cnhmcingeumnt clT«:t in abwt 
half ofilK:cclls ("rosf':mdclS"') blf di<! I"IOt have:l1.y action in toc 
otlt.,..,. half{"l"IOn-ro;pcndcrs"'; Fig. 4a, b). Butall cclls >howed toc 

docrcasing a:tion by lb¡; A,-agonisl.lntCl\":Stingly, hx:alEC A,A" 
agoni,L~ had 1"() signif1C:I1.t action whcn al"f!licd aknc (Fig. 2), it 
aJ"flC:lI'IXI as tllough A,-reccptOIS occuJ"Ution liad 10 procede toc 
activation of A,A"roccptOIS 10 (b<;cn.t: thcir cmaocing actions (1l 

Ca~+ ..currenL~ [36, 37, 43-46 ~ lb:: 1"Ca<;(1l why A,-l'I":CCflors ha\\": 

to be activated filSt, in ordo" to scc toc actioll'l of A,A"reccptOIS, is 
Ulrlcr rurrcrt rcsrurch. Pcrhaps, many other rccq"!tors aoo sig
naling easclrlcs also ful1illthis fu~ion [33 ~ 

In summal)', toc admini,tmtion of A ,- aoo A'A-reccptor 
agoni,ts app licd in scqucncc (Fig. 4a, b ) mimicked toc 

fl. Sprins-r 
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FI ~. ~ s..¡uem"l acr;"'a,ion of A" a"dA".~ )'pe n:<:q>I"" wi~, ,decr;"'e 
ag .. ,i", rtrlu.tt:S ... ,d e"han,tts Ca" < lilTt'1'l ""T"'"i,'ely. " ' , me rou"" 
of ClilTtClO ","p6wde <JlOwing ,ha, CePA ( lOO "M) den"'<e< culTt'111 
... ,,,li lUde ( 1. 1). SUtt<eqorlO applkalion of 1 ~)o.t eGS 21680 (1 . J) 
ah,,,,,, romple,dy ",,= ,he n::duction induced by eel'A ;" aro... half 
d,e nruron, . b Repn::semati,'e I·V p lOl< tak." fron, ,he t inoe rour<e ;" " a, 
;"dicated by d,e nunlber<. ello. plots ",,,,n,,ri,,,, TtSuIts from a sample of 

bipllasie actions dcscnbcd for adroosinc al Iow and high 
C()nccnlralions, aoo lhus, suppon lhe conccpl lllal such bi· 
pllasic action is duc 10 lhe activalion of dilTcrcnl adcnosioc 
rcceplOrs. CCPA decrcased Ca~+ --currenl in al! smatal nru n:ms 

leslcd ( Fig. 4al, 2) by 25 ±4 % (,, " 13; *"P< O.OOOI) , and 
lhe subscquenl applicalion Oflhe A~A·rcccplor agonisl, CGS 
21680, pania!ly reslOrcd currenl ampliludc in 54 % of lhe 
OCUl\lns leslcd ( Fig. 4a-(:; ,, " 7/ 13). Action in only aboul Ilalf 
IOC OCUl\lns was cxpeclcd becausc only i$PNs express A~A' 
rcceplOrs (12 ), supponing \he hypolhcsis lllal iSPNs cXp!\''Ss 
bolh reccplOrs. Currenl iocrcasc induccd by CGS 21680 was 
23± 4 % (,, - 7; *"P<O.OOOI). Rcprcscntativc I·Y plols of 
Ihcse currenlS are dcpielcd in Fig. 4b (limes of IlX."()rdings are 
numbcrcd dunng lhe lime course in Fig. 4a). CGS 21680 
actions were rcvcr.;iblc (Fig. 4a, b). Tukc y bo~ distribulions 
in Fig. 4c summarb.c IOC rcsullS fl\lm a samplc of cxpcri· 
mcnlS: median and 25- 75 pcrccntilc rangc in control was 315 
(239-628)pA, rcduclion Wilh CCPA was 10 197 (103- 539)pA 
and rcversal Wilh CGS 21680 was \O 328 ( 124-615)pA. Al! 
changcs were significanl ("*P<O.OOOI). 

To lesl whelhcr enllaoccmcnl ofCa~+ --currml ampliltdc by 

CGS 21680 was spcciflC, wc pcrfonncd cxperimenls in lhe 
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UrulOn, wilh rtsflOn<e< described in " m,d b (n - Il in 1~f1 aud middle 
bw:~" ... ,d n -7 in ,he rigM bw:). d Timecou"e <imi lar lO ,ha, <kpicl<rl in 
" bu' in d,e ""' '''\Ce of 50 ,,)0.1 o f ,he AOA·n::ttp'o.- antagoniSl SCU 
58261 . In a,e", condi' ion, . ,he acriOl' o f CGS 21680 rould 1101 be 
obs<:1-\'ed in auy """lO". e Rqm:st'1,tati"" I· V plo l< tak." from ,1", li me 
rour<e in d a, indica,ed by ,1", num""" f ilo. p lots ",,,.,....-ue ,he 
e.,perinou"a l sa""le (n - 8) 

prcscoccofSCH 58261 (50 nM), lIlc A1A·rccepIOrs antagonisl. 
SCH 58261 did 1"101 blod;. lhe rCJTcssing actionof AI·rccepIOrs, 
bul in iLS prcscocc, 1"10 OCUl\ln exh.ibilcd lhe A~A ·rcccpIOrs 

enllaocing action (Fig. 4d). Rcprcsentative I·Y pku as indicat· 
cd by numbcrs are ,ilQ"n in Fig. 4c. Bo~ plols summan7.c 
rcsullS in an cxperimenta! samp!c: Only IOC action ofCCPA is 
significanl in toc prcscoccofSCH 58261 (Fig. 4d-f): a 22 ± 3 % 
currenl rcduction (,, " 8, "*P< O.OOOI). 

\Ve C()ocl..k lllat bipllasie actions of admosioc are <ltc \O IOC 
activalion of lWO dilT.-:t\,--n1 rcceplOrs, A l and A~A. A~A·t)PC 
rcccplOrs are only prcsml in Ila!f IOC ncUI'OIl'l: ID;)SI rrobably 
iSPNs. 

A~A 'rccepIOrs activation enllaocc Cav 1 channcts currenl 

1lK: following CXperimcnlsdcpicta mccllani'ffil for toc bipllasic 
adcroosioc actions in lhe sensc of fillding oul whieh CaH• 
currenlS are imp!icatcd. fi gure 5a shows!hat 5 ~,M nicardipioc, 
a Cav l--chanocls antagonisl, dccrc:a'icd currml amplitudc; how· 
cvcr, it did 1"101 impcdc IOC action of 100 RM CCPA lllat 
dccrcascd currenl ampliludc cven more. Howcvcr, in IOC p!\'""S
cocc of nieardipioc, subscquent application of 1 ~,M CGS 
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fI~. ~ A.. ..... b .. ",,, A, IttqlIOl" "",io .. , alt: bloded by dil')<l.q>)'ridinos." 
l im" ro"", iD ,.;,,,,,,,, a'e ~lial mil ... ...,; .. ' "ia,CCI'A "" d,l", ... , ·nsal of 
ili""" ",,,pI;,,.,a, ,.-oh ca; 21600. 11", ""ti .. , of a", AOA~ agoni .. 
", .. blodedby 5 u.\t "icadip¡'", b R~,,,,",., I·V plol< ",k", ero", ,1", 
"me cou""'" in " "" indicued by ,1", , .... "b ... , . e IIa< ploo; <un.""ú ing a 

21680 di<! 1"101 produce eurrent enhaocement in any ee11 tcstoo. 
Rcprcsentative I-V plol~ (numbcrcd in thc timeCQul1\C; Fig. 5b) 
aOO summ:lI)' box plol~ (Fig. 5e) show lhat CCPA current 
rcduction was 39±10 % (,, " lO; ***P<O.oool) aOO CGS 
recovery was 32 ±8 % (,, " 6; ***P<O.oool). Nieardipinc 
blockcd toc I'CCQvcry JToducoo by CGS 21680 signifleantly 
(41 ±4 %; ,, " 6; ***P<O.oool). Control h.ad median:l1d per
ccntik: 25- 75 range of 197 (180-243)pA; +CCPA: 130 (77-
183)pA; +CGS 21680: 222 (152- 238)pA; +nic:rdipinc: 92 
(81- 175)pA. A11 changcs were signiflCant (***P<O.oool). 

Similar rcsull~ were obtaincd ",itl!. toc cndogroous agonisl 
(Fig. 5d- f): Adcnosine( 100 nM) dccrca<;cd eurrent amplitud<: 
by 20 % ± 2 %, aoo I!.igl!. CQOCCRtrations (10 "M) had 1"10 
c1T.x:ts in any ce!! tcsted if 5 ~,M nicardipine ",ere prcscnt in 
thc batl!. salinc, suggcsling that Cay 1 eurrents are toc targct of 
AlA-receptor moduLation (,, - 12; ***p< o.ooo 1). 

Activaion of A,-rcccptors mainly reduce Cay2.2 channcls 
eurrent 

Figure ro.....: i!!U!;tratcs tIlat 1 ~,M w..(g Tx GVIA rcduccsCaH 

eurrent in SPNs CQnfinning toc prescocc ofCa,,2.2 (N) calci
um eurrent [40, 41 1. Once Ca"l.2 current was blockcd, Iow 

~ 

...... 
~ 

~n ~ 
¡ ' 00 

~ ~ Q~Q 
." w • • 

1100"1.I1(11">t I .. -
IIOIIlIQe(mV) 

... "pleof <i1nila, c,;p<rimo, ... (n - lO faCClnrot n O«; fa nicaRlipine. CO'A 
a,rl UiS). d T¡',,,, """"" si"""", a"" 5 u.\t nicaRlipine aJmin¡"cred r"" 
occt..<b a,e ""ti", of higl' bu, ,,.. of k:M. c:-rnro,.,.Ii"" of aJ",osiJ",. e 
R~,,,,",., I·V plcts ",1;<" OOm a,e tin", ro"", in d a, i,rlic",ul by o,e 
'l.Intbers. f IIa< pIol< ' un.",riling a ... "ple of <imiIaT" _""rim",,,, (n - 12) 

adcnosioc CQocentr,u ions (100 nM) CQuld 1"10 longer reduce 
Ca~+ ..current furtlK:r in any ce!! tcstcd, suggesting tIlat main 
eurrent CQmportcnt targctoo by A,-reccptors is Cay22. Cur
rent rcduction by w..(gTx was 20 % ± 3 % (,, " 9, ***P< 

0.0001). In CQntrast, 1 ~,M w-AgTx CQuld I"IOt oedud<: toc 
actions of 100 nM adcnosioc (Fig. 6d-f; " " 6). 

Box plol~ in Fig. 6c aoo f s..nmari7.c sample l\.'Sull~ of w
CgTx GVIA aOO UJ-AgTx, rcspcctivcly; median aOO 25- 75 
perccntik: range in Fig. 6e CQntrol was 383 (311- 422)pA, 
rcduction ",itl!. 1 ~,M w-CgTx GVIA was to 287 (255- 319) 
pA and ",itl!. 100 nM adcnosinc was 10 263 (241- 274)pA 
(***P < O.OOOI). Wocn control was 158 (151 - 275)pA 
(Fig. 6 f), rcduetion ",itl!. 1 "M w-Ag Tx was to 89 (53- 179) 
pA aOO addition of 100 nM adCl"lOSinc rcduccd tl!.e eurrent 
cven more 10 64 (41- 148)pA. A11 changQ; were signiflCant 
(*** P <O.OOOI; **P< 0.025). 

To dctennine woctl!.er A, -rcceptors modulation was 
voltage-dcpcOOcnt or iOOcpcndcnt [471, we u<;cd a stalKlard 
doub/e pulse protocol (Fig. 7). Two test vottage CQmmaOOs to 
7.crQ mi!!ivoll~ evokcd Ca~+ ..current bcfore (PI) aOO afler an 

80 mV pro-pulse (P2) in toc abscocc (bLack trace) and in toc 
pl\.'Scoce (gray tmee) of CCPA. As expcctcd, an iocrcase in 
amplitudc aOO a change in kinctics of CQntrol eurrerl were 

fl. Sprins-r 
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ob<;crvcd in IOC eurrenl evokcd afler IOC 80 m V dcpolan7.alion 
(compare bLack traces before and afler IOC pre-pul",). This is 
due 10 some eonstilulive G pl\llein activity Qn toc ellanocls 
wllicll is inlcrruptcd by toc dcpolanwion (Si:{; daslKxltincs 
forcompanson). In ca", toc predominanl actionof A,-rccep
IOrs occurs lllrougll G pl\lteins acting on IOC ehanocl, toc 
dilTel\,"'TICe bclwccn IOC eurrenLS evokcd befo,e and afler toc 

pre-pul", should incrcase in toc prcscoce of toc agoni,t 
CCPA (gray traces). This was root !he ca",; facilitation ratio 
was 1.2 ±0.05 in control, suggcsling eon,titnlive G pl\llein 
action, wllile in llle prcscoce of CCpA it was 1.5 ± 0.16, 
suggcsting lhat a very small pan of toc modulation was 
voltage«pcndcnl (" - 1 O; P <O.I). Dunng PI, pcrccnl am
ptitude modulalion of!he eurrenl was 35 ±6 %. wllile it was 
28± 5 % for eurrenl evokcd by 1'2 (,, - 10; NS), suggesling 
lhat in !he prescnl conditions, most A,-nx:cp1or modulation 
of toc eurrenl is not voltage.ocprodcnl in SpNs. 

In summal)', bolll rcccplOrs, A, and AlA' appcarcd lOact via 
locir intrxcllular signating cascadcs and root "ia a mcmbraoc 
dclimitcd, voltage.dcpcndcnl mccllaniill1. AlA-rcccplOrs Qnly 
actcd in half IOC cclls (putati ve iSpNs). A ,-rcceplOrs activation 
decrcascd eurrenlllll\lugll Cav2.2 ehanocls while AlA-rcccp
IOrs actcd iocrca,ing eurrenl llll\lugll Cav I chanoc!s. In toc 
somaofSPNs, it is kroown lhal Cav2 ellanocls are !he sourcc of 
Ca~+ lhat activalcs Ca~+-dcpcn;:Imt K+ .currenlS lhat make up 

lile afler IIYPcrp<:llarizing J1(ltcntial (AHp) and tllus tlle 
inlcrspike intervals OSls) [4 ]. Thcrcfore, snppressing tllis 
Ca~+-soun:e would reduce ISls and make finng frcqucocy 10 
i,ocfease (5 ). Figufe 1\ _ho"s 11"" ,ltis illfefe,,,e was CQffo.::l. 

A,-receplors irocrcascd!he numbcrofaction potcnlials fircd 10 
IOC same stimulus in all SpNs tcslcd (,, - 7; P < 0.02). In 
addition, cnllaocing Ca~+ eurrenl lllrougll (avl ellannc!s 

would irocrea", IOC numba of action J1(ltcnlials fired 10 toc 
samc stimulus siroce llK:se ehanoclscnllaroce lh.:: dcpolarb.ation 
induccd by toc intrdCellular eum.-nl Slep [51. That is, in ro::urons 
,,1111 bolll A, and A~A roccplOrs, IOC actions oftlK:se rcccplOrs 
would be syncrgistic for excitabilily givcn thcir action on IOC 
dilTcrcnl Ca~+ eurrenLS [6, 8, 9, 38, 40, 42, 48] This infcrcocc 

was also corrcct, siroce in aboul Ilalf of llle OCUl\lns lcstcd 
(Fig. 8; ,, " 4n) addilion of CGS in IOC pl\,".CI'ICe of CCpA 
inerca",d, even more, toc numbcr of action pOlenlials 
fira:! (P < 0.05). Bccau'" only iSpNs are dcscribcd 10 exprcss 
bolll A, aoo A~A rcccplOrs, we assumcd lllu it is in th.csc 
OCUl\lns were adcroosioc exens iLS fu!! facilitaling actions. 

Two main souroo¡ of a<i."'1'I<)<;ioc llave hx:n JY<lPOSCd [49, 50]: 
oro:: caur.:xl by !he relea", done by nuclcosidc IJ'an'fJOncrs afler 
ATI' dcpllo,pllclylalion, IOC OIh.cr¡n>dUCa:! by cclOnuelcotidascs 
following lIigh ro::ul\lnal activily. Basalextracdlularlevclsareea. 
40-120 nM [50-55 ], wllilc micromolar conccntrations are 

directSPN inditrte/ SPN 

-" ~"" ~ ~ 

~ " 
directSPN indirocl SPN , 

" / , 
'1 • , , V r 

l " l " {I i? fi '" " " ft ~.1I Al and A". =q>'Ol'S 11a,'e ')'>n;:iS>ic dfcru on e",ilabilil)'. " 
L<fI and ngM column" ill ~"",,e ,1", finng of a pUIa,;,e dSI'N and an 
iSI'N. ttSpecti,'ely. un<kT a \l.imul~, "n:1lgJh ,IIa' a Do",'" ,he finng of,he 
"ame "unt>e.- of ac:tion JlOI" nlial, in ,he comrol (' .. p Currem a, ,he 
bul"''''). Prom l<p tu boll"",. d,ese n::sp.m'" ,,'= ...,bjtcltd 10 dilfrn:"l" 
"""dilion< ",i~,oo' ellangi"g ,he "imul ... """,gdl: Fi"l addilio" of 
CCI'A (100 nMI an agoni" of Al..-ttq!lO« inCTea«;d ,loe n .. " ...... of 
\f!ikes fnrl in boll, nruron, . Se""nd. addili01' of rus 21600 (! I1MI 
... , agon isl< of A". -rettp,,,,,- f..-d,.,. i,nea<trl, loe nunt>e.- of 'pikes fnrl 
in iSI'N, bu' 1101 i" dSI'N,. Grup}, a, 11", bu""", silo"", lI,e firing 
bella"ioJ- of n -7 "ruron, . AD nruron< n::sprnded 'o CCPA. b .. onl y four 
00' of ,,,, ... , nrulOn, T"'I"'''<W .01<0 'o CCO 

rca;:1Kxl <lInng ID;)re inlm", oclfl)nal disch.argt [52, 56-58 J. 
Low [basal ] adcroosioc cooccntrations stimulalc A,-rcccplOrs 
[46, 59, 60], ,,1ti!c lIigll cooccntratkns activate AlA-reccpl<:n 
[37, 45, 46, 60-62 1. Takcn logelh.cr, lOO;¡; fa:LS explain why IOC 
resulLS of!he ""'lucnlial activalion of A,-rccq"!lorson AlKI"Ceq)
tors activation was ca,ily observa:! in di,socialoo cdls takinrg 
ci'+ ·omrnLS as clTcct<:n (repMcrs). Howe,cr, IOC rcascn 

,,1ty A,-reccpors llCCd 10 be occupicd 10 obsave IOC action 
of A~A-n-:ccplOrs actiom, altllougll Ilas lx:cn roolcd bef(I"C 
[36, 37, 46J, is in nccd of funh.cr invcslig.uion. In fact, Olh.cr 
rcccplOrs, e.g., dopamioc Drreccpors, may also fulfi ll lh:u 
role [33, 63, 64]. 

fl. SprinA'" 
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AdcnosillC reccplOrs modulale Ca~+ <urrcnl~ as olhcrG 
pl\llcin<ouplcd reecplOrs 

Adcno,illC signaling palhways al\': we11 kroo"n (1 1-22 ]; AI-
aoo A,A-I\':ccplors have bccn Pl'l)flOSed 10 have OPJ1'O'ile roles 
by activaling G;1o aoo G...,wprolcins, re<;¡xx:tivcly [20-28, 46, 
65, 66], similarly lO dopamillC DI- aoo D,-rcceJ'M-or> [10] aoo 
Ollwlr G prOlcin<oupled reecplOrs. Howevcr, while opposing 
dopamine rcccplOrs al\': localed in dilTCI\,"'1l1 cc11 da,<;cs, dif
fCl\,"'1l1 adcroosillC rcccplOrs al\': localed in IOC samc oc11 da<;.~: 
i$PNs. This fact may eQnfer spccial excitable funetions to 
i$PN •. Thu., a main g.;.al of¡h<; prc'IGnl work was ¡o di.",Io'IG 

IOC .ourcc ofa possibk: dilTcrcncr in toc excitabililyofi$PN. 
due to purincrgic mccllani~. 

To sce Ca~+ <hanllCIs as final elTcclOrs to obscr\c GPCRs 

action down tocir signaling ca<;eadcs has a long tr.!.dilion. A 
main rcason is, preei<;ely, toc relalion of tocse charncls wilh 
llCuronal excitabilily aoo transmiller Idcase [5, 21 , 23 , 33, 40, 
4 1, 4 6, 48, 67]. $PNs express several clas<;cs of Cavl aoo 
Cav2 channcls [5, 6, 8, 9, 38, 40, 4 2, 48 ]. For example, Cav I 
eunenl enllaoces excilabilily by dccrca,ing firing thl\,-<;hold 
aoo enhaocing ocuronal oulpul range. Cunenl through Cav I 
cllanllCIs amplifies ih.c stimulus. In conlra,l, eurrcnt through 
Cav2 cllanllCIs have opposcd actions; tocy dccrcaseexcitabil
ity by iooucing IOC activation ofCaH_dqx:ndcnt K4 <urrenl~. 
lbcse currcnL~ are in charge of lhe al'ter hypcrpolarizing 
polcnlials aoo inlcrspikc inlcrvals tllal Iow firing frcqucocy 
oreQntrolloc ampliluocofsynaplic evenlS [5, 33 ]. Adcno,ioc 
signaling on Ca~+-eurrmLs Ilas bccn documcnted inOlh.crce11 
clas<;cs [15- 21 ]. Aec.:m1ingly, we wanled 10 SC{; wllclocr op
posing fuOClions ofth.csc elTcctors, eah<hanIlCIs, may par
a11cl expccted opposing actions in signaling mcchani'ffils. 

As an anlecedenl, AI-typc rcccplOrs aetivalion dccrca<;cs 
glutamalc I\':k:a<;e "TIile A,A-rcccpIOrs iocrca,c Ihis rc[ca<;e 
[46]. Bul, 10 our kroowledge, th.crc was no reporled evidcoce 
Illat a similar case is prcscnl in toc Ca~+ <urrenl~ of toc same 

cr11, i$PNs, expressing AI- aoo A!A"typc rcccptors [ 12 ]. 
Here, we sllow tllat AI-rcceptors aclivation rcduccsCav2.2 

eunenl~ in a11 $PNs te<;led due 10 a mccllani'ffil tllal is moslly 
roon-voltage-dcpcndcnl [6, 16-20, 68- 75 ]. This act(Jn would 
dccrease AHPsaoo lhus iocrcase firing frcqucncy [5 in $PNs; 
Illat is, it would favor excitation. AI-rccepors eQuU be adi
vated eilocr "ilh a spcciflC agonist [CCPA ] or by low eQn
centralions of adcnosioc. In addilion, in half of $PNs ta;led, 
A,,,-rcccplorsenllaoccd Cav I eurrcnl~ ID;)St probablylhrough 
a pllospllol)'lalion mccllani'ffil [ 12, 26-28, 76]. Phosplloryla
tion ofCav I cllannds by A!A"rcccplors aclivation Ilas bccn 
reponed in eQooitions of high adCTlOSioc relca,e (77). This 
action would lower firing Ihl\,-<;Ilold aoo favor evoted dcpo
lari7.ation, al,o inerea,ing toc numbcr of action potenlials 
fircd. Thal is, opposing signaling eascadcs in toc >ame ce11, 
which iOOucr: opposing actions on CaH_eurrcnL~, may"para

do~ica11y" lcad 10 a syrocrgi,tic clTcct onexcitability in i$PNs. 

'ª Spl;nA'" 
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This hypolh.csis was te<;ted with eurrcnl<lamp expcrimenl~ 
aoo was confinncd. 

Toeooclude, combiocd actions of Al aoo A!" reeq'!IOrs on 
Ilalf of $PNs te<;lcd, ID;)SI probably i$PNs, ioouces aOO en
Ilaoccmcnl of excitabilily larger tllan Illat producrd by IOC sole 
activalion of Al rcccplOrs. 

Only i$PNs express A!A-rcccplOrs (1 2 ). A'A-rcccplOrs 
eQuld be aclivatcd eitocr with a spcciflC agonist (CG$ 
2161()) or by incrca,ing toc coocenlralion of ih.c cndogcroous 
tran'ffililler [46, 60-62, 66]. In our haoos, both aetions werc 
blocked by ih.c highly sck:ctive A,A-rcccplor anlagonist, $CH 
58261, .ugg<;<ting "f!'A'iflCity. In Olocr wo,,:I<, ¡oc ""'1u<;nlial 
activation of reecplOrs with opposing signaling, Al aOO A!A, 
dccrease aOO iocrcase, re<;¡xx:tivcly, Ca!+ <urrcnlS wilhoppos

ing actions on crll excitability. lbcseactions in tum!cad loan 
iocrca<;e in excilabilily. 

Howevu, nOle tllat IOCse actions were dcscribed in Ihe 
somatic rcgion, wh.crc fast sodium-depcndenl action pOlen
tials are generatcd. Aroolocr similar story has bccn pania11y 
buili in dmdritic spiocs wh.crc synaPlic inputs arrive [33 1. Bul 
furlhcr work is occded 10 link toc kroo"n adcnosioc signa ling 
ca,cadcs wilh excilabilily. llIc extrapolalion of IOC prcscnl 
resull~ wilh kroo"n cllanocls actions [5, 41 , 42] can lcad to 
uocful explanatol)' hypolocsis: Excitabilily of i$PNs is more 
cnllancrd tllan Illat of d$PNs during modcls of Parkin,on's 
discase (PD). Thisph.eroomcroon may in pan be due 10 intrin,ic 
mccllani'ffilsoriginaled in toc same i$PNs. In addil ion, extrin
sic mccllani'ffils may ahu conical inpul~, siocc synaplic ac
tivity is iocrcased [34].lnlcrcslingly, alillough this iocrcase in 
synaplic activity can be rcgulatoo with A,A-rcccplor antago
nisL~, Ihis rcgulation is not a<:CQmpanied wilh spincs rCCQvery, 
Ihus disrupling a homeosthatic mcchani'ffil [34 ]. Previous 
work has sllown tllal spiocs stabilily dcpcnds in pan on 
Cav I cllanncls adivity [76] tllal we ocmonstrale h.crc are al,o 
enllancrd by A'A roccplors, making lhis inlcrplay diflkuh to 
asse<;s. In anycase, tocprcscnl re<;uhsaddsloa gn:ming listof 
evidoooos Illat suppons ih.c blockadc of A!A-reccplors as an 
adjuOCl Ih.crapy for PD by balancing basal ganglia pathways. 

Fina11y, we stre<;s IOC rootion Ihal A'A-rccepIOrs' action 
causes a divi,ion of ral SlTialal proj<x:tions neurons in t,,\) 
Ilalves: 01lC Ilal f showing toc response aoo toc oth.cr Willlout 
IOC response. llIcse ra;ull~ were vcry consistenl aoo repro
ducible in ih.c dilTcrcnt expcrimcntal samples.11 is al,o kroo"n 
Illat striatal projcetion ocurons al\': divided in Ilal ves: ooc Ilalf 
eQrrcsponds to toc direet (d$PNs) and IOC otlwlr 10 toc iooircct 
(i$PNs) basal ganglia palhways. AOO fina!ly, it is kroown Illat 
indireet palhway ocurons (i$PNs) but root direct pathway 
ocUA)ns (d$PNs) express A!A"rcccptors. Taken Ihis informa
tion IOgctlwlr, we infu tllal ocurons wilh both Al aoo A'A 
respon<;cs are iOOircct palhway OCUA)ns. 1bcsc neurons al\': 
preeisely IOC ocurons tllal iocrcase tocir excitabilily during 
Parkinson's discase, wh.cn adcnosillC eQnccntrations may be 
vcryhigh. 
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