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RESUMEN

El 6rgano de Corti es el érgano receptor del oido interno en el que hay dos tipos de
células sensoriales, células ciliadas internas y células ciliadas externas, las cuales se
diferencian por su posicion dentro de éste, ultraestructura, disposicion de los cilios e
inervacion. Las células ciliadas internas son inervadas aferentemente por neuronas tipo
| y eferentemente por neuronas que provienen del haz olivococlear superior lateral,
mientras que las células ciliadas externas son inervadas por neuronas aferentes tipo |l
y por neuronas eferentes provenientes del haz olivococlear superior medial.

Cuando las células ciliadas internas se despolarizan ante un estimulo mecénico
liberan glutamato hacia la terminal aferente tipo | sobre la cual hacen contacto las
eferentes laterales que liberan sustancias quimicas transmisoras, entre ellas, dopamina.

Las neuronas aferentes tipo | expresan receptores dopaminérgicos y se ha
propuesto que la dopamina y los agonistas dopaminérgicos ejercen un efecto protector
sobre dichas neuronas ante estimulos sonoros intensos o en condiciones de hipoxia,
ambas relacionadas con fenomenos de excitotoxicidad secundaria a la activacion de
receptores glutamatérgicos. Estudios con registros de potenciales de campo sugieren
que la dopamina disminuye la tasa de disparo de las neuronas aferentes cuando ésta
es inducida por NMDA o AMPA. También esta descrito que la activacién de receptores
glutamatérgicos aumenta la liberacién de dopamina via un mecanismo mediado por
GABA.

En mi trabajo de maestria reportamos que la dopamina modula las corrientes
ibnicas de las neuronas asiladas del ganglio espiral de forma dependiente de la
concentracion y particularmente demostramos que la corriente de sodio aislada
disminuye de forma significativa.

Sin embargo, se desconoce el mecanismo de accion de la dopamina a nivel
celular, motivo por el cual decidimos abordar este problema mediante el estudio de los
efectos de la dopamina y sus agonistas sobre la corriente de sodio y proponer modelos
gue expliquen los mecanismos y alcances del control central dopaminérgico de la
entrada aferente en la via coclear. Nuestra hip6tesis es que la activacion de receptores
dopaminérgicos en las neuronas aferentes cocleares modula de forma inhibitoria a la
corriente de sodio activada por voltaje constituyendo un sistema de control de la
ganancia de dichas neuronas, a través de un mecanismo mediado por proteinas G.

Para comprobar dicha hipétesis nos planteamos estudiar la modulacion de la
corriente de sodio por activacion de receptores dopaminérgicos y evaluar la participacion
de vias intracelulares para establecer una propuesta de mecanismo de accion en
neuronas aferentes cocleares en cultivo primario. Se utilizaron ratas de 8 o 9 de edad

postnatal sin distincibn de género, asi como herramientas farmacoldgicas. Los



experimentos fueron realizados mediante la técnica de fijacion de voltaje y fijacion de
corriente en configuracion de célula completa.

Como resultados encontramos disminucién significativa de la corriente de sodio
con la aplicaciéon de dopamina de tal modo que hay una dependencia sigmoidea de la
concentracion en la instalacion del efecto y no es totalmente bloqueado con los
antagonistas. Asi mismo encontramos disminucién de la corriente de sodio con la
aplicacion de los agonistas para cada familia de receptores. En condiciones de fijacion
de corriente encontramos que el agonista D1, dihidrexidina, produce una reduccion
significativa en la descarga de potenciales de accion. De acuerdo a las herramientas
usadas para evaluar el mecanismo de accion intracelular, los resultados hasta ahora

apuntan a un efecto mediado por proteinas G con una participacién de PKA.



INTRODUCCION

La audicion humana comienza con la interaccion de la energia sonora (mecanica) en el
oido. La coclea transforma dicha energia mecanica, en sefales eléctricas que
finalmente activan la via auditiva y proyectan a la corteza auditiva, tras un complejo
procesamiento que se realiza en varios relevos subcorticales. Este proceso tiene una
participacion fundamental en los procesos psiquicos superiores particularmente los
relacionados con el lenguaje hablado. El proceso fisioldgico de la audicién implica un

conjunto de procesos de orden molecular, y celular actuando en armonia.

Coclea

La cdclea consiste de tres tubos membranosos o escalas adyacentes en forma de
caracol, llamadas escala vestibular, escala timpanica y escala media; esta revestida por
hueso laminar, que a su vez es parte del hueso temporal (Raphael y Altschuler, 2003),
y como eje central tiene una columna Gsea, el modiolo.

La escala vestibular y timpanica, estan llenas con perilinfa, liquido que tiene una
composicion idnica que remeda otros fluidos extracelulares. Entre estas escalas se
localiza la escala media que esta llena de la endolinfa, un fluido de composicién inusual
(con alta concentracién de potasio) que bafia la porcion apical del 6rgano de Corti. En
la base de la capsula 6tica hay dos aberturas: la ventana oval en la escala vestibular y
la ventana redonda en la escala timpanica. Cerca del 4pex de la coclea se comunican
ambas escalas, vestibular y timpanica en un area que se denomina helicotrema. La
membrana basilar separa la escala media de la escala timpanica y sobre ella se asienta
el 6rgano de Corti. Las propiedades mecéanicas de la membrana basilar no son
uniformes, sino que cambian de manera progresiva a lo largo de ella (Dallos et al., 1996;
Raphael y Altschuler, 2003). En su extremo apical, el ancho de la membrana basilar
humana es mayor que en la base del caracol y el rango de frecuencias esta
tonotépicamente distribuido a lo largo del ducto coclear de la base al 4pex de tal forma
que en la base de la cOclea es la region donde se detectan las frecuencias altas mientras
que en el apex se detectan las frecuencias bajas (Figura 1) (Dallos et al., 1996; Robles
y Ruggero, 2001; Soto et al., 2003). Por el contrario el laberinto 6seo disminuye su ancho

de la base al 4pex (Dallos et al., 1996; Robles y Ruggero, 2001).



Fig. 1 Distribucién tonotépica de frecuencias en la coclea (expresadas en Hz). Los sonidos graves activan
la parte apical, en tanto que los agudos estimulan la regién basal de la céclea. (tomado de Port 2007).

Organo de Corti

El érgano de Corti se considera el 6rgano receptor del oido interno y su analisis
estructural fino ha permitido identificar varios tipos celulares, asi como especular y
probar experimentalmente sus funciones (Raphael y Altschuler, 2003). Esta formado en
su extremo superior por la membrana tectoria y por abajo por la membrana basilar. En
su parte central destacan las células sensoriales (células ciliadas internas y externas)
cuyas especializaciones apicales son responsables de la deteccidon de estimulos y de la
transduccién sensorial. Adyacente a las células ciliadas sensoriales estan las células
especializadas para el soporte mecanico y metabdlico. En el lado endolinfatico del
limbus espiral, las células parecen tener una funcién secretora y ser responsables de la
formacion de la membrana tectoria (Figura 2). Algunas células separan los
compartimentos que contienen la endolinfa y la perilinfa y otras transportan iones y
pueden participar en la formacion y mantenimiento de esos dos fluidos. En su extremo
basal, con especializaciones sinapticas caracteristicas, las células ciliadas contactan

con las fibras nerviosas aferentes y eferentes (Dallos et al., 1996).
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Fig. 2 Esquema de la estructura del 6rgano de Corti. Se observan los siguientes componentes: la
membrana tectoria, las células ciliadas internas (CCl), las células ciliadas externas (CCE), células de
soporte, fibras nerviosas (aferentes y eferentes) y la membrana basilar (modificado de Robert y Hackey,
2006).

Funcionamiento general de la coclea

Cuando la membrana basilar oscila en respuesta a un sonido, arrastra consigo al érgano
de Corti produciendo que la parte central se desplace como una bisagra en relacion a
la membrana tectoria. Entonces un desplazamiento hacia arriba de la membrana basilar,
determina que los cilios sean desplazados por la accién de la membrana tectoria, causa
de la despolarizacion de las células mientras el movimiento hacia abajo provoca su
hiperpolarizacién (Dallos et al., 1996). Es asi como se transducen las vibraciones
mecanicas en sefales eléctricas. De las células ciliadas se libera el neurotransmisor y

éste a su vez depolariza a las terminales aferentes que le contactan.

Células receptoras

Existen dos tipos de células sensoriales, células ciliadas internas (CCl) y externas
(CCE), que pueden ser diferenciadas por su posicion en el 6rgano de Corti,
ultraestructura, disposicién de los cilios e inervacién. Aunque las células sensoriales
difieren estructural y funcionalmente, también tienen algunas similitudes. Ambos tipos
celulares tienen un conjunto de cilios que se proyectan de la superficie apical de las
células sensoriales hacia el espacio endolinfatico. En la superficie apical de cada célula,
los cilios estan en varias hileras dispuestas en forma de “U” (CCl) o “W” (CCE) (Dallos
et al., 1996).

Las CCE tienen forma cilindrica y se organizan en tres filas a lo largo del ducto
coclear, aunque en algunas ocasiones hay cuatro o cinco filas especialmente en las
vueltas apicales o en mamiferos especializados en oir bajas frecuencias. La longitud de
estas células varia lo largo de la cdclea, en relaciéon con la tonotopia. Su nucleo es
redondo y esté localizado en la porcion basal del cuerpo (Figura 3).

Las CCI tienen forma de pera con un nucleo localizado en el centro (figura 3).

Estan dispuestas en una fila a lo largo del ducto coclear y estan en contacto con células



pilares internas y células falangicas (Raphael y Altschuler, 2003). Funcionalmente
existen diferencias importantes entre ellas, ya que las células CCE no hacen un contacto
estrecho con la membrana tectoria, tienen una peculiar capacidad contractil dependiente
de voltaje y, mas que como receptores, se les ha caracterizado como células efectoras
relacionadas con los procesos de selectividad de frecuencias y amplificacion coclear.
De hecho su innervacion es predominantemente eferente y tienen escasa innervacion
por neuronas aferentes (solamente el 5% a pesar de que el nimero de CCE es 3 0 mas
veces el de CCI). Las CCI son consideradas como los receptores primarios del sonido,

su funcién es absolutamente esencial para los procesos auditivos.

Fig. 3 Células ciliadas del 6rgano de
Vo N Corti. Esquema de las células
ciliadas internas y externas que

h‘,‘»l.!!,l.l.ll.l.\' & muestra la forma caracteristica de los
e <= cilios, el nucleo y su inervacion. Las

células en color amarillo contactando
a las ciliadas representan a las
neuronas aferentes y las grises
corresponden a las eferentes. A)
Para las células ciliadas internas las
aferentes son tipo | y las eferentes
provienen del haz olivococlear
superior lateral, y B) para las células
ciliadas externas son aferentes tipo Il
y las eferentes provienen del haz
olivococlear superior medial.

Inervacién de las células ciliadas

La sinaptogénesis de las CCl y CCE, empieza muy temprano en la céclea de los
mamiferos: se pueden observar claras diferencias sindpticas alrededor de 10 dias antes
del inicio de la funcion auditiva, las CCIl parecen tener un estado avanzado de
maduracién comparado con las CCE. Ademas, la sinapsis en la CCI tiene menores
cambios durante el desarrollo, que la sinaptologia de las CCE (Pujol, 1985).

Los cambios en el desarrollo de las CCI, si es que los hay, conciernen a una
reduccion de la ramificacion de las aferentes o una disminucion en el ndmero de
contactos presinapticos. Las terminales eferentes con vesiculas a nivel de CCIl se
observan alrededor del mismo tiempo que las sinapsis aferentes. En las eferentes la
maduracion se caracteriza por la desaparicion con la edad de conexiones directas entre
eferentes y CCI. En el estado adulto, las eferentes hacen contacto casi exclusivamente
con las dendritas aferentes (Pujol, 1985).

La sinaptogénesis en las CCE sigue un modelo completamente distinto al de las
CCI. El primer estado, alrededor de 10 dias antes del inicio de la funcién, se caracteriza

porque la base de las CCE esta rodeada completamente por dendritas aferentes y



puede haber algunas especializaciones presinapticas en las CCE (Pujol, 1985), por lo
gue se le ha denominado como “estado de célula sensorial”. El primer cambio en las
células ciliadas externas es una rapida y marcada disminucién en el nimero de
especializaciones presinapticas. Hasta cerca del momento en que se pueden registrar
los potenciales cocleares, no se reconocen terminales eferentes bajo las CCE. Cuando
llega el momento en que pueden registrarse dichos potenciales, las CCE aun estan
rodeadas por aferentes pero adicionalmente, ya hay eferentes haciendo sinapsis
axodendriticas transitorias con algunas de ellas. Se observa, entonces, una clase de
competicion sinaptica; las terminales eferentes alcanzan finalmente las membranas de
las CCE y parecen estar empujando fuera la mayoria de las dendritas aferentes, las
cuales se retraen. El estado final de maduracién se caracteriza por una predominancia
de sinapsis eferentes, con unas pocas dendritas aferentes (Pujol, 1985).

Respecto al desarrollo de la funcién coclear, mediante el registro de los
potenciales microfénicos asi como la determinacion del umbral en que aparece la
selectividad a las frecuencias, en la tabla 1 se muestra la cronologia del desarrollo de la

coclea.

Tabla 1. Tiempo en que inicia la funcién coclear en que se completa el desarrollo anatomo-
funcional de la coclea. (ddn = dias después de nacer; dan = dias antes de nacer; man = meses

antes de nacer). Modificada de Pujol, 1985.

Especie Inicio de la Coclea madura

funcién coclear

Raton 10— 12 ddn 16 — 18 ddn
Rata 9-11ddn 16 — 18 ddn
Conejo 5ddn 20 — 25 ddn
Perro 4 ddn

Gato Al nacer 15— 20 ddn
Cobayo 15-12 dan 5ddn
Hombre 5 man 2 man

Inervacion eferente de las CCE

Las CCE estan directamente bajo la influencia de neuronas eferentes mediales que
hacen contacto directo sobre sus superficies basolaterales (Pujol, 1994) (figura 4). Las
fibras nerviosas eferentes de las CCE provienen del complejo olivar superior medial y
consisten de dos subtipos morfoldgicos: fibras largas que contienen mitocondrias y
neurotdbulos (tipo 1) y fibras pequefias que contienen neurofilamentos (tipo II).

Pedemonte y Narins reportan que la densidad de fibras tipo | disminuye de la base al
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apex, correspondiendo a la frecuencia de dispersion a lo largo de la membrana basilar.
La densidad de fibras eferentes tipo Il es méxima en la base y el 4pex y minima en la
parte media de la coclea. Esta minima densidad, curiosamente, corresponde a la region
de la membrana basilar donde esté localizado el rango de frecuencia de méaxima
sensibilidad (Pedemonte y Naris, 1999).

En general la mayoria de las fibras eferentes terminan en la primera fila de CCEs
existiendo ademas una graduacién de la base al apex, con el mayor nimero de
terminales en la base, el maximo nimero de 9 terminales eferentes por CCE esté en la
region entre 6 y 24 kHz (Liberman et al., 1990). También se ha observado que hay una
disminucion en el nimero de terminales de la primera a la tercera fila de las CCEs.
(Liberman et al., 1990). Varios son los neurotransmisores implicados en el sistema
eferente, de las cuales la acetilcolina el mas importante. También se ha determinado la
participacién de GABA, CGRP (Raphael y Altschuler, 2003) y péptidos opioides (Fex et
al., 1981; Jongkamonwiwat et al., 2003; Kho et al., 2006). Asi mismo, se describieron
fiboras que contienen serotonina como sustancia neuroactiva y que constituyen una
inervacion coclear antes desconocida, distinta a la eferente medial y que contacta a las

células ciliadas externas (Gil-Loyzaga et al., 2000).

Inervacion aferente de la CCE

Las neuronas que inervan las células ciliadas externas son las aferentes tipo Il (Figura
4). Estas corresponden al 5 % del total de las neuronas del ganglio espiral,
aproximadamente. Cada fibra aferente se subdivide en la parte dendritica, y sus botones
hacen sinapsis con varias CCEs. A su vez, cada CCE hace sinapsis con muchas fibras
aferentes tipo Il (Pedemonte y Naris, 1999). Se considera que una sola fibra puede
recibir informacién de entre 6 y 100 CCEs, usualmente de la misma hilera. Al igual que
con otras caracteristicas, hay una gradacién morfolégica en el nUmero de terminales
sinpticas por CCE de aproximadamente 3 por célula en la base a 15 por célula en el
apex de la coclea (Liberman et al., 1990).

La mayoria de las células ganglionares tipo Il hacen sinapsis con las CCEs de la
primera hilera que son las que a su vez tienen el mayor nimero de contactos sinapticos.
Un menor porcentaje de estas células son mas ramificadas y hacen contacto con la
tercera hilera de CCEs. (Liberman et al., 1990).

Se considera que el neurotransmisor liberado de la base de la CCE hacia la

aferente postsinaptica es el glutamato (Pedemonte y Naris, 1999).
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Inervacion eferente de las CCI

Las fibras eferentes que contactan a las CCls forman terminales finas que no hacen
contacto directo sobre la célula ciliada, sino con la neurona aferente que la inerva (Figura
4). Este tipo de inervacioén viene del complejo olivar superior lateral (Pujol, 1994), en el
cual hay dos poblaciones de neuronas (raton), unas son las neuronas principales, las
cuales se relacionan con la deteccion de diferencias en la intensidad interaural y otra
poblacion la constituyen las neuronas eferentes del sistema olivococlear lateral que
proyectan hacia la coclea. Las neuronas olivococleares laterales poseen una
prominente corriente saliente transitoria Ia. Ambos tipos neuronales reciben entrada
sinaptica glutamatérgica y glicinérgica (Sterenborg et al., 2010). Las neuronas del
sistema olivococlear tienen numerosas terminales eferentes, caracteristicamente
repletas de vesiculas sinapticas, contactando a todas las CCls. Se han descrito que
estas neuronas eferentes liberan diversos neurotransmisores tales como: acetilcolina,
dinorfina, CGRP, encefalinas, GABA, péptidos opioides y dopamina (Raphael y
Altschuler, 2003). También hay fibras que contienen serotonina que constituyen una
inervacion distinta a la eferente lateral y que contacta las células ciliadas externas (Gil-

Loyzaga et al., 2000).

Inervacion aferente de las CCI

Las células ciliadas internas reciben inervacion aferente constituida por neuronas
aferentes tipo |, las cuales son gruesas y mielinizadas (Figura 4). Su poblacion en el
ganglio espiral corresponde aproximadamente al 95% del total de las neuronas (Pujol,
1994). Cada axon inerva una sola célula ciliada, pero cada CCI hace contacto sinaptico
con varias neuronas aferentes, constituyendo un sistema altamente divergente
(Pedemonte y Naris, 1999).

Las sinapsis entre células ciliadas internas y neuronas aferentes tipo | tienen una
delgada membrana presinaptica y una densa membrana postsinaptica. A su vez en la
hendidura sinaptica se observan filamentos y material granular (Pedemonte y Naris,
1999). Se considera que el principal neurotransmisor involucrado en esta sinapsis es el
glutamato (Raphael y Altschuler, 2003; Eybalin, 1993).

No todas las fibras postsindpticas son idénticas morfolégicamente, ni reciben la
misma cantidad de sinapsis eferentes. Eso hace que entre ellas haya diferencias
fisiolégicas asi como cambios en el umbral y frecuencias de descarga. Las fibras
gruesas de bajo umbral y alta frecuencia de descarga espontanea se agrupan cercanas
a las células pilares internas, las finas de alto umbral y baja frecuencia de descarga se

encuentran en la cara modiolar de las CCls (Pedemonte y Naris, 1999).
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La selectividad en la frecuencia de las neuronas del ganglio espiral esta
determinada, primariamente, por la localizacion de la célula ciliada interna inervada
sobre el eje tonotdpico de la coclea proporcionando un cédigo de lugar para cada
frecuencia. La densidad de inervacion varia a lo largo de la coclea (Meyer et al., 2009).

En un estudio en ratones y gerbos se establecio que es en la regién media de la
coclea donde hay mayor nimero de sinapsis aferentes por CCl (17 en ratén y 24 en
gerbos) y declinan hacia el dpex y la base. La mayor parte de contactos sindpticos
aferentes se ubican en la regién basal de las CCl. Aun cuando son diferentes
sustancialmente en numero las sinapsis en las CClI, difieren muy poco en su estructura,
no hay diferencias significativas en el tamafio y forma de las sinapsis en listén, ni en la
longitud de la densidad postsinaptica entre sinapsis mediococlear y apical (Meyer et al.,
2009).

cel 4

Aferente /
tipo | \’\

Eferente
medial

Fig. 4 Esquema de la inervacion de las CCl y las CCE. Las CCI son inervadas por terminales aferentes tipo
| y por eferentes laterales, mientras que las CCE son inervadas por aferentes tipo Il y por eferentes
mediales (Modificado de Fitzakerley 2007)

Ganglio espiral

En el modiolo estan acomodados los cuerpos celulares de las neuronas sensoriales de
primer orden (formando el complejo ganglio espiral) (Szabdé et al., 2002). Como ya se
menciond, la mayoria de las neuronas (95%) son células del ganglio espiral tipo |
(Spoendlin, 1972; 1985). Desde el punto de vista funcional en registros de la actividad
eléctrica de las neuronas del ganglio espiral se pueden distinguir dos tipos de patrones
de disparo de potenciales de accién, un grupo de neuronas que adaptan rapidamente,
es decir, gue disparan uno o pocos potenciales de accién en respuesta a la inyecciéon
de corriente y otro grupo de neuronas que dispara multiples potenciales de accion en
respuesta a esa misma inyeccion de corriente (Mo y Davis, 1997). Desde el punto de
vista morfolégico, Mo y Davis describen 3 tipos de neuronas: bipolares,
pseudomonopolares y un pequefio grupo de neuronas mas grandes en comparacion

con las estandar (Figura 5).
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Figura 5. Neuronas del ganglio espiral en cultivo. a) neuronas bipolares, b) neuronas pseudomonopolares y
) neuronas de soma grande (tomado de Mo y Davis, 1997).

Corrientes i6nicas de las neuronas del ganglio espiral

Corriente de calcio (Ica)

Yamaguchi y Ohmori en 1990 describieron dos tipos de corrientes de Ca?* en neuronas
del ganglio espiral de pollo, una corriente que presenta inactivacion y otra que no
presenta inactivacion. La primera tienen un bajo umbral de activacion (-70 mV) y se ha
propuesto que corresponde a la corriente LVA (low voltage activated) probablemente de
tipo T, mientras que la segunda, tiene similitudes con los canales de Ca?* tipo L pues
carecen de una cinética de inactivacién o es muy lenta, cuentan con alto umbral de
activacion (< -50 mV), el Ba?* tiene mayor permeabilidad que el Ca?*, son sensibles a
nifedipina 3 uM y se bloquean por Cd?* 20 uM (Yamaguchi y Ohmori, 1990).

La corriente de calcio en neuronas del ganglio espiral de cobayo se activa a
potenciales de membrana de alrededor de -60 mV. El curso temporal del decaimiento
de la corriente de calcio es lento, lo cual sugiere que los canales de calcio que se
expresan en neuronas de cobayo también son tipo L (Hisashi et al., 1995; Rusznék y
Szlcs, 2009).

Corriente de sodio dependiente de voltaje (Ina)
Las neuronas del ganglio espirtal tienen una corriente de sodio dependiente de voltaje
que se activa entre -60 y -40 mV, dependiendo de la especie, su activacion es rapida,
asi como también su inactivacién y su recuperacién de la inactivacién que tiene una
constante de tiempo de 7.5 ms. Dicha corriente es bloqueada con tetrodotoxina (TTX).
El pico de la corriente puede variar entre -30 y -4 mV (Yamaguchi y Ohmori, 1990; Moore
et al., 1996; Lin 1997; Rusznak y Szucs, 2009). En nuestro laboratorio, se registré la
corriente de sodio de las neuronas del ganglio espiral con un potencial de sostenimiento
a -100 mV y se observé que la corriente se activa alrededor de -40 mV e invierte
alrededor de 40 mV. La amplitud maxima de la corriente la encontramos entre -10 y -20
mV (Valdés-Baizabal, 2009).

La corriente de sodio es fundamental para alcanzar el umbral para la generacion

del potencial de accion (Cantrell y Catterall, 2001). A nivel molecular se conoce que la

14



familia de canales de sodio dependientes de voltaje contiene nueve miembros llamados
Navl.l — Navl1.9, con diferentes perfiles de expresién y en las neuronas del ganglio
espiral algunas de estas subunidades estan estratégicamente localizadas en sitios de la
neurona para propagar potenciales de accion hacia el ndcleo coclear en respuesta a la
estimulacion acustica. Las subunidades Nav1.6 y 1.7 se localizan sobre los cuerpos de
las neuronas del ganglio espiral, principalmente sobre las tipo I. El Nav 1.6 también se
expresa en los nodos de Ranvier adyacentes a los cuerpos bipolares mielinizados de
dichas neuronas. El Nav 1.1 se expresa sobre procesos axonales. En procesos
eferentes de la coclea se expresa el 1.1, el 1,2 y el 1.7 (Hossain et al., 2005; Rusznak y
Szucs, 2009; Fryatt et al., 2009; Eckrich et al., 2012).

Si bien se ha descrito tal distribucion de los canales de sodio en las neuronas
aferentes y en procesos eferentes, luego de ciertas condiciones tal como ototrauma
acustico que genera una moderada pérdida de audicion, puede haber cambios en la
distribucion de las proteinas. Los cambios detectados tanto a nivel molecular mediante
RT-PCR como por inmunohistoquimica, midiendo los niveles de RNAm y la localizacién
de las proteinas respectivamente, apuntan a que la subunidad 1.1 disminuye su
expresion en axones, pero aumenta su expresion en dendritas y la subunidad 1.7
aumenta su expresion en los cuerpos celulares de las neuronas del ganglio espiral
(Fryatt et al., 2011; Han et al., 2012). Se considera que estos cambios plasticos en la
expresion de las subunidades de los canales de sodio pueden contribuir a mantener la
funcionalidad de la via auditiva luego de la pérdida la audiciéon (Kuba et al., 2010).

Corriente de potasio (Ik)
La mayoria de las células tipo | del ganglio espiral de la rata tienen corrientes salientes
tipicas de potasio (Moore et al., 1996). Una de las corrientes que expresan estas células
es la corriente de potasio tipo rectificador retardado. Dicha corriente se activa a
potenciales mas positivos que -50 mV, se suprime al reemplazar el potasio intracelular
por Cs*y puede bloguearse por exposicion extracelular a tetraetilamonio (TEA) 20 mM,
(cobayo) (Valverde et al., 1992; Santos-Sacchi, 1993). Las neuronas del ganglio espiral
expresan las subunidades Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4, Kv1.6, Kv3.1, Kv3.4, Kv4.2 t Kv4.3 de
los canales de potasio (Rusznék y Szucs, 2009).

Las neuronas del ganglio espiral expresan la corriente tipo A, que se bloquea
con 4-AP. La corriente tiene una alta sensibilidad a la aplicacion de dicho farmaco (0.01-
1 mM) y constituye alrededor del 60% de la corriente saliente total que se activa
alrededor del potencial de reposo. Dicha corriente tiene una cinética de inactivacion
rapida y permanece aun en presencia de altas concentraciones de TEA (10-30 mM)
(Jagger y Housley, 2002; Valverde et al., 1992).
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También se ha reportado un componente sensible a dendrotoxina-1 (DTX-1),
que constituye alrededor del 30 % de la corriente saliente total, éste tiene una activacion
rapida a potenciales de membrana més positivos a -50 mV y muy poca inactivacion
(Szabo et al., 2002; Rusznak y Szucs, 2009).

En 1997, Lin observé un tipo de relacion corriente-voltaje que es consistente con
la presencia de la corriente de potasio dependiente de calcio en neuronas del ganglio
espiral (Lin, 1997). La corriente se activa a -60 mV e incrementa linealmente en amplitud
entre -50 mV y 30 mV. Asi mismo, en nuestro laboratorio se obtuvieron evidencias de
dicha corriente en las neuronas del ganglio espiral, como resultado del registro de la
corriente saliente con soluciones con y sin calcio extracelular (De la Rosa 2009).

Corriente catiénica activada por hiperpolarizacion (In)

Las neuronas del ganglio espiral del cobayo expresan una corriente catidnica entrante
activada por pulsos hiperpolarizantes (Szab6 et al.,, 2002). Las propiedades de la
corriente activada por hiperpolarizacion son similares a otras |, en diferentes tipos de
células. Algunas de estas caracteristicas incluyen: (1) umbral de activacion cercano al
potencial de reposo (-70 mV), (2) activaciéon voltaje y tiempo dependiente sin
inactivacion, (3) la conductancia incrementa con la hiperpolarizaciéon, (4) una
despolarizacion lenta durante la inyeccién de corriente de hiperpolarizacién, (5) un
disparo de rebote después de la inyeccion de corriente hiperpolarizante, (6) bloqueo
reversible por baja concentracién externa de calcio, pero no de bario, (7) un potencial
de inversion de -36 mV, (8) permeabilidad a sodio y potasio y (9) regulacién por AMPc
(Chen, 1997; Mo y Davis, 1997). Esta corriente se ha propuesto actlia como marcapaso
contribuyendo a la actividad espontanea en las fibras nerviosas aferentes auditivas
primarias (Chen, 1997).

La lh es una corriente medida por canales HCN (por sus siglas en inglés
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated). Estd activa en reposo y es
modulada por los niveles intracelulares de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
acorta los potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs) y es un buen candidato para
permitir una rapida y confiable sefializacién en esta primera sinapsis en la via auditiva
en rata (Yi et al., 2010).

Las dendritas aferentes de las neuronas tipo | del ganglio espiral expresan las
subunidades HCN1, HCN2 y HCN4. La expresion de las subunidades HCN1 y HCN3
muestra dependencia de la posicion de las células a lo largo del eje del modiolo (4y 3
veces mayor, respectivamente, en el tercio apical que en el basal); sin embargo no hay
diferencia en la expresion de proteinas para los canales HCN2 y HCN4 a lo largo del eje

de la coclea (Yi et al., 2010; Bakondi et al., 2009). Electrofisiolégicamente, la |h en las
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terminales dendriticas es bloqueada con el ZD7288, y por CsCl y BaCl; (Yi et al., 2010)
y puede ser modulada por las neurotrofinas NT-3 y BDNF (por sus siglas en inglés de
Brain-derived neurotrophic factor) (Needham et al., 2012).

Otras corrientes iénicas

Otras corrientes que se han reportado en las neuronas del ganglio espiral son las que
pasan a través de los canales vanilloides TRPV’s (transient receptor potential cation
channel) de los cuales se expresan predominantemente las subunidades TRPV 1y 2
(Rusznéak y Szucs, 2009), asi como las corrientes activadas por protones con expresion
de subunidades ASIC2 (acid-sensing ion channels) (Peng et al., 2004).

Colocalizacion de neurotransmisores

Existe consenso en que la acetilcolina es un transmisor de la sinapsis eferente lateral y
medial en la céclea, sin embargo el GABA, substancia P (SP) y el péptido relacionado
con el gen de calcitonina (CGRP) estan extensamente colocalizados con acetilcolina en
las terminales olivococleares en las areas adyacentes a las CCl y CCE del raton.
Ademas hay evidencias de inmunorreactividad para la enzima tirosina hidroxilasa, que
cataliza la reaccion de sintesis de dopamina (DA), adrenalina y noradrenalina (NA). Se
considera que la transformacién de DA a NA y adrenalina no se produce en las neuronas
eferentes debido a la falta de las enzimas que catalizan dichas reacciones, dopamina-
B-hidroxilasa y feniletanolamina-n-metiltransferasa (Altschuler, et al., 1986; Gil-Loyzaga,
1995; Liu, 1997; Safieddine, et al., 1997; Niu et al., 2004; Maison et al., 2003), sin
embargo, en homogeneizado coclear de rata se ha determinado la presencia de
noradrenalina. Asi mismo, hay evidencias inmunocitoquimicas de la presencia de
péptidos opioides, encefalinas y dinorfinas, en la coclea (Fex et al, 1981;
Jongkamonwiwat et al., 2003; Kho et al., 2006; Hoffman et al., 1985).

GABA es el neurotransmisor que inhibe la respuesta al glutamato en las
neuronas del ganglio espiral y se han detectado la expresiéon de receptores GABAA alfa
2y GABAB. (Lin et al., 2000; Zheng et al., 2004). Respecto a la expresion de receptores
a SP, se sabe que las neuronas del ganglio espiral se expresan funcionalmente tres
tipos de receptores, el NKR1-3 (receptores a neurokinina) (Ito et al., 2002; Sun et al.,
2004). La SP tiene un efecto dual en las neuronas del ganglio espiral; evoca la liberacion
de calcio intracelular (antes del inicio de la audicion) a través de la via de la fosfolipasa
C (PLC) y activa una conductancia catidénica no selectiva acoplada a proteinas G,
mediante un mecanismo independiente de PLC, lo cual puede relacionarse con una

accion trofica y neuromoduladora respectivamente (Ito et al., 2002; Sun et al., 2004).
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Las neuronas del ganglio espiral expresan tanto receptores muscarinicos (M3. M5y M1)
como nicotinicos (alfa 5-7 y beta 2 y 3) (Saffiedine et al., 1996; Morley et al., 1998; Popa
et al., 2000; Khan et al., 2002). Se considera que la activacion de receptores
muscarinicos activa una conductancia catidnica no selectiva para regular la excitabilidad
neuronal (Ito y Dulon, 2002).

Hay evidencias electrofisioldgicas de la modulaciéon de la corriente de calcio a
través de la activacion de los receptores opioides de los tipos Kappa (KOR), Mu (MOR),
Delta (DOR) y receptores a orfanina (ORL-1) (De la Rosa, 2009) en las neuronas del
ganglio espiral, asi como evidencias inmunocitoquimicas de la expresion de los MOR
tanto en neuronas del ganglio espiral como en fibras (Jongkamonwiwat et al., 2006). En
el 6rgano de Corti, la sinaptofisina colocaliza con MOR, DOR y KOR, lo cual sugiere que
los receptores y péptidos estan principalmente localizados en las fibras eferentes. Estos
resultados sugieren que los péptidos opioides pueden modular directamente su misma
liberacion actuando sobre receptores opioides, o por modulacion de otros
neurotransmisores para regular las sefiales eferentes (Jongkamonwiwat et al., 2006).

Como antes se menciond, si bien no se ha encontrado la enzima que cataliza la
conversion de la DA en NA, en cultivos de neuronas del ganglio espiral se ha
determinado que la respuesta al GABA es modulada por NA, disminuyéndola de manera
reversible y de una manera dependiente de la concentracion. Dicho efecto es mediado
por activacion de los adrenorreceptores a2 a través de un mecanismo mediado por PKA.
Asi, la NA reduce el efecto inhibitorio del GABA y consecuentemente aumenta la
excitabilidad de las neuronas del ganglio espiral (Zha et al., 2007).

Las sustancias antes mencionadas fueron encontradas en proyecciones bien
caracterizadas que corresponden a las fibras nerviosas laterales y mediales y terminales
gue conectan dendritas aferentes tipo | y células ciliadas externas, respectivamente. La
serotonina se incluye en la lista de sustancias neuroactivas en la coclea pues esta
presente en homogeneizado coclear de la rata (Vicente-Torres et al., 2002). Sin
embargo, las vias serotoninérgicas parecen formar una via separada y altamente
especializada, cuyo papel funcional estd aln pendiente de definirse con claridad (Gil-
Loyzaga et al., 2000). Mediante inmunocitoquimica se detectdé la presencia de
serotonina en las células tipo | y tipo Il de raton de 30 dias. La inmunorreactividad se
observa en el citoplasma (Long et al., 2008).

En las neuronas del ganglio espiral, adicionalmente, hay inmunoreactividad al
polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PAACP) bajo las células
ciliadas internas y externas en el érgano de Corti. Dicho polipéptido juega un papel en

la neuromodulacién y neuroproteccidbn asociados con la neurotransmision
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glutamatérgica y colinérgica. Hay también expresion del receptor 1 de dicho polipéptido
(PAC1-R) en las aferentes tipo | (Drescher et al., 2006).

Este trabajo se enfoca en el estudio de la participacion de la dopamina en la
modulacion de la actividad de las neuronas aferentes cocleares.

Dopamina

La dopamina pertenece al grupo de las catecolaminas porque tiene un grupo catecol (un
anillo de benceno con dos grupos hidroxilos y un grupo amino). El precursor de las
catecolaminas es el aminoacido tirosina. Por una serie de reacciones, la tirosina es

convertida en L-dopa y ésta en dopamina (Thompson, 2000; Figura 6).
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Figura 6. Via para la sintesis de la dopamina. La tirosina hidroxilasa (TH) convierte a la dopamina en
levodopa (L-DOPA), cuya subsecuente descarboxilacion produce la dopamina.

La dopamina participa en el control de una variedad de funciones: actividad
locomotora, cognicién, emotividad y afectividad, alertamiento, reforzamiento positivo,
ingesta de alimentos y agua, y regulacion neuroenddcrina. Tiene también multiples
papeles en la periferia como un modulador de la funcién cardiovascular, liberacion de
catecolaminas, secrecion de hormonas, tono vascular, funcion renal, y motilidad

gastrointestinal (Tabla 2). Las alteraciones en la transmisién dopaminérgica se han
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asociado a trastornos del sistema nervioso central (SNC), tales como la enfermedad de

Parkinson, al sindrome de Tourett y la hiperprolactinemia, asi como a trastornos

psicéticos que incluyen a la esquizofrenia y la dependencia a drogas como la cocaina 'y

las anfetaminas (Missale et al., 1998; Bahena-Trujillo et al., 2000; Purves et al., 2001).

Tabla 2. Distribucién y funciones de receptores dopaminérgicos a nivel periférico (Tomado de

Missale et al., 2010).

Tejido Tipo de Funcion
receptor
Vasos sanguineos
Adventicia Familia D2 Inhibicion de la liberacion de norepinefrina
Media Familia D1 Vasodilatacion
Intima Familia D2 Desconocida
Glandula adrenal
Glomerulosa Familia D1 Desconocida
Familia D2 Inhibicién de la secrecion de aldosterona
Medula Familia D1 Estimulacion de la liberacién de
epinefrina/norepinefrina
Familia D2 Inhibicion de la liberacion de
epinefrina/norepinefrina
Rifion
Glomérulos Familia D1 Incremento de la tasa de filtracion
Aparato yuxtaglomerular Familia D1 Estimulacion la secreciéon de renina
Tabulo proximal Familia D1 Inhibicién de la reabsorcion de sodio
Limbo ascendente del Familia D1 Inhibicién de la reabsorcion de sodio
asa de Henle
Ducto colector cortical Familia D1 Inhibicion de la reabsorcion de sodio
Inhibiciéon de la accién de vasopresina
Familia D2
Ganglio Familia D2 Inhibicién de la liberacién de norepinefrina

simpatico/terminales

Corazén

D4

Desconocida

Parte importante de los farmacos psicoactivos que producen refuerzo positivo es

gue aumentan el nivel de dopamina liberada en las terminales de las proyecciones del

area ventral tegmental. Algunos farmacos lo hacen bloqueando el transportador de

dopamina. Asi, tanto la cocaina como la anfetamina elevan el nivel de dopamina en el

nucleo accumbens blogueando el transporte de dopamina, prolongando el tiempo que

la dopamina permanece en la hendidura sindptica (Kandel, 1991).
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Receptores dopaminérgicos

Las técnicas de clonacion molecular han permitido identificar cinco tipos de receptores
dopaminérgicos los cuales poseen siete dominios transmembranales y se encuentran
acoplados a proteinas G. Los siete dominios transmembrana estan unidos de forma
alterna por asas citoplasmaticas y extracelulares y la regiébn amino terminal corresponde
a un dominio extracelular glicosilado (Figura 7) (Bahena-Truijillo, et al., 2000; Missale, et
al., 1998).

©\ Extracelular
o///

T G2 NNy e

Fig 7 Receptores dopaminérgicos. Representacion general de un dimero de receptor dopaminérgico con
siete dominios transmembrana y asa citoplasmatica carboxilo terminal (con sitios de fosforilacion) y asa
extracelular amino terminal (con sitios de glicosilacion)

Desde el punto de vista farmacoldgico se dividen en dos grandes familias: D1
(receptores D1 y D5) y D2 (receptores D2, D3 y D4). En la tabla 3 se presenta un perfil
farmacoldgico de los receptores dopaminérgicos.

La activacion de los receptores D1, tipicamente conduce a la activacién de
proteinas Gs con la consecuente producciéon de AMPc por estimulacién de una o varias
isoformas de la enzima adenilciclasa, localizada en la membrana celular. También se
ha reportado que en la corteza cerebral prefrontal, la activacion del receptor D1 induce
la produccion de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG), por estimulacién
de una fosfolipasa C que cataliza la hidrdlisis del 4,5-difosfato de fosfatidilinositol (PIP2).
La activacion de receptores D5 estimula la adenilato ciclasa, via las proteinas Gas y
produce un aumento del AMPc (Bahena-Truijillo, et al., 2000; Missale, et al., 1998).

De manera general y primaria se sabe que la generacion de AMPc mediada por

receptores de la familia D1, activa la PKA, sin embargo, hay una via alterna que es
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dependiente de AMPc pero que no es mediada por PKA y que involucra la proteina de
intercambio activada por AMPc, EPAC (por sus siglas en inglés Exchange Protein
Activated by Cyclic AMP) (Undieh, 2010).

Los receptores D2 estan acoplados a proteinas Gai o Gao, sensibles a la toxina
de B. pertussis. La activacion de estos receptores modula corrientes idnicas, en
particular las activadas por voltaje inhibiendo canales de calcio (posiblemente mediado
por proteinas Gao) o facilitando la apertura de canales de K* mediado por proteinas Gi.
En lineas celulares transfectadas con el cDNA que codifica para los receptores D2, la
estimulacion del mismo provoca la formacion de IPs y movilizacion de calcio a partir de
depésitos intracelulares (Bahena-Trujillo, et al., 2000; Missale, et al., 1998). El receptor
D3 es tipicamente un autoreceptor presente en las terminales dopaminérgicas, donde
regula la sintesis y liberacion de dopamina. La modulacién por activacién de estos
receptores puede deberse a varios mecanismos como la inhibicion de la actividad de
AMPc, la reduccion de corrientes de Ca?* que fluyen a través de canales activados por
voltaje y la potenciacion de corrientes salientes de K*, efectos todos mediados por
proteinas Gai/Gao. La activacion de estos receptores también estimula la hidrdlisis de
PIP; (formacién de IP; y DAG) por activacion del intercambiador Na*/H*. La activacion
del receptor D4 inhibe la produccion de AMPc. Otros efectos funcionales acoplados a la
activacion del subtipo D4 incluyen la liberacién de acido araquidénico y la extrusién de
iones H* por estimulacion del intercambiador Na*/H*. Estas acciones se encuentran
mediadas por proteinas G del tipo Gai o Gao (Bahena-Truijillo, et al., 2000; Missale, et
al., 1998).

Con base en lo anterior, en general se considera que los receptores que
pertenecen a la familia D1 estan acoplados a proteinas Gsy estimulan la formacion de
AMPc como mecanismo principal de transduccién de sefiales y que los receptores que
pertenecen a la familia D2 inhiben la formacion de AMPc, activan canales de potasio y
reducen la entrada de iones calcio a través de canales dependientes de voltaje, lo cual
es mediado por proteinas Giy G, (Kebabian y Calne, 1979; Bahena-Truijillo, et al., 2000;
Missale et al., 1998). Sin embargo, se han descrito contraejemplos a esta
generalizacion. En el nicleo subtalamico la activacion de receptores D4 disminuye la
liberacion de GABA y también se ha sugerido que los receptores D5 modulan la
neurotransmision GABA y ambos receptores, GABAa y D5 muestran interaccion directa
proteina-proteina en el hipocampo (Inoue et al., 2006). Es decir, existen otros
mecanismos bajo los cuales se ejercen los efectos de la activacion de los receptores

dopaminérgicos, en este caso, las interacciones proteina-proteina.
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Tabla 3. Perfil farmacologico de los receptores dopaminérgicos (tomado de Missale et al., 2010).

Familia D1 Familia D2
D1 D5 D2 D3 D4
Antagonistas
(+)-Butaclamol +++ ++ +++ ND ++
Clorpromazina + + +++ ++ ++
Clozapina + + + + ++
Eticlopride - - ++++ ND i
Haloperidol + + ++++ ++ +++
Nafadotrina ND ND +++ ++++ +/-
Nemonaprida ND ND ++++ ++++ ++++
Raclopride - ND +++ +++ +/-
SCH-23390 ++++ +4+++ +/- +/- +/-
(-)-Sulpiride - - ++ ++ ++
Espiperona + +- et - +H+
Agonistas

Apomorfina +/- + +++ ++ +++
Bromocriptina + + +++ +++ +
Dopamina +/- + + ++ ++
Fenoldopam +++ +++ ++ ND +
7-OH-DPAT +/- ND ++ +++ +/-
Quinpirole - ND +/- ++ ++
SKF-38393 +++ ++++ + +- +/-

Los receptores de la familia D1 (D1 y D5) se caracterizan por tener un asa is
corta que une al dominio 5 con el 6 y una region carboxilo terminal grande y se acoplan
a Gs. Los receptores de la familia D2 (D2, D3 y D4) tienen caracteristicas inversas, un
asa iz larga y el extremo carboxilo terminal corto y se acoplan a proteinas Gi (Bahena-
Trujillo, et al., 2000; Missale, et al., 1998).

Entre familias, difieren los receptores de la familia D1 de los de la familia D2 en
el nimero de aminodacidos tanto de la tercera asa citoplasmatica como del terminal
carboxilo, pero entre familias existe una alta homologia de secuencias de aminoacidos
de los dominios transmembranales. Entre el receptor D1 y el D5 existe una homologia
del 80 %, entre el D2 y el D3, la homologia es del 75 % y entre el D2 y el D4 es del 53
% (Missale et al., 2010).

La presencia de los distintos subtipos de receptores DA ha sido determinada
mediante la combinacién de técnicas de union de radioligandos, que detectan sitios de
union, y de hibridacién in situ, que detecta a los diferentes RNA mensajeros que

codifican la sintesis de los subtipos de receptores dopaminérgicos.
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Casi todos los modelos que existen para receptores acoplados a proteinas G
funcionan en forma de mondmeros; sin embargo, se han descrito que algunos
receptores acoplados a proteinas G son dimeros. Por lo tanto, algunos receptores
dimeros son las principales especies interactuando con hormonas, neurotransmisores y
drogas (Franco et al., 2007). De hecho se ha propuesto que los receptores DA son parte
de complejos moleculares altamente organizados, donde diferentes receptores y
proteinas estdn agrupados interactuando. Esos heteromeros tienen farmacologia,
sefalizacion y propiedades de trafico particulares. La heteromerizacion de receptores
acoplados a proteinas G, aumenta las posibilidades combinatorias diferentes llevando
a un nivel inesperado de diversidad dentro de esta familia de receptores. Estudios
bioguimicos, estructurales y farmacologicos sugieren que cada receptor despliega
propiedades Unicas, incluyendo afinidad por la DA y especificidad por el acople a
proteinas G, y muestran una distribucion neuronal peculiar (Missale et al., 2010).

Recientemente se ha reportado que los receptores DA pueden interactuar
directamente con miembros de la misma familia de receptores y con familias de
receptores divergentes estructuralmente, para formar heterémeros con propiedades
funcionales y farmacoldgicas Unicas. Los heteromeros representan nuevas entidades,
es evidente que esa heterodimerizacién incrementa la heterogeneidad dentro de los
subtipos de receptores dopaminérgicos. La heterodimerizacibn a menudo afecta las
propiedades de unién de ligando de los receptores interactuando y altera la potencia de
agonistas en la generacion de sefales intracelulares. La heterodimerizacion también
puede generar otros sitios de unién y puede representar un nuevo mecanismo de
modulacion de trafico mediado por agonistas, ya sea por aumento o disminucion de la
internalizacion y desensibilizacién del receptor. Hay razones para interpretaciones
equivocas de los datos ajustados a receptores dimeros si se asume que son
monoémeros. El ajuste de los datos usando un modelo basado en dimeros proporciona,
no solo la constante de disociacion en equilibrio para unién de alta y baja afinidad al
receptor dimero, sino también un indice de cooperatividad que refleja la comunicacion
molecular entre monémeros dentro del dimero. El indice de cooperatividad es una
herramienta valiosa que permite interpretar y cuantificar, por ejemplo, el efecto de
reguladores alostéricos (Missale et al., 2010; Franco et al., 2007).

Algunos grupos de trabajo sugieren que el receptor dopaminérgico D1 forma
heteromeros con receptores de la misma familia y con receptores divergentes estructural
y funcionalmente y mediante el uso de diferentes estrategias experimentales, han
demostrado la existencia de heterémeros D1-NMDA y D1-D3, tanto en células
transfectadas como en células del estriado (Missale et al., 2010), asi como otros

heterémeros.
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Los receptores D1 y D3 estan altamente colocalizados en neuronas
estriatonigrales y hay evidencias de que esos receptores pueden interactuar. La
estimulacion de D1 induce, de hecho, la expresion de RNAm de D3 en el estriado de
rata y la coactivaciéon de D1 y D3 en la superficie del nicleo accumbens aumenta
sinergisticamente la expresion del gen de sustancia P. La formacion de AMPc
estimulada por dopamina es mas potente en células que expresan el heteromero D1-D3
que en células que solo expresan el D1 (Fiorentini et al., 2008), sugiriendo que la
heteromerizacion D1-D3 resulta en una potenciacién de la activacion de adenilato
ciclasa mediada por D1 (Missale et al., 2010).

El receptor D1 interactia con ambos NR1 y NR2A, pero no con NR2B, que son
subunidades del NMDA. En particular, se demostré6 que el dominio C-terminal del
receptor D1 interactlia con la region C-terminal de la subunidad NR1 y que dos dominios
distintos en la region C-terminal del D1 estan involucrados en la interaccion con
subunidades especificas del NMDAR (Missale et al., 2010).

Los receptores a adenosina y dopamina en los ganglios basales han sido
fundamentales para demostrar la existencia de receptores heteromeros y las
consecuencias funcionales de tales interacciones moleculares. Los heterémeros
formados por receptores D1 y D2 y por receptores a adenosina Al y A2A también
ocurren en células estriatales y abren nuevas perspectivas para comprender por qué
dos receptores, con efectos aparentemente opuestos, se expresan en la misma neurona
y en las terminales nerviosas (Franco et al., 2007). También hay evidencia de
coexistencia de dos interacciones antagonisticas entre receptores A2A y D2 en las
neuronas encefalinérgicas y GABAérgicas (Ferré et al., 2008).

La técnica llamada Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
Microscopy secuencial (SRET) permite la identificacion de heterémeros formados por
tres proteinas diferentes. Usando SRET se identificaron complejos de receptores
canabinoides CB1, D2 y A2A en células del estriado de la rata (Carriba et al., 2008).

También se ha demostrado la presencia de heterodimeros de receptores
metabotrépicos a glutamato mGlu(5)R y a dopamina D2 en células HEK. Mediante una
combinacién de técnicas se detectd la presencia de oligbmeros receptores que
contienen mas de dos protémeros, receptores mGlu(5)R, D2 y adenosine A2A (Cabello
et al., 2009). Los tres receptores se codistribuyen en la membrana plasmatica
extrasinaptica de las mismas espinas dendriticas asimétricas, aparentemente
glutamatérgicas, sinapsis estriatales. También experimentos de coinmunoprecipitacién
demuestran la existencia de una asociacion de mGlu(5)R, D2 y A2A en homogenado de
estriado de rata (Cabello et al., 2009).
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También se ha investigado la existencia de heterbmeros de receptores D1-H3 y
sus caracteristicas bioquimicas en células de mamifero transfectadas (Ferrada et al.,
2009). Mediante ensayo de transferencia de energia de resonancia bioluminiscente y
ensayos de union, confirmaron que los receptores D1 y H3 pueden heteromerizarse
(Ferrada et al., 2009).Los heteromeros D1-H3 constituyen el Gnico dispositivo que puede
producir directamente sefializacion dopaminérgica e histaminérgica hacia la via MAPK
en una manera independiente de Gs y dependiente de Gi. Un antagonista de una de las
unidades receptores en el heterémero D1-H3 puede inducir cambios conformacionales
en la otra unidad receptora y bloquear sefiales especificas originadas en el heteromero
(Ferrada et al., 2009).

Dopamina y receptores dopaminérgicos en el oido interno

El grupo de investigacién de Karadaghy en 1997 reportd la presencia de receptores
D2ag y D3 en la coclea pero los transcritos de los receptores D2coo Y D4 nO
amplificaron, sugiriendo que en la céclea esas isoformas no se expresan.

Por otra parte, mediante andlisis inmunocitoquimico y de la expresion de genes
que codifican para los receptores D1 a D5, usando el procedimiento RT-PCR en céclea
de rata, se determiné que todos los subtipos de receptores a dopamina estan presentes
en las células del ganglio espiral, y potencialmente regulan la neurotransmisién aferente
(Inoue, et al., 2006).

En el 2012, el grupo de trabajo de Maison et al., corroboran que en las neuronas
del ganglio espiral se expresan todos los subtipos de receptores dopaminérgicos
excepto el D3 (Maison et al., 2012).

Mediante marcaje con anticuerpos anti-TH en el cobayo se ha demostrado que
las fibras dopaminérgicas que inervan la céclea se originan en la oliva superior lateral,
tienen una organizacion tonotépica que se refleja en el hecho de que las fibras
dopaminérgicas en la coclea son mucho mas densas en la parte basal y en la segunda
vuelta disminuyendo su densidad en la tercera vuelta y practicamente ausentes en la
parte apical de la coclea. Estas observaciones implican que las neuronas
dopaminérgicas del haz olivococlear producen una supresion selectiva de las altas
frecuencias (Niu y Canlon, 2002; Mulders y Robertson, 2004). Esta distribucion de las
fibras dopaminérgicas del cobayo contrasta con lo encontrado en el ratdn, en el que la
distribucion de receptores fue uniforme de la base al apex de las células ciliadas (Darrow
et al., 2006). Usando doble tincion se ha determinado que no hay, o es minima, la
coexpresion de TH con marcadores colinérgicos. Se ha calculado que Unicamente el 10
a 20% de las terminales eferentes son TH positivas (Darrow et al., 2006). Se ha

observado que la inmunoreactividad a TH se proyecta bajo las células ciliadas internas
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y nunca en las externas. La inervacion con TH es discontinua de tal modo que una regién
localizada de alta densidad de terminales, puede estar combinada con regiones sin
inmunoreactividad (Figura 8).

Fig. 8 Imagen confocal que muestra inmunoreactividad a tirosina hidroxilasa en la céclea de raton. Se
intercalan regiones de alta intensidad de marcaje, con regiones de baja o nula intensidad (Tomado de
Darrow et al., 2006).

La presencia de dopamina y noradrenalina en la cOclea de rata adulta, asi como
durante el desarrollo postnatal se estudié por HPCL (cromatografia liquida de alta
resolucion) acoplado con deteccion electroquimica. El contenido coclear de dopamina
aumenta gradualmente después del nacimiento. Al dia 30, el contenido de dopamina y
noradrenalina es de alrededor de 5 veces, con respecto del dia uno (Gil-Loyzaga y
Parés-Herbute, 1989).

Se sugiere que la dopamina liberada de las fibras eferentes olivococleares
laterales en la coclea de mamiferos podria actuar como sustancia neuroprotectora ante
procesos de isquemia y trauma por exposicion al ruido ya que inhibe el efecto téxico del
eflujo de glutamato de las células ciliadas internas (Halmos, et al., 2000; Gil-Loyzaga,
1995). Agonistas selectivos a receptores glutamatérgicos metabotrépicos (mGIuR 2/3)
incrementan significativamente la liberacién de dopamina de manera dosis-dependiente
por lo cual se ha propuesto que la activaciéon de los mGIuRs inicia un mecanismo
neuroprotector (Doleviczényi et al., 2005). La activacién de receptores dopaminérgicos
puede regular la funcidon de receptores NMDA a través del acople a proteinas G y
activacion de PKA o PKC. Sin embargo, se sabe que aparte de hacerlo por vias de
sefializacién asociadas a proteinas G, puede hacerlo a través de una interaccion
proteina-proteina entre sitios de la porcion carboxilo terminal intracelular del receptor D1
(D1-t2, D1-t3) con subunidades del receptor NMDA (NR1-1a, NR2A) (Lee et al., 2002;
Pei et al.,2004). El efecto protector de piribedil, un agonista D3/D2/D1, durante el trauma

acustico o isquemia sugiere que esta modulacion corresponde a la prevencion de
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excitotoxicidad (Gil-Loyzaga et al., 1994; d’Aldin, et al., 1995, 1997; Pujol, et al., 1993;
Gaborjan, et al., 1999).

El potencial de accion compuesto en respuesta al sonido es una medida indirecta
de la actividad de las fibras del nervio auditivo. Una disminucién en su amplitud indica
que menos fibras nerviosas estan descargando en sincronia en respuesta a un tono.
Esta situacion puede ser debida a una supresion o un incremento en la tasa de disparo
espontdneo de una fibra Unica. La aplicacion intracoclear de dopamina reduce el
potencial de accion compuesto (PAC) del nervio auditivo e incrementa la latencia N1.
N1 corresponde a un potencial generado por neuronas auditivas secundarias situadas
en el nucleo coclear. En contraste, hay muy poco cambio en los potenciales que reflejan
la actividad de las células ciliadas (por ejemplo en los potenciales de sumacién y los
microfénicos cocleares). Sorprendentemente la aplicacion de antagonistas de la
dopamina de la familia D1, el SCH-23390 (R-(+)-8-chloro-2,3,4,5-tetrahydro-3-methyl-5-
phenyl-1H-3-benzazepine-7-ol), y de la familia D2, eticlopride también disminuyen la
amplitud del PAC sin cambiar el potencial de sumacion ni el microfénico coclear. El
estudio ultraestructural de la céclea luego de que ha sido perfundida con eticlopride
muestra que algunas de las dendritas aferentes se hinchan, lo cual sugiere que la
marcada reduccion en el rango de disparos puede reflejar signos tempranos de
excitotoxicidad. Los resultados sugieren que la dopamina puede ejercer una inhibicién
ténica de la actividad del nervio auditivo y que la dopamina enddgena actta en las
sinapsis axodendriticas de las nervio auditivo via receptores D1y D2 (Ruel et al., 2001).

La aplicacion de dopamina tiene muy poco efecto sobre la tasa de disparo
aferente espontaneo. En contraste, el disparo inducido por NMDA o AMPA puede ser
disminuido por la dopamina de manera dosis-dependiente. La accion de dopamina sobre
los disparos inducidos por agonistas al glutamato puede ser bloqueada por agonistas
D1y D2. Esto indica que la accién de dopamina puede ser mediada por ambos subtipos
de receptores D1 y D2 (Oestreicher et al., 1997).

La dopamina y agonistas dopaminérgicos a los receptores de las familias D1 y
D2 reducen la amplitud del potencial de accién e inducen una despolarizacién transitoria
lenta de las neuronas aferentes cocleares tipo | en el raton. Agonistas de las familias D1
y D2 inducen de manera dosis-dependiente una corriente entrante que es bloqueada
reversiblemente por antagonistas. La corriente entrante es blogueada por TTX,
implicando canales de Na* (Sun y Salvi, 2001). Debido a la falta de disponibilidad de
agonistas y antagonistas especificos para los receptores D4 y D5, no ha sido descrito el
papel de éstos en la coclea.

Recientemente se ha descrito en ratones con delecion de cada uno de los cinco

subtipos de receptores dopaminérgicos que con la delecion de receptores de la familia
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D1 (D1 y D5) hay una disminucién del umbral de respuesta para altas frecuencias y el
umbral estid elevado para todas las frecuencias en los animales con delecién del
receptor D2 (Maison et al., 2009). Los animales con delecién de receptores D2, D4 y D5
muestran un aumento en la vulnerabilidad al ruido.

Administrando diferentes antagonistas a los canales de calcio se determind
cuales de éstos participan en el proceso de liberaciéon de dopamina en el oido interno.
Tanto bloqueadores de canales tipo T (NiCl) asi como de canales tipo L no modificaron
la liberacion de dopamina. Finalmente los canales de calcio tipo N estan relacionados
con la transmisién mediada por dopamina entre fibras eferentes olivococleares laterales
y dendritas aferentes (Gaborjan y Vizi, 1999; Lin 1997).

En nuestro trabajo (tesis de maestria) encontramos que la dopamina (10 nM -
100 uM) disminuye de forma dependiente de la concentracién la corriente entrante que
se observa en las corrientes totales vy, resultados preliminares (n = 6) indican que la
corriente de sodio aislada disminuye significativamente al aplicar dopamina a una
concentracion de 30 uM (Valdés-Baizabal, 2009).

Por otro lado usando la técnica de superfusion de microvolumen in vitro, se
estudio la influencia de los antagonistas de receptores serotoninérgicos 5-HT (6) y 5-HT
(7) pueden influir en la liberacion de dopamina en la céclea de cobayo, en condiciones
control y de isquemia (Doleviczényi et al., 2008). El antagonista del receptor 5-HT no
fue efectivo, pero el SB-271046, que bloquea el receptor 5-HT, incremento la liberacién
de dopamina coclear. Para comprender por qué el bloqueo de un receptor excitador
resulta en un incremento en vez de una disminucion en la funcién, se investigo la posible
participacion de un mecanismo neuronal indirecto a través de la liberacion de dopamina.
Se estudi6 el efecto de glutamato y de serotonina y los datos experimentales sugieren
que cuando la CCI libera glutamato, este se une a receptores mGlu sobre la terminal
eferente GABAérgica. Esto hace que disminuya la liberacion de GABA y por lo tanto
aumenta la liberacion de DA. Por otra parte, la 5-HT interacta con su receptor sobre la
terminal eferente GABAérgica, aumenta la liberacion de GABA y por lo tanto disminuye
la liberacion de DA. La activacion de los receptores de serotonina modula entonces la
liberacion de DA de las eferentes olivococleares laterales indirectamente por la
disminucién en el tono inhibitorio GABAérgico sobre las terminales nerviosas
dopaminérgicas (Doleviczényi et al., 2008).

La perfusion perilinfatica de agonistas y antagonistas especificos D1, D5 y D2,
pero no los D3 producen una supresion de los potenciales provocados cocleares.
Ademas, se observd una supresion sostenida de las amplitudes del potencial de
sumacion, los potenciales microfénicos y DPOAE por el bloqueo del receptor D2, lo cual

sugiere que los receptores dopaminérgicos pueden influir en otras estructuras cocleares

29



aparte de las dendritas aferentes primarias (Garrett et al., 2010). Aunque el RNAmM y las
proteinas del receptor D3 han mostrado estar presentes en la cOclea de rata y raton, en
este estudio no se encuentran cambios en la respuesta evocada por sonido seguido por
la perfusion de los compuestos que actian sobre los receptores D3 (Garrett et al., 2010).

El agonista al receptor D1/5, SKF-81297, reduce la amplitud del potencial de
accion compuesto lo cual sugiere que esos receptores son inhibidores sobre la
respuesta evocada por sonido (Garrett et al., 2010). Los antagonistas a receptores D1/5
no producen cambios significativos en la amplitud del potencial de accién compuesto.
Eso se interpreta como que hay poca o nula liberacion ténica de dopamina sobre los
receptores D1/5 (Garrett et al., 2010).

Los datos con antagonistas al receptor D2 indican una influencia excitadora de
la liberacion tonica de dopamina sobre esos receptores. Adicional a eso, los
antagonistas también causan cambios en el potencial de sumacion, en los microfénicos
cocleares y en los DPOAES, sugiriendo una accion separada de la liberacién ténica de
dopamina sobre las CCE (Garrett et al., 2010).

Aunque los receptores dopaminérgicos no se han reportado sobre las células
ciliadas cocleares, hay terminales eferentes bajo las células ciliadas internas en los
gatos, asi que es posible que la dopamina pueda actuar directamente sobre las células
ciliadas internas via una conexion directa o alternativamente, via difusiéon de las

terminales eferentes laterales a la region de las CCI (Garrett et al., 2010).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La respuesta de las neuronas aferentes ante la entrada sinptica proveniente de las
células ciliadas, asi como su actividad basal, es modulada por varias sustancias que se
liberan de la terminal eferente. Dichas sustancias son acetilcolina, GABA, dinorfinas,
péptido relacionado con el gen de la calcitonina, encefalinas y dopamina.

Se ha propuesto que los receptores dopaminérgicos se expresan en las
neuronas aferentes tipo | y se sugiere que la dopamina y sus agonistas ejercen un efecto
protector sobre la neurona aferente ante estimulos intensos o condiciones como hipoxia
que se han relacionado con excitoxicidad secundaria a la activacion de receptores
glutamatérgicos. Estudios con registros de potenciales de campo demuestran que la
dopamina disminuye la tasa de disparo de las neuronas aferentes cuando ésta es
inducida por NMDA o AMPA de manera dependiente de la dosis (Oestreicher et al.,
1997). También se ha demostrado que la activacion de receptores glutamatérgicos
aumenta la liberacién de dopamina via un mecanismo GABAérgico. En mi trabajo de
maestria se encontr6 que la dopamina modula corrientes i6nicas de manera
dependiente de la concentracién y que la corriente de sodio aislada, en neuronas
aferentes cocleares, disminuye de forma significativa y consistente a concentracién 30
UM de dopamina. Si bien a la dopamina se le ha asociado un efecto neuroprotector, se
desconoce su mecanismo de accién a nivel celular en las neuronas aferentes cocleares,
motivo por el cual abordamos este problema a través del estudio de sus efectos y de
sus agonistas sobre la corriente de sodio y mediante el uso de herramientas
farmacologicas evaluar la participacion de vias intracelulares y proponer modelos que
expliguen los mecanismos y alcances del control central dopaminérgico de la entrada

aferente en la via coclear.

HIPOTESIS

La activacion de receptores dopaminérgicos en las neuronas aferentes cocleares
modula de forma inhibitoria la corriente de sodio activada por voltaje constituyendo un
sistema de control de la ganancia de dichas neuronas, a través de un mecanismo en el

que participan proteinas G.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar la modulaciébn de la corriente de sodio por activacion de receptores
dopaminérgicos y evaluar la participacion de vias intracelulares para establecer una

propuesta de mecanismo de accion.
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OBJETIVOS PARTICULARES
En neuronas aferentes tipo | del ganglio espiral

o Estudiar el efecto de dopamina sobre la corriente de sodio aislada y construir la
curva dosis efecto.

o Estudiar los efectos de agonistas para las familias D1 y D2 aplicando A-68930
(cis-(£)-1-(Aminomethyl)-3,4-dihydro-3-phenyl-1H-2-benzopyran-5,6-diol
hydrochloride), agonista de la familia D1 y quinpirole, agonista de la familia D2
sobre la corriente de sodio.

o Establecer la especificidad de los efectos observados mediante el uso de
antagonistas para las familias de receptores. SCH-23390 como antagonista de
la familia D1 y eticlopride como antagonista de la familia D2.

o Estudiar el efecto de agonistas de las familias D1 y D2 sobre la actividad eléctrica
de las neuronas aferentes en condiciones de fijacién de corriente.

e Estudiar el efecto de agonistas de las familias D1 y D2 sobre la morfologia/forma
del potencial de accion.

e Estudiar la participacion de proteinas G en el efecto que produce el A-68930
mediante el uso de GDP-[3-S.

« Estudiar la participacion del AMPc y de PKA en el efecto ejercido por el A-68930
mediante la aplicacién de 8-Br-AMPc que es un analogo de AMPc y mediante la
aplicacion de H89, que es un bloqueador de PKA.

o Estudiar la participaciéon de PKC en el efecto ejercido por el A-68930 mediante
el uso de NPC-15437, que es un blogueador de PKC.

METODOLOGIA

Aislamiento y cultivo de neuronas del ganglio espiral

Para el cultivo de neuronas del ganglio espiral se usaron ratas Long-Evans Cll de 8-9
dias de edad posnatal. Estas fueron anestesiadas con sevofluorano para su posterior
decapitacion y una vez decapitadas se procedié de manera macroscopica a remover la
piel de la cabeza, el maxilar inferior, el craneo y el encéfalo. Bajo microscopio
estereoscopico se identifico la capsula ética y se disecé el ganglio espiral. Los ganglios
obtenidos recibieron un tratamiento enzimético durante 30 minutos con tripsina porcina
y colagenasa IA, a concentracion de 1.25 mg/ml cada una, disueltas en medio L-15.
Transcurridos los 30 minutos se enjuagaron los ganglios con medio L-15 fresco, se
disociaron con pipeta Pasteur y se centrifugaron a 400 rpm durante 5 minutos y este

procedimiento de enjuague, disociacion y centrifugacion se realizo tres veces, retirando
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el sobrenadante y adicionando medio fresco entre cada una de las veces. Las neuronas
aisladas se sembraron en gotas en vidrios colocados en cajas Petri y pretratados con
100 pg/ml de poly-D-lysina con 2 ml de medio L-15 modificado (suplementado con 10%
suero bovino fetal (BFS), 500 Ul de penicilina, 15.7mM NaHCO3, 15.8mM HEPES y
ajustado a un pH de 7.4). Asi se mantuvieron en una atmdésfera de 95% aire — 5% CO.,
incubando a 37°C por un periodo de entre 18-24 horas hasta el registro, en el cual las
placas de cultivo se montaron sobre el microscopio de contraste de fases (Limén et al.,
2005).

Farmacos

Se us6 dopamina preparada en condiciones de minima luz, disolviendo en solucion
extracelular adicionada con acido ascérbico a una concentracion 100 uM. Los agonistas
A-68930 (agonista de la familia D1) y quinpirole (agonista de la familia D2), se
prepararon al momento de realizar el experimento disolviéndolos en solucidon
extracelular. También se utiliz6 el antagonista de la familia D1 SCH-23390 y el
antagonista de la familia D2, el eticlopride, para determinar la especificidad de los
efectos de los agonistas. También se usaron 8-Br-AMPc, H89, NPC-15437 y GDP-3-S
adquiridos en Sigma Aldrich, de los cuales el primero se preparé en solucion extracelular

y los otros tres en la solucién intracelular.

Soluciones
Para registros de fijacion de corriente se usaron soluciones normales cuya composicion

consistié en lo siguiente:

La solucion extracelular normal contiene (en mM): C;HsO.SNa 140, CaCl, 1.8, K-
Gluconato 5.4, MgCl; 1.2 y HEPES 10. La intracelular normal contiene: C,HsOsSNa 10,
CaCl; 0.134, K-Gluconato 125, HEPES 5y EGTA 10.

Para el registro de la corriente de sodio se modificaron las soluciones con bloqueadores
de las demas corrientes. La soluciéon extracelular para aislar la corriente de sodio tiene
los siguientes componentes (en mM): CacCl, 1.8, MgCl. 1, HEPES 10, NaCl 90, TEA-CI
45y 4-AP 10. La solucién intracelular contiene: HEPES 5, EGTA 8, NaCl 10, TEA-CI 10,
CsCl 30y CsF 100. La solucién intracelular fue adicionada con ATP, GTP y fosfocreatina
y la extracelular con glucosa y las soluciones extracelulares se llevaron a un pH de 7.4

y las intracelulares a 7.2.
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Registro electrofisiologico

Para el registro electrofisiolégico usamos la técnica de fijacion de voltaje en su
configuracion de célula completa asi como fijacion de corriente. Las células se bafiaron
todo el tiempo que duré el experimento con solucion extracelular y para el registro se
emplearon pipetas de vidrio obtenidas con un estirador de pipetas horizontal (P 2000,
Sutter Inst.), con una resistencia de 2 a 4 MQ. Las pipetas fueron llenadas con la
solucion intracelular. Al momento de tocar la célula, se procedié a formar un sello de alta
resistencia succionando ligeramente con la boca. Una vez formado el sello de alta
resistencia (mayor a 1 GQ), se succion6 de modo rapido y corto hasta romper la
membrana celular y establecer contacto eléctrico con el interior de la neurona y asi
formar la configuracion de célula completa. La resistencia de acceso se compensé al
80%. Para el registro se utiliz6 un amplificador (Axopatch 200B) y una tarjeta de
adquisicion analogico-digital, Digidata 1440A (Axon Inst.). La frecuencia de muestreo se
hizo a 20 kHz. Se us6é un dispositivo de perfusiéon de cambios rapidos (aproximadamente
20 ms) mediante un motor de pasos y tubos de perfusiéon cuadrados (Warner SF-77B),
lo que produce un flujo laminar uniforme alrededor de la célula en registro con posibilidad

de perfundir varias soluciones o farmacos diferentes a cada célula.

Fijacion de voltaje

Para el estudio de la activacion de la corriente de sodio los pulsos de voltaje parten de
-100 mV ya que a este voltaje tenemos disponibles todos los canales para ser activados
y se dan pulsos crecientes de 10 en 10 mV desde -110 hasta 50 mV para ver la
activacion en funcion del voltaje. La duracion de este prepulso es de 100 ms para
ademas tener la posibilidad de ver si hay corriente persistente. Con los datos de
medicidn de la corriente al pico en el prepulso se construyd la curva corriente voltaje y
la curva de conductancia. Del pulso de prueba que va a -20 mV se medira la
conductancia, que es una medida directa de la probabilidad de apertura de los canales,
y se construira la curva de inactivacion de estado estable (Figura 9A). El voltaje de -20
mV se eligié porque es el valor de voltaje en el cual se aprecia la mayor amplitud de la
corriente de sodio.

Para estudiar el curso temporal del efecto de dopamina sobre la corriente de
sodio aislada se dieron pulsos partiendo de un voltaje de sostenimiento a -70 mV, luego
va a -100 mV y luego a un voltaje de -20 mV durante 100 ms de forma repetitiva cada
6s. De esta forma se registro la corriente control y su modificacion luego de la aplicacion

del farmaco y su recuperacion (Figura 9B).
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-710mV —— -70 mV

-100 mV 100 ms

Fig. 9 Protocolos para el aislamiento de la corriente de sodio. A) Protocolos de pulsos crecientes con delta
de 10 mV para el aislamiento de corriente de sodio. B) Pulso fijo para corriente de sodio aislada.

Fijacion de corriente

Los protocolos para fijacion de corriente fueron los que se muestran en la figura 12. El
primero es un protocolo de pulsos que va de -100 pA a 500 pA, con un voltaje de
sostenimiento a -80 mV y una duracién de 200 ms (Figura 10A), y también se muestra
un pulso fijo de 400 pA con duracion de 3 ms (Figura 10B).

A B
500 pA

3ms 500 pA

-70 mV jL
-70 mV

-100 pA 200 ms

Fig. 10 Protocolos de fijacion de corriente A) Pulso para registro de fijacion de corriente dando pasos desde
-600 pA hasta 800 pA, con deltas de 100 pA. B) Pulso fijo corto disefiado para producir un solo potencial de
accion.

Para estudiar el efecto de agonistas D1 y D2 sobre la actividad producida por
pulsos de corriente (y eventualmente sobre la actividad espontanea), se aplicé un
protocolo control y luego el mismo protocolo en presencia del farmaco-

Para el estudio de la actividad eléctrica en fijacion de corriente se midi6 la
frecuencia de descarga de las neuronas y para el estudio de los potenciales de accion,

en que las neuronas se mantuvieron a un potencial de membrana de -80 mV, se midié
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la amplitud del potencial (medida desde el voltaje de sostenimiento al pico maximo de
despolarizacion), las duracion se midio al 50% y la posthiperpolarizacion se calculd
como la diferencia entre el voltaje hiperpolarizante luego del potencial de accién vy el
voltaje cuando el potencial ha regresado a su valor de reposo (potencial de membrana)
con inyeccion de corriente constante. El umbral, la tasa de despolarizacion y la tasa de
repolarizacién se midieron usando un grafico de plano de fases, esto es, graficando la
derivada del voltaje respecto al tiempo (dV/dt), contra el voltaje (Figura 11).

A B
A 404 ‘ Am;?l|tud
0mv = : : ’
2 : .
E 05 | Tasa de
> : desp.
Amplitud Duracién al 50 % -40+ : maxima
-80{ : Umbral
t -200 -100 0 100 200
) Posthiperpolanzacion dV/dt (mV/ms)

Fig. 11 Parametros medidos del potencial de accién. A) Trazo de un potencial de accién en donde se
indican los parametros que se miden y B) grafico de plano de fase de un potencial de accion.

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se reportan como el promedio + el error estandar. Los registros se analizaron
usando el pClamp versién 10.2 y las curvas corriente contra voltaje y las de activacién
e inactivacion fueron elaboradas con el programa Origin 8. El analisis estadistico se
realiz6 usando el programa MINITAB 14. La diferencia entre las condiciones control y
aplicacion de los farmacos se evaluaron con la prueba t de Student pareada,
considerando una diferencia significativa con una P < 0.05, para todos los casos se
indica el valor de P. Para comparar entre grupos de series diferentes se us6 una prueba

no paramétrica de Mann-Whitney U.
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RESULTADOS

Fijacién de voltaje. Corriente de sodio aislada.
Para comprobar que con las soluciones que usamos registramos corriente de sodio,
realizamos dos series experimentales, una en la que aplicamos tetrodotoxina (TTX) a
concentracion 100 nM que es un bloqueador del poro del canal de sodio y otra en la que
aplicamos nifedipina a concentracion 10 uM y niquel a concentracién 100 uM. Los dos
ultimos farmacos son bloqueadores de los canales de calcio tipo L y T respectivamente.
Como resultado obtuvimos que al aplicar la TTX la corriente de sodio es
bloqueada completamente (Figura 12A, B). Por otra parte, al aplicar niquel y nifedipina

no hay cambios en la amplitud de la corriente de sodio respecto al control (Figura 12C,

D)

B
A 0.0 4
Control H TTX Lavado
3
E-O.S .
e Control
0.0k 1.0 e TTX100nM
3ms T T T T 1
-120 -80 40 0 40 80
V (mV)
D
C
Control Ni + Nfd Lavado 0.0 +

I/Imax

05
_JOAS nA
e Control
Sms -1.0:5 e Ni+Nfd

-120 -80 -40 0 40 80
V (mV)

Fig 12. Registro de la corriente de sodio. A) Trazos de registro de la corriente de sodio en condiciones
control, con aplicacion de TTX y el lavado. B) Curva corriente contra voltaje del bloqueo de la corriente de
sodio con TTX. C) Trazos de registro de la corriente de sodio en condiciones control, con la aplicacién de
niquel y nifedipina y el lavado. D) Efecto de los bloqueadores de la corriente de calcio sobre la corriente de

sodio.

Esto demuestra que la corriente que registramos es una corriente tipica de Na*
sensible a TTX y que en este componente rdpido de entrada de corriente no hay una
contribucién significativa de corriente de Ca?*.

La capacitancia del total de células que hemos registrado (n = 380) esde 9 £ 0.5
pF. En 137 tuvimos el dato acerca del sitio del ganglio al cual corresponden ya sea basal

o apical. Analizamos si habia diferencias entre los dos grupos y no hubo encontrando
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que las células de la porcidn basal tienen un promedio de 8 + 0.4 pF y las de la porcion
apical tienen 8 + 0.3 pF (Figura 13A). En la figura 13B presentamos un histograma de
distribucion de la capacitancia. Realizando un andlisis de la densidad de corriente
encontramos que ésta tiene una distribucion normal (R = 0.93) con un promedio de 216
+ 13 pA/pF (Figura 13C). Encontramos que no hay correlacion entre la amplitud de la
corriente de las células y su capacitancia (R = 0.0126; S = 0.074 + 0.05; Figura 13D).

A B
10 = 40
™ n=380 nf85 n?52 -
= 2 30
© E —
2 6 o)
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S5 2 10 n =380
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Total Apical Basal 5 10 15 20 25
Capacitancia (pF)
C D
12 ] - 5] R=00126
1 L~ 1 $=0074£0.05 G
@ 14 1 —/ \ a] T .
2 12 1 —
'8 10 { n=97 3]
g 8 / R=093 <
C ~
g 2 5
] i
21 -
0~ - : 04
0 100 200 300 400 500 60( - : ;

. . 4 6 8 10 12 14 16
Densidad de corriente (pA/pF) Capacitancia (pF)
Fig. 13. Capacitancia de las neuronas del ganglio espiral. A) Barras que muestran el promedio + el error
estandar de la capacitancia de las células. La primera barra es el total de neuronas, la segunda
corresponde a las células que se identificaron como pertenecientes a la porcion apical y la tercera
corresponde a las células que se identificaron como pertenecientes a la porcién basal. B) Histograma de
distribucion de la capacitancia con un promedio de 9 + 0.5pF. C) Histograma de distribucion de la densidad
de la corriente de sodio. Tiene una distribucion normal (linea continua), con un promedio de 216 + 13
pA/pF. D) Diagrama de correlacion entre capacitancia y amplitud de corriente (R = 0.0126; S = 0.074 +
0.05).

Probamos diferentes concentraciones de dopamina (1 nM — 100 pM) para
estudiar su efecto sobre la corriente de sodio aislada. Encontramos que hay una
disminucion en la amplitud de dicha corriente y a continuacion describimos el efecto

para cada una de las concentraciones estudiadas. En todos los casos evaluamos la
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amplitud de la corriente, la densidad de corriente, el voltaje medio y la pendiente de
activacion y de inactivacion. Para la amplitud de corriente y la densidad de corriente, se
presentan los datos de los voltajes a los cuales hay cambios significativos.

Efecto de la dopamina (DA) sobre la corriente de sodio

La DA a la concentraciéon 1 nM (n = 6) no produjo cambios en la amplitud, en la densidad
de corriente, en el V % ni en la pendiente de activacion. El V % de inactivacion se
desplaz6 de -71 a -78 mV (P = 0.029) y la pendiente no se modificd

Con la aplicacion de DA 100 nM (n = 7) la corriente de sodio disminuye al voltaje
-20mV un 17 £5 % (P = 0.011). No hay cambios en la densidad de corriente, en el V %2
ni en la pendiente de activacion. El V % de inactivacion se desplaza 12 mV hacia
potenciales mas negativos (P = 0.001) de -71 a -83 mV, aunque la pendiente de
inactivacion no cambia.

La aplicacién de DA 1 uM (n = 10) no produce cambios en la amplitud, densidad
de corriente, V ¥z ni en la pendiente de activacion. El V % de inactivacién se desplaza
de -72 a-80 mV (P = 0.016) y la pendiente no se modifica

El uso de la DA en concentracion de 3 uM (n = 6) produce una disminucion de la
amplitud de la corriente de sodio a -40 mV de 54 + 6% (P = 0.025), a -30 mV (58 + 8%,
P=0.01),a-20mV (42 + 10%, P=0.01) ya-10 mV (36 + 12%, P = 0.036). La densidad
de corriente disminuye a los voltajes -50 mV (57 + 18%, P = 0.027).-40 mV (54 £+ 6%, P
= 0.008), -30 mV (58 £ 8%, P =0.049) y -20mV (42 + 10%, P = 0.009). No hay cambios
significativos ni en el V % ni en la pendiente de activacion. El V %2 de inactivacion se
desplaza de -77 a -86 (P = 0.012) sin que se modifique la pendiente (Figura 15).

Con la DA 10 pM (n = 9) la amplitud de la corriente disminuye a los voltajes de -
30 mV a 10 mV con su maximo efecto en -20 mV donde disminuyo 43 + 8% (P = 0.001).
La densidad de la corriente disminuye a los voltajes de -20mV y hasta 20 mV con su
maximo efecto a -20 mV donde disminuyo 43 + 9% (P = 0.003). No hubo cambios en el
V % ni en la pendiente de activacién ni de inactivacion.

Con la DA 100 uM (n = 8) la amplitud de la corriente de sodio disminuy6 a los
voltajes de -30 a 30 mV con maximo efecto a -20mV donde disminuy6 49 + 4% (P <
0.001). La densidad de corriente disminuyd desde -30 mV hasta 30 mV con maximo
efecto a -20mV (49 + 4%, P < 0.001). El V % de inactivacion se desplaza de -71 a -85
mV (P < 0.001). No hubo cambios en el valor de la pendiente inactivaciéon y no hubo
cambios en el V % ni en la pendiente de activacion.

A continuacién se presenta la curva concentracion-respuesta contra porcentaje

de disminucién en la que la concentracién efectiva cincuenta es 2.5 x 10 M.(Figura 14).
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Fig 14. Curva dosis-efecto de la aplicacion de dopamina a diferentes concentraciones. Los puntos fueron
ajustados a una curva sigmoidal basada en la ecuacion de Hill (y = Vmax (x"/ k" + x", donde n es el numero
de Hill y k es la IC50).

La siguiente muestra los efectos de la DA a la concentracion 3 pM, que es la

concentracién que se prob6 que es mas cercana a la IC50 obtenida (Figura 15).
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Fig 15. Efecto de la aplicacion de dopamina 3 pM sobre la corriente de sodio. A) Protocolo de fijaciéon de
voltaje que se uso para estudiar la INa. Los simbolos en el protocolo y a la izquierda de los trazos indican
dénde se realiz6 la medicion y el trazo obtenido respectivamente. Los trazos son registros de la corriente
de sodio en el prepulso y en el pulso de prueba. B) Curso temporal de la amplitud al pico de la corriente de
sodio medida a -10 mV. La barra negra indica el tiempo de aplicacion del farmaco. C) Curva corriente
contra voltaje de la corriente de sodio. D) Curvas de activaciéon y de inactivacion de la conductancia de
sodio. En ambos casos los puntos representan el valor medio + ES y la linea continua el ajuste a los datos

usando una ecuacién Boltzmann.

El efecto de DA 100 uM es parcialmente blogueado por antagonistas de la familia
D1y D2

Al aplicar 100 uM de DA, coaplicando los antagonistas de la familia D1 y D2 (eticlopride
1 uM + SCH-23390 300 nM) hay una disminucion significativa en un rango de voltaje de
-20 mV a 0 mV con el efecto maximo a -20 mV donde disminuye un 18 + 6 % (P = 0.029)

(Figura 16A, B). Un efecto similar se obtuvo para la densidad de corriente. La activacion
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no cambié de modo significativo y la curva de inactivacion se desplaza de -70 mV a -75
mV (P = 0.019) sin cambiar la pendiente (Figura 16C).
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o

1nA

1ms

Pulso de prueba

ControlconE+S DA 100 uM | _+_cControl con E 1 uM + SCH 300 nM
: —— DA 100 uM

Fig 16. Efecto de la aplicacion de dopamina 100 uM
sobre la corriente de sodio, coaplicando eticlopride
1uM y SCH-23390 300 nM. A) Protocolo de fijacion
de voltaje que se us¢ para estudiar la INa. Los
simbolos en el protocolo y a la izquierda de los
trazos indican donde se realizé la medicion y el
trazo obtenido respectivamente. Los trazos son
registros de la corriente de sodio en el prepulso y en
el pulso de prueba. B) Curva corriente contra voltaje
de la corriente de sodio. C) Curvas de activacion y
0.0 . . ‘ : : de inactivacion de la conductancia de sodio. En

'-120-100 -80 -60 -40 -20 O ambos casos los puntos representan el valor medio
Voltaje (mV) + ES y la linea continua el ajuste a los datos usando

una ecuacion Boltzmann.

Si bien los antagonistas no bloguean completamente el efecto de dopamina, el
porcentaje de disminucion es menor y diferente significativamente que la disminucion

que se obtiene bloqueando a los receptores (Figura 17).
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A continuacién abordamos el estudio de agonistas y antagonistas por familia de
receptores. Usamos el A-68930 a concentracion 300 nM, que es un agonista de la
familia D1 y el SCH-23390 300 nM, antagonista de dicha familia. Asi mismo usamos el
quinpirole a concentracion 1 pM, que es un agonista de la familia D2. Presentamos los
resultados de la misma manera que presentamos los resultados con aplicaciones de

dopamina.

El A-68930 (agonista de la familia D1) disminuye la amplitud de la corriente de
sodio

La aplicacion de A-68930 300 nM (n = 14) reduce la corriente de sodio a los voltajes -
30 a 30 mV con maximo efecto a -10 mV de 29 + 4 % (P < 0.001) pero sin mostrar una
dependencia de voltaje. Algo similar sucede en la curva de la densidad de corriente. No
hubo cambios en el V % de activacion ni en la pendiente. El V % de inactivacion se
desplazé de -74 mV a -81 mV (P < 0.001) sin cambios en la pendiente de inactivacion
(Figura 18).
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Fig 18. Efecto de la aplicacion de A-68930 300 nM sobre la corriente de sodio. A) Protocolo de fijacién de
voltaje que se uso para estudiar la INa. Los simbolos en el protocolo y a la izquierda de los trazos indican
donde se realizé la medicion y el trazo obtenido respectivamente. Los trazos son registros de la corriente
de sodio en el prepulso y en el pulso de prueba. B) Curso temporal de la amplitud al pico de la corriente de
sodio medida a -10 mV. La barra negra indica el tiempo de aplicaciéon del farmaco. C) Curva corriente
contra voltaje de la corriente de sodio. D) Curvas de activacion y de inactivacion de la conductancia de
sodio. En ambos casos los puntos representan el valor medio + ES y la linea continua el ajuste a los datos
usando una ecuacion Boltzmann.

El SCH-23390 no bloquea el efecto de A-68930 sobre la INa
En la siguiente serie experimental (n = 5) preaplicamos el antagonista SCH-23390
(antagonista de la familia D1) 300 nM para ver si antagoniza el efecto del A-68930.
Encontramos que el SCH23390 ejerce un efecto por si solo como se describe a
continuacion.

Al aplicar el SCH-23390 la amplitud de la corriente de sodio disminuy6

significativamente a los voltajes en el rango de -30 a 40 mV con una inhibicion de 31 £
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3% (P =0.001) a 0 mV. Al coaplicar el SCH-23390 con el A-68930 encontramos que se
produce una inhibicion adicional de la amplitud de la corriente que es significativa en el
rango de -40 a 30 mV con una inhibicién a -10 mV de 29 + 3% (P = 0.001). La densidad
de corriente también disminuye con la aplicacion del SCH-23390 de forma similar. No
hay cambios en el valor de V % ni en la pendiente de activacion y el V % de inactivacion
se desplaza de -73 mV a -83 mV (P < 0.001) al aplicar SCH-23390 y al coaplicarlo con
el A-68930 se desplaza de -83 a -87 (P = 0.016). En la pendiente de inactivacién no hay
cambios (Figura 19).
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Fig 19. Efecto de la aplicacién de A-68930 300 nM y de SCH-23390 300 nM sobre la corriente de sodio. A)
Protocolo de fijacién de voltaje que se usé para estudiar la INa. Los simbolos en el protocolo y a la
izquierda de los trazos indican donde se realizé la medicion y el trazo obtenido respectivamente. Los trazos
son registros de la corriente de sodio en el prepulso y en el pulso de prueba. B) Curso temporal de la
amplitud al pico de la corriente de sodio medida a -10 mV. La barra negra indica el tiempo de aplicacion
del farmaco. C) Curva corriente contra voltaje de la corriente de sodio. D) Curvas de activacion y de
inactivacion de la conductancia de sodio. En ambos casos los puntos representan el valor medio £+ ES y la
linea continua el ajuste a los datos usando una ecuacion Boltzmann.

El quinpirole disminuye la amplitud de la INa
El quinpirole 1 uM, agonista de la familia D2 de los receptores dopaminérgicos,

disminuye la amplitud de la corriente de sodio de forma significativa a todos los voltajes

(n = 10). El porcentaje de disminucién a -10 mV fue de 28 + 6% (P = 0.001). La densidad
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de corriente se comporté de forma similar. El voltaje medio de activacion y de

inactivacion no cambiaron (Figura 20).
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Fig 20. Efecto de la aplicaciéon de quinpirole 1 uM
sobre la corriente de sodio. A) Protocolo de fijacion
de voltaje que se usd para estudiar la INa. Los
simbolos en el protocolo y a la izquierda de los
trazos indican dénde se realizé la medicion y el
trazo obtenido respectivamente. Los trazos son
registros de la corriente de sodio en el prepulso y en
el pulso de prueba. B) Curva corriente contra voltaje
de la corriente de sodio. C) Curvas de activacion y
de inactivacion de la conductancia de sodio. En
ambos casos los puntos representan el valor medio
+ ES y la linea continua el ajuste a los datos usando
una ecuacion Boltzmann.

El efecto de quinpirole es bloqueado por el eticlopride

Al aplicar el eticlopride (antagonista de la familia D2) encontramos que éste bloquea el

efecto del agonista quinpirole (n = 4). Al aplicar el eticlopride la amplitud de la corriente

de sodio disminuy6 a -10 mV un 16 + 5% (P = 0.06). Al coaplicar el quinpirole con

eticlopride no hay cambios en la amplitud de la corriente. No hay cambios en el valor de

V % ni en la pendiente de activacién asi como tampoco en la inactivacion (Figura 21).
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Evaluacion de la participacion de las vias intracelulares en el efecto del A-68930

Evaluacién de la participacion de las proteinas G sobre el efecto de agonista D1

Con el objetivo de estudiar la participacion de las vias mediadas por proteinas G
decidimos usar el GDP--S (500 um) que es un blogueador inespecifico de proteinas G.
Para su uso el GDP-3-S se coloc6 en la solucion intracelular (en la pipeta) por lo que
los controles en este caso son registros en células ya con el GDP-3-S perfundiendo el
medio intracelular. Encontramos que hay una disminucién importante del efecto del

agonista A-68930 sobre la corriente de sodio. La amplitud de la corriente disminuy6 con
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el A-68930 a los voltajes -30 mV (43 £ 7 %; P = 0.002), -20 mV (25 + 6 %; P = 0.002) y
a-10 mV (11 + 4 %; P = 0.032). La densidad de corriente disminuy0 a los voltajes -30
mV (43 £ 7 %; P = 0.017), -20 mV (25 £ 6 %; P =0.012) y a-10 mV (11 £ 4 %; P =
0.016). El voltaje medio de activacion se desplazé de -26 + 1 mV a-21+1 mV (P <
0.001) y la pendiente cambi6é de 5 + 0.5 a 6 £ 0.5 (P = 0.02). El voltaje medio de
inactivacion se desplaz6 de -70 £ 1 a-79 £ 0 mV (P < 0.001) y no hubo cambios en la

pendiente de la curva de inactivacion de estado estable (Figura 22).
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1.0 Fig 22. Efecto de la aplicacion de GDP-B-S 500 uM
sobre la corriente de sodio. A) Protocolo de fijacion
de voltaje que se us6 para estudiar la INa. Los
simbolos en el protocolo y a la izquierda de los
< trazos indican donde se realizo la medicion y el
g 0.54 trazo obtenido respectivamente. Los trazos son
= registros de la corriente de sodio en el prepulso y en
- el pulso de prueba. B) Curva corriente contra voltaje
de la corriente de sodio. C) Curvas de activacién y
0.0 de inactivacion de la conductancia de sodio. En
* -éO ] 4'.0 0 ambos casos los puntos representan el valor medio

Voltai i + ES y la linea continua el ajuste a los datos usando
oltaje (mV) una ecuacion Boltzmann.




Evaluacién de la participacién de la PKA en los efectos de agonista D1

En estos experimentos se adicion6 un inhibidor de la PKA, el H89 (1 uM), a la solucion
intracelular (n = 6). Encontramos una disminucion del efecto de A-68930 (300 nM) sobre
la corriente de sodio. La amplitud de la corriente disminuy6 a los voltajes de -20 y -10
mV (18 £ 4%y 16 £+ 5%) con una P = 0.003 y 0.027. La densidad de corriente disminuye
de forma similar alrededor de 17 %. No hay cambios en el V % ni en la pendiente de
activacion, asi como tampoco hay cambios en el V % ni en la pendiente de inactivacion
(Figura 23).
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Fig 23. Efecto de la aplicacion de A-68930 300 nM sobre la corriente de sodio con H89 1 uM en la pipeta de
registro. A) Protocolo de fijacion de voltaje que se usé para estudiar la INa. Los simbolos en el protocolo y a
la izquierda de los trazos indican dénde se realizé la medicion y el trazo obtenido respectivamente. Los
trazos son registros de la corriente de sodio en el prepulso y en el pulso de prueba. B) Curso temporal de la
amplitud al pico de la corriente de sodio medida a -10 mV. La barra negra indica el tiempo de aplicacion del
farmaco. C) Curva corriente contra voltaje de la corriente de sodio. D) Curvas de activacion y de
inactivacion de la conductancia de sodio. En ambos casos los puntos representan el valor medio + ES y la
linea continua el ajuste a los datos usando una ecuacion Boltzmann.

Evaluacion de la participacion del AMPc en el efecto de agonista D1

Para estudiar si el efecto encontrado es mediado por el aumento de AMPc como
segundo mensajero decidimos aplicar 8-Br-AMPc (500 yM), que es un analogo del
AMPc. Lo aplicamos durante 4.5 minutos. Encontramos que no hay cambios en la

amplitud ni en la densidad de corriente de sodio. Tampoco hay cambios en el V %2 ni en

la pendiente de activacion ni de inactivacion.
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Evaluacién de la participacion de la PKC en los efectos de agonista D1
Adicionando NPC-15437 500 nM (inhibidor selectivo de PKC) en la pipeta, encontramos
que el A-68930 (300 nM) disminuye la amplitud de la corriente de sodio de forma similar
a como lo hace en condiciones control (sin NPC-15437) produciendo una diminucion de
la corriente a -10 mV de 27 + 2% (P < 0.001). La densidad de corriente se comport6 de
forma similar. El valor de V %2 de activacion y la pendiente no cambian. El valor de V %2
de inactivacion se desplaza de -72 a -84 mV (P < 0.001) y la pendiente aumenta de 6 a
7 (P = 0.0086) (Figura 24).
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Fig 24. Efecto de la aplicacién de A-68930 300 nM sobre la corriente de sodio con NPC-15437 nM en la
pipeta de registro. A) Protocolo de fijacion de voltaje que se usé para estudiar la INa. Los simbolos en el
protocolo y a la izquierda de los trazos indican dénde se realizé la medicion y el trazo obtenido
respectivamente. Los trazos son registros de la corriente de sodio en el prepulso y en el pulso de prueba.
B) Curso temporal de la amplitud al pico de la corriente de sodio medida a -10 mV. La barra negra indica el
tiempo de aplicacion del farmaco. C) Curva corriente contra voltaje de la corriente de sodio. D) Curvas de
activacion y de inactivacion de la conductancia de sodio. En ambos casos los puntos representan el valor
medio £ ES y la linea continua el ajuste a los datos usando una ecuacién Boltzmann.
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Fijacion de corriente

Efecto de agonistas y antagonistas de receptores a DA sobre la morfologia del

potencial de accidon y sobre la frecuencia de disparo

En condiciones de fijacion de corriente encontramos que en ninguno de los parametros
analizados (umbral, amplitud, poshiperpolarizacion, tasa de despolarizacion maxima,
tasa de repolarizacion maxima, latencia y duracion) se producen cambios
estadisticamente significativos tras la aplicacion del A-69930 300 nM, quinpirole 1 uM o
de la coaplicacién de A-68930 300 nM con quinpirole 1 uM. En contraste, el agonista D1
dihidrexidina 100 nM (n = 10) produjo cambios significativo en la tasa de repolarizacién
maxima de -154 a -140 mV (P = 0.005) y en la duracién del potencial de accién al 50%
que aument6 8 = 2% (P = 0.005; Figuras 25A y 25B).

Otro parametro que medimos de la aplicacion de los farmacos es si habia un
cambio en la frecuencia de disparo ante los pulsos de inyeccién de corriente durante
100 ms. Todas las células que se registraron con aplicacion de A-68940, quinpirole o
ambos (coaplicados), presentaron caracteristicas de disparo de adaptacién rapida. En
la serie experimental con dihidrexidina, dos células tuvieron descarga repetitiva y en
esta condicion, con la aplicacion del farmaco, hubo una disminucién en la frecuencia de
disparo de un 44% el cual no es significativo porque tenemos una n de 2 (Figura 25C y
25D).
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Fig. 25. Registro de potencial de accion con aplicacion de dihidrexidina 100 nM. A) Trazo representativo
de un potencial de accion en condiciones control y con aplicacién del farmaco. B) Diagrama de fases del
potencial donde se representa la derivada (mV/ms) respecto al voltaje. C) Célula con descarga repetitiva en
condiciones control y D) Efecto de dihidrexidina sobre la frecuencia de disparo.

Cabe mencionar gue la mayoria de las neuronas registradas presentan caracteristicas
de disparo en las que hay una adaptacién rapida (Figura 26). Los parametros del
potencial de accién bajo condiciones control fueron (n=24): amplitud = 117 + 5 mV,
duracion =1 + 0.2 ms, latencia =4 + 1 ms, umbral =-38 + 2 mV, tasa de despolarizacion

maxima = 144 + 11 mV/ms, tasa de repolarizacion maxima -150 + 9 mV/ms.
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Fig 26. Caracteristicas de descarga de potenciales de accion de las neuronas aferentes cocleares. El
histograma muestra el nimero de células que descargaron 1, 2, 3 0 mas potenciales de accién producidos
por un pulso depolarizante de 100 ms y 150 pA. Los registros se llevaron a cabo con un potencial de
sostenimiento de -80 mV. Se puede observar que la mayoria de las células descargan un solo potencial en
respuesta al estimulo.

La figura 27 resume los datos obtenidos en fijacion de corriente. Las barras claras

representan el control y las barras oscuras representan el farmaco.
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Fig 27. Efecto de dopamina y de los agonistas dopaminérgicos sobre los parametros del potencial de
accion en las neuronas del ganglio espiral de la rata.

Para estudiar la dinamica de la descarga de potenciales de accién usamos
pulsos de corriente sinusoidal supraumbral. Dicha eseimulacion mostrd que la aplicacion
de 100 uM DA (n = 7) produce una modulacién de la excitabilidad de las neuronas del
ganglio espiral reduciendo significativamente la descarga de espigas inducida por un
estimulo a 10 0 20 Hz. (P = 0.001; Figura 28).
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Fig. 28. A) Tipica respuesta a inyeccion de corriente sinusoidal 150 pA, 10 Hz). Antes del estimulo las
células se tuvieron a un potencial de -80 mV. B En una célula descargando con enganche de fase 2:1 ante
el estimulo sinusoidal, la dopamine redujo la descarga por ciclo a un enganche de fase 1:1. C) La grafica
de barras muestra el porcentaje de cambio en el nimero de potenciales de accién en condiciones control,
con la aplicacion de 100 uM DA y después del lavado.
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DISCUSION

En lo relativo al desarrollo de la metodologia para el registro de las aferentes cocleares,
en la literatura se han reportado varios métodos para obtener una preparacion biolégica
atil para su registro electrofisioldgico. Hay desde autores que no usan tratamiento
enzimatico (Santos-Sacchi, 1993; Chen, 1997; Sun y Salvi, 2001), hasta quienes usan
tratamientos con diferentes enzimas incluyendo tripsina, colagenasa, proteasa, en
algunos casos seguido por una disociacion mecanica (Han et al., 1993; Hisashi et al.,
en 1995; Moore et al., 1996; Mo y Davis, 1997; Lin, 1997; Ito y Dulon, 2002; Szabo et
al., 2002) y hay quienes han hecho el registro en la preparacion de la céclea en
rebanadas como (Jagger y Housley 2002). Reid et al., en el 2004, dividen el ganglio en
tres porciones (apical, media y basal) y cultivan como explantes en cajas cubiertas con
poly-L-lysina. Los autores mencionados utilizan animales de 1-8 dias (cobayo, rata,
gerbo, ratén) y utilizan su preparacion ya sea en agudo o cultivan hasta 48 horas.
Nosotros decidimos disecar el ganglio de ratas de 8 o0 9 dias y hacer una disociaciéon
utilizando tripsina y colagenasa como tratamiento enzimatico y disociamos
mecanicamente dejando incubar durante 19 = 6 horas (n = 71; detalles en la
metodologia, Limén et al., 2005). Este método nos permitié aislar neuronas aferentes
del ganglio espiral de la rata, viables, y registrarlas sistematicamente. Las aferentes tipo
| del ganglio espiral estan envueltas por mielina, sin embargo, con el curso del tiempo y
con el tratamiento enzimatico, las células pueden perderla haciéndolas accesibles a la
pipeta de patch (Santos-Sacchi, 1993). Por el contrario en algunas preparaciones que
hicimos en agudo (no mostrado), esta presente la mielina que nos impidio registrar y
observar corrientes ionicas.

El ganglio espiral esta formado por dos tipos celulares, las neuronas aferentes
tipo | y las neuronas aferentes tipo Il, siendo las tipo | las que inervan a las células
ciliadas internas y las tipo Il a las células ciliadas externas. Nuestro interés es por las
neuronas aferentes tipo | ya que es sobre las que los antecedentes nos indican que
ejerce un efecto la dopamina. En la literatura se describe como un criterio para
diferenciar a las aferentes tipo | de las tipo Il la mielinizacién que como ya mencionamos
las células cultivadas la pierden, por lo que en nuestro caso no es posible diferenciarlas
teniendo en cuenta esa cualidad, sin embargo, hay parametros que permiten afirmar
gue las neuronas que registramos corresponden a las tipo I. Primero, las neuronas del
ganglio espiral son 95% tipo | y 5% tipo Il (Pujol, 1994; Spoendlin, 1972, 1985; Perkins
y Morest, 1975; Liberman, 1982; Lin, 1997), por lo que tenemos 19 veces mayor
probabilidad de encontrar células tipo I, aunque queda abierta la posibilidad de que unas
fueran mas resistentes que otras la tratamiento enzimatico y al cultivo, modificando

entonces esta probabilidad.
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Segundo, la capacitancia, que es una medida indirecta del tamafio de la célula.
Aunqgue se describe que las células tipo Il son mas pequefias que las tipo I, hay
problemas que hacen que la diferenciacion basada en el tamafio sea ambigua. Se ha
visto que por ejemplo la diferencia interespecie es una complicacion asociada a la
determinacién de las diferencias en el tamafio entre los dos tipos celulares, asi como
también lo es el efecto de distorsion celular inducido por la fijacion con formaldehido en
las preparaciones. Adicionalmente, autores han reportado que entre el sexto y el octavo
dia posnatal los dos tipos celulares son indistinguibles uno de otro y que las diferencias
morfoldgicas solo se desarrollan a posteriori (revisado por Rusznédk y Szucs, 2009). Sin
embargo, en el caso nuestro, la capacitancia obtenida mediante registro
electrofisiologico que fue de 9 + 0.5 pF (n = 380), coincide con lo reportado previamente
para células tipo | por otros autores (Santos-Sacchi, 1993; Chen, 1997; Jagger y
Housley, 2002; Szabo et al., 2002). Las neuronas tipo Il tienen una capacitancia menor,
aproximadamente de 6 pF (Santos-Sacchi, 1993).

Finalmente, otro parametro que tomamos en cuenta para considerar que
registramos neuronas tipo | es su respuesta a los farmacos dopaminérgicos pues son
éstas y no las tipo Il las que se asocian con la presencia de marcaje de tirosina
hidroxilasa en las eferentes que las contactan asi como receptores en las cercanias de
la porcién basolateral de las células ciliadas internas (Darrow et al., 2006).

Karadaghy et al., en 1997; Inoue et al., en 2006; Maison et al., en 2012
demostraron, mediante inmunohistoquimica y mediante RT-PCR, la presencia de
proteinas y genes que codifican para los receptores dopaminérgicos en las neuronas
del ganglio espiral (Karadaghy et al., 1997; Inoue et al., 2006; Maison et al., 2012).

En nuestro estudio encontramos que la dopamina asi como el A-68930 y el
quinpirole, producen una disminucién de la corriente de sodio. EI SCH-23390,
antagonista de los receptores de la familia D1, no bloquea la accién del A-68930 e
incluso ejerce un efecto similar al de los agonistas, por lo que posiblemente acttiien sobre
sitios diferentes. Pensamos que es posible que el SCH-23390 esté bloqueando alguna
actividad constitutiva que tenga el receptor como se ha reportado para histamina (Arrang
et al., 2007), y también para quimeras del receptor D1/D2 (Kozell y Neve. 1997). Se ha
descrito también que hay un grupo de receptores de la familia D1 que son insensibles
al antagonismo por SCH-23390 de modo que es posible que éstos estén presentes en
las neuronas del ganglio espiral (Kuroiwa et al., 2008). Por su parte el eticlopride
(antagonista de los receptores de la familia D2) bloquea el efecto del quinpirole (agonista
de los receptores de la familia D2) por lo que determinamos que el efecto es especifico

sobre esta familia de receptores.
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Con estos resultados se determind que hay funcionalidad de subtipos de
receptores de ambas familias.

Los canales de sodio suelen ser blanco de las cascadas de sefializacion de los
receptores acoplados a proteinas G. La fosforilacion de algunos sitios del canal de sodio
explica la mayoria de las consecuencias descritas de la activacién de receptores
acoplados a proteinas G sobre la corriente de sodio en las neuronas (Cantrell y Catteral,
2001).

En la mayoria de los tipos celulares en los que hay receptores acoplados a
proteinas G, que a su vez estén acoplados a la corriente de sodio, el efecto mas comun
es la reduccion de la amplitud de dicha corriente y se ha determinado que esto es debido
a una disminucion en la disponibilidad de los canales de sodio. Nosotros encontramos
una diferencia en el voltaje medio de inactivacién con la mayoria de los farmacos
probados, que corresponde a un desplazamiento del voltaje medio de inactivacion hacia
voltajes mas negativos. Se ha reportado que la disminucién o supresién de la corriente
de sodio producida por pulsos despolarizantes es atribuible a dos alteraciones en las
propiedades del canal, una es el ajuste negativo en la dependencia de voltaje de la
inactivacion rapida y otra es la reduccion en la disponibilidad de canales (Carr et al.,
2003).

En algunos sistemas se ha estudiado la modulacién de corrientes de sodio por
agonistas dopaminérgicos, por ejemplo, en neuronas hipocampales y estriatonigrales
aisladas en agudo (de rata de 25 dias postnatales), la activacion de receptores de la
familia D1 disminuye la corriente de sodio y ese efecto modulador requiere de la
fosforilacion directa de la subunidad alfa del canal de sodio por las subunidades
cataliticas de PKA en el asa intracelular que conecta los dominios | y Il, especificamente
la ser-537 (Cantrell et al., 1997). Dicha modulacién no se produce cuando se bloguea el
anclaje de la PKA (usando péptidos que inhiben tal anclaje) cerca de los canales, lo que
demuestra la importancia de la presencia de PKA cerca de los cerca de los canales. El
mismo grupo de trabajo demostré que la activacion de PKC también participa en la
modulacion de la corriente de sodio (Cantrell et al., 1999) y en neuronas estriatonigrales
de ratén se ha demostrado que los receptores de la familia D1 estan acoplados a tres
diferentes cascadas de sefalizacion: Gs/olff/AC/IPKA sensibles a SCH-23390,
GS/olf/AC/PKA dependiente del receptor a adenosina A2A y Gg/PLC (Kuroiwa et al.,
2008).

Se considera entonces que la reduccion de la corriente de sodio puede ser a
través de la activacion de PKC o bien de PKA que fosforilan los canales de sodio. En
otros sistemas, en las neuronas espinosas medianas estriatales e interneuronas

colinérgicas, la activacion de receptores dopaminérgicos D2 lleva a una potente
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reduccién de la corriente de sodio a través de un mecanismo dependiente de PKC
(Maurice et al., 2001). De modo analogo, la activacion de receptores dopaminérgicos
D1 y PKA en neuronas hipocampales y en neuronas espinosas medianas estriatales
reduce el pico de la corriente de sodio sin alterar significativamente la activacion del
canal (Catteral 1997; Surmeier et al., 1992).

En el sistema auditivo, los trabajos de Niu y Canlon, 2006 (haciendo registro de
potencial de accion compuesto y usando herramientas farmacologicas como el H89
(inhibidor de PKA) y forskolina (activador de PKA)) proponen una participacion
importante de la PKA en el mecanismo de accion de la activacion de los receptores D1,
sin explorar la participacion de la via de la PKC. En este caso hay que tener en cuenta
que se hace el registro en nervio y no en células aisladas asi que se tiene no solamente
la actividad mediada por receptores dopaminérgicos sino por todos los receptores que
se expresan en el sistema coclear.

Para determinar la participacion de las vias intracelulares en los efectos de
dopamina y agonistas dopaminérgicos sobre las neuronas aferentes cocleares
abordamos mediante diferentes estrategias farmacolégicas. Cuando adicionamos el
GDP-B-S (blogueador inespecifico de proteinas G) en la solucién intracelular y
aplicamos el agonista A-68930 encontramos que hay una disminucion en el efecto del
agonista, por lo que consideramos que el efecto involucra proteinas G. Al aplicar el 8-
Br-AMPc de manera extracelular, un analogo de AMPc que activa la PKA, hay una
disminucion de la corriente entrante que no es significativa, y al aplicar el H89 a través
de la pipeta (bloqueador de PKA), el agonista A-68930 sigue ejerciendo un efecto pero
es menor que al aplicar el agonista solo. De acuerdo a estos resultados consideramos
gue hay una participacion de PKA en el efecto final ya que el H89 no bloqued
completamente el efecto del farmaco, sino de manera parcial.

Con el NPC-15437 (inhibidor de PKC) en la pipeta de registro encontramos que
al aplicar el agonista A-68930 sigue habiendo una disminucion de la corriente de sodio
lo cual indicaria que la activaciéon de PKC no participa en la instalacién del efecto por
uso de A-68930. Sin embargo, Kuroiwa et al., en el 2008 demostré que la activacion de
PKC potencializa los efectos de la activacion de PKA, por lo que teniendo en cuenta que
tenemos varios subtipos de receptores dopaminérgicos, no podemos descartar que en
otras condiciones el efecto final este dado por la interaccion de vias intracelulares y que
haya una participacion parcial de PKC.

En la figura 29 se muestra un esquema que pretende sintetizar los mecanismos
que hemos estudiado y las potenciales vias intracelulares del efecto de la activacion de

receptores a DA en las neuronas del ganglio espiral.
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Fig. 29. Vias evaluadas como mecanismo de accion que median los efectos de la activaciéon de receptores
dopaminérgicos. Con el bloqueo de las proteinas G con GDP-B-S podemos observar que el efecto del A-
68930 es menor. Con el 8-Br-AMPc que es analogo del AMPc no se remedan los efectos del agonista, sin
embargo, cuando se pone H89 en la pipeta pudimos concluir que hay una participacién parcial de la PKA. Asi
mismo encontramos una participacion parcial de PKC mediante el uso de NPC-15437.

Las vias clasicas que desencadenan la activacion de receptores dopaminérgicos
son descritas considerando la activacion de un solo tipo de receptor o al menos de una
familia, lo que implicaria que una célula exprese solo ese subtipo, sin embargo, algunos
estudios anatémicos, bioquimicos y fisiolégicos han evidenciado la colocalizacién de
receptores de la familia D1 y D2 en las neuronas espinosas medianas (Surmeier et al.,
1993). Esto hace necesario considerar seriamente la posibilidad de que en las neuronas
del ganglio espiral también haya una coexpresion de tales receptores.

La expresion de dos subtipos de diferentes familias en una misma célula nos da
la idea de una modulacion compleja. En otros sistemas, por ejemplo, los agonistas D2
pueden reducir la elevacion de los niveles de AMPc producidos por la activacién de
adenilato ciclasa por los agonistas D1 (Stoof y Verheiden, 1986), por otra parte se ha
demostrado que en las neuronas neostriatales, los agonistas D1 y D2 pueden actuar
sinergisticamente para suprimir la actividad de la bomba Na*/K* ATPasa (Surmeier et
al., 1992). La colocalizacion de los receptores D2 y D3 con D1 podria explicar la
capacidad de los agonistas D1 y D2 de actuar tanto sinergistica como
antagonisticamente. También se ha reportado que la activacion de receptores
dopaminérgicos D1 puede tanto aumentar como también suprimir la respuesta de las

neuronas espinosas dependiendo del estado anterior de la neurona, particularmente,
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dependiendo del nivel de despolarizacion (Hernandez-Lopez et al., 1997). La aplicacion
de un agonista D1 a una preparacion de neuronas espinosas medianas en rebanadas
gue presentaba descarga evocada inhibe dicha descarga a un potencial de
sostenimiento mas negativo (-80mV aproximadamente) y a potenciales mas
despolarizantes (-55 mV) el agonista D1 aumenta la actividad evocada. Esta
dependencia del estado surge de la modulacién coordinada de canales ibnicos en esos
estados (Flores-Hernandez et al., 2000; Herndndez-Lopez et al., 1997; Pacheco-Cano
et al., 1996; Surmeier et al., 1992, 1995). Asi, la activacion del receptor a dopamina D1
puede tanto inhibir como aumentar la actividad evocada, dependiendo del nivel de
despolarizacién de la membrana.

En resultados previos obtenidos durante la realizacion de la tesis de maestria
encontramos que en algunas células la aplicacion de dopamina o quinpirole puede
ejercer efecto de aumento o bien de disminucion de la corriente saliente. De manera
general los cambios mixtos que observamos en las corrientes pueden deberse a la
expresion de un tipo de receptores ya sea de la familia D1 o de la familia D2, o bien, es
posible pensar que en una célula se coexpresan los receptores y que la proporcién en
la que los expresan difiere entre las neuronas, de tal forma que algunas expresen
mayormente los D1y otras los D2, lo cual determina las diferencias en los registros entre
unay otra neurona aun aplicando las mismas concentraciones del farmaco. Surmeier et
al., en 1992 aplicando agonista D2, quinpirole, 55% de las neuronas disminuyeron la
amplitud de la corriente y el 20% la aumento, esto es, observan también cambios en
ambos sentidos y se considera que esto sugiere que las neuronas estriatonigrales
coexpresan dos receptores de la familia D2 aparte de los receptores de la familia D1
(Surmeier et al., 1992).

De este modo nuestros resultados nos llevan a inclinarnos por la idea de que
una sola célula puede expresar de modo funcional ambos subtipos de receptores, es
decir, hay coexpresion de receptores tanto de la familia D1 como D2.

Hay que tener en cuenta que en algunos sistemas la activacion de ambas
familias de receptores es esencial para tener ciertos efectos a nivel conductual,
bioguimico y electrofisiol6égico. En neuronas de nlcleo acumbens, por ejemplo, dicha
activacion puede inhibir de manera sinergistica la actividad neuronal.

Ya que la activacion de ambos subtipos de receptores ejerce el mismo efecto
sobre la corriente de sodio en las neuronas aferentes cocleares, es posible que en
nuestro modelo, los receptores dopaminérgicos se activen y actien de modo
complementario para ejercer un efecto mediante la activacion de PKA, de tal forma que
haya una fosforilaciébn de canales de sodio mediada por tal proteina cinasa. Estudios

previos de Li et al.,, en 1993, en canales de Na* cerebrales expresados en células
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transfectadas mostraron que PKA y PKC actlan de manera convergente para regular
canales de Na* y causar una reduccion en el pico de la corriente.

La coexpresion de representantes de ambas familias, como homomeros, es
entonces una primera posibilidad que nos planteamos, pero si bien se sabe que los
receptores dopaminérgicos existen como receptores homdémeros también se ha
demostrado por coinmunoprecipitacion que puede haber interaccion fisica entre D1IR y
D2R formando asi heteromeros de dopamina. Esos heterémeros a menudo exhiben
propiedades y vias de sefalizacidn distintas a esas que desencadenan sus receptores
constitutivos (Lee et al., 2004; Rashid et al., 2007; Hasbi et al., 2010; So et al., 2009;
Verma et al., 2010). Tradicionalmente se ha descrito que, en neuronas espinosas
medianas del estriado, los receptores D1 y D2 estan segregados en poblaciones
discretas, pero hay cada vez mas evidencias funcionales y anatémicas de que pueden
estar coexpresados en una subpoblacién de dichas neuronas (Perreault et al., 2011).
Un nuevo complejo receptor en el estriado, el heterémero receptor D1-D2 también
sugiere gue las neuronas que coexpresan los receptores, pueden tener caracteristicas
funcionales Unicas distintas a las de las neuronas que exhiben receptores a dopamina
de manera segregada, lo que seria una tercera poblacién neuronal con relevancia
fisiol6gica (Perreault et al., 2011).

Por ejemplo la via PLC-PI es activada por algunos agonistas de receptores D1
en tejido de cerebro, pero si las células expresan solamente D1, no se activa la via. Esto
sugiere que los agonistas D1 que estimulan esta via lo hacen a través de actividad
agonistica sobre los receptores heteromeros D1-D2 (Perreault et al., 2011). Es posible
gue en las neuronas del ganglio espiral se expresen heteromeros de receptores
dopaminérgicos lo cual se puede confirmar por FRET (fluorescence resonance energy
transfer) que es una herramienta cominmente usada para identificacion de receptores
oligbmeros. Es posible que la expresion de heterémeros explique el hecho de que el
antagonista de la familia D1 tenga un efecto inespecifico, es decir, que no actie de la
misma manera sobre el receptor D1 que sobre el heterémero D1-D2.

Aun cuando consideramos que la activacion de receptores de la familia D1 y de
la familia D2 conlleva a la participacién de vias mediadas por proteinas G, los resultados
no nos permiten descartar la posibilidad de que participen otros mecanismos. Se sabe
que la activacion de receptores dopaminérgicos puede regular la funciéon de receptores
NMDA a través del acople a proteinas G y activacion de PKA/PKC, es decir involucrando
uno 0 mas segundos mensajeros intracelulares. Sin embargo, se sabe que aparte de
hacerlo por vias de sefializacion acopladas a proteinas G, puede hacerlo a través de
una interaccion proteina-proteina entre los sitios carboxilo terminal intracelular del
receptor D1 (D1-t2. D1-t3) con subunidades del receptor NMDA (NR1-1a, NR2A) (Lee
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et al., 2002). También hay interacciones proteina-proteina entre receptores D5 y
receptores GABAa (Inoue et al., 2006). Dado que las neuronas del ganglio espiral son
susceptibles de responder a GABA y a Glutamato, cabe la posibilidad de que se
presenten dichas interacciones con los receptores dopaminérgicos.

En condiciones de fijacion de corriente encontramos que la mayoria de las
células adaptan rapidamente y descargan un anico potencial de accién. Estos resultados
coinciden con lo descrito por Mo y Davis (1997), quienes demostraron que los patrones
de descarga en las neuronas varian desde las que adaptan rapidamente hasta neuronas
con descarga sostenida. La posicion de las neuronas del ganglio espiral a lo largo del
eje de la céclea tiene un efecto significativo sobre la conducta de disparo. Las neuronas
situadas cerca de la base (que codifican altas frecuencias) tienen corta latencia (14 ms)
y rapida adaptacién, por lo que solo disparan uno o de uno a tres potenciales de accién
y luego dejan de hacerlo. Con los datos que tenemos no encontramos una correlacion
entre el numero de potenciales de accién y su localizacion dentro del ganglio. En la
figura 45 mostramos los resultados obtenidos haciendo un andlisis de la frecuencia de
potenciales de accién de los registros control (Figura 31A) en comparacion con los
resultados obtenidos por Mo y Davis en 1997 (Figura 31B) para este mismo tipo celular
y como los resultados de Needham et al., 2012 (Figura 31C). También coincide con lo
reportado por Adamson et al., 2002 para neuronas basales y apicales, quien reportd
adicionalmente la modulacién de dichas propiedades de frecuencia de disparo con la
aplicacion de BDNF y de NT-3, para las porciones apical y basal (Figura 31D y 31E

respectivamente).
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Fig. 30. Propiedades de disparo de las neuronas. A) datos obtenidos a partir de nuestros registros donde
observamos una predominancia de células con adaptacion rapida. B) Resultados de Mo y Davis donde
encuentran también que hay predominancia de células con adaptacion rapida. Ambos graficos representan
el numero de potenciales de accion contra el numero de células. C) D) y E) muestran la caracterizacion la
frecuencia de disparo de neuronas aferentes cocleares hecha por Needham et al., 2012 (a uno y dos dias
in vitro) y Adamson et al., 2002 y su modulacion por BDNF y NT.
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De manera general encontramos que los agonistas dopaminérgicos de las
familias de receptores no ejercen efectos significativos sobre los parametros del
potencial de accion ni sobre la frecuencia lo que sugiere que si bien hay una reduccién
de la corriente de sodio, esta no es suficiente como para que no se alcance el umbral y
se genere el potencial de accién. Sin embargo, con la dihidrexidina hay un aumento en
la duracion del potencial de accién sin cambios en la amplitud. Ese cambio en la
duracion, se refleja en un cambio en la frecuencia de disparo en las células que
presentan descarga durante todo el pulso. Apllicando la DA a células estimuladas con
inyeccion de corriente sinusoidal, encontramos una accion inhibitoria de la DA sobre la
descarga de potenciales de accion. Juntos, los resultados pueden ser asociados con la
nocién de que la dopamina liberada desde las eferentes cocleares deprime la actividad
evocada en las neuronas aferentes en condiciones de sobreestimulacion acustica o de
isquemia que lleva a dafio excitotdxico por el exceso en la liberaciéon de glutamato
(dAldin et al., 1995; Gil-Loyzaga et al., 1994), asi como con que la aplicacion de DA
ejerce poco efecto sobre la tasa de disparo aferente espontanea, pero disminuye el
disparo inducido por NMDA o AMPA. Lo mismo ocurre luego de la coadministracion de
agonistas D1 y D2 (Oestreicher et al., 1997).
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CONCLUSIONES

La disminucion de la amplitud de la Ina €n las neuronas aferentes cocleares (NAC)
por dopamina muestra una dependencia sigmoidea de la concentracion. Dicho
efecto es debido a la reduccion en la disponibilidad de canales de sodio 0 a una
disminucion en su probabilidad de apertura, pues la DA desplaza el voltaje medio de
inactivacion hacia voltajes mas negativos.

La accion de los agonistas de la familia D1 y de la familia D2 (A-68930 y quinpirole
respectivamente) indican que ambas familias se expresan en las NAC.

Los receptores de la familia D1, estdn acoplados a proteinas Gs. Nuestros
resultados apuntan a que esta via no es el Unico mecanismo por el cual la activacion
D1 ejerce su efecto pues al bloguear la PKA con H89, aln se observa un efecto y el
8-Br-AMPc que es un analogo del AMPc no imita los efectos del agonista.

Por otra parte, es posible que estos receptores estén acoplados a la Gq, por lo que
usamos el NPC-15437, que es un bloqueador de PKC y aln seguimos observando
el efecto de activacion del receptor D1, por lo que consideramos que esta via ho
participa de manera fundamental en las NAC.

El SCH-23390 (antagonista de la familia D1) ejerce un efecto paradojico en las NAC
pues reduce la corriente de sodio de forma similar al agonista y desplaza el voltaje
medio de inactivacién hacia potenciales mas negativos. Por el efecto que ejerce el
farmaco consideramos que los receptores de la familia D1 que se expresan en estas
neuronas son insensibles al SCH-23390, semejante al grupo de neuronas que se ha
descrito en el estriado.

Si bien hay un cambio significativo en la amplitud de la Ina, N0 encontramos cambios
en la morfologia del potencial de accion con los farmacos estudiados. Sea como sea
si hay cambios significativos en el patron de descarga de las NAC.

A través de la estimulaciin sinusoidal los resultados soportan la nocion de que la
dopamine liberada de las eferentes olivococleares laterals deprime la descarga de
las neuronas aferentes constituyendo un mecanismo de proteccion en condiciones
de dafio excitotdxico por exceso de liberacién de glutamato.

Pensamos que es posible que una de las funciones de que se liberen varios
neurotransmisores de las terminales eferentes, asi como de que haya expresion de
receptores para todos ellos en las aferentes, es que actien de modo sinergistico

para establecer los efectos finales de neuroproteccion.
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