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RESUMEN

Se ha demostrado 1la existencia de una via dopaminérgica
nigro-estriatal asi como la proyeccién de vias eferentes
GABA¢rgicas del estriado hacia el globo pAlido, nucleo
entopeduncular y subatantia nigra. Se han realizado numerosos
experimentos conductuales que sugieren que las eferentes
GABA¢rgicas del cuerpo estriado se encuentran relacionadas con la
conducta motora dependiente de los receptores dopaminérgicos
estriatales. La evidencia clinica parece apoyar esta hipétesis,
ya que en varias snfermedades motoras se ve una alteracién en
estos neurotransmisores, Por otra parte, existen trabajos
bioquimicos y farmacolégicos, tanto "in vitro" como "in vivo" qQue
han estudiado 1la relacién entre la dopamina y el GABA. Estos
aspectos se revisan sn la Introduccién.

En el presente trabajo se han estudiado las alteraciones en
la actividad de la enzima sintetizadora del GABA, la GAD, y de la
liberacion "in vivo" de GABA en varias estructuras de los
ganglios basales, como consecuencia de la denervacién unilateral
dopaminérgica del cuerpo estriado.

En estos experimentos, los sujetos, ratas blancas, fueron
denervados por la inyeccién estereotdxica de la neurotoxina
especifica b-hidroxidopamina en el haz del cerebro medio
anterior. Se comprobé 1la denervacién de los sujetos por la
conducta de giro en respussta a la inyeccién sistémica de
spomorfina, Hubo dos tiempos de sobrevivencia: de 4 y B semanas.
La actividad de la enzima se midié “in vitro", empleando una
técnica radiométrica. Para estudiar la iiberacion “in vivo" se
usé la micradisdlisis cerebral y cromatografia liquida.

Los resul tados muestran, a las 4 semanas, un aumento en la
actividad de la enzima en ®] cuerpo estriado, globo palido vy
substantia nigra ipsilaterales a la lesioén y una disminucién en
1a actividad enzimética en el nucleo entopeduncular contralateral
a 1a lesion. A las 8 semanas se vio una disminucion en 1la
actividad de la enzima en el cuerpo estriado y globo palido y un
marcado decrementoc en la substantia nigra ipsilaterales a 1la
lesién. También se cbservé un decremento en la actividad en el
globo palido contralateral. La liberacidon de GABA "in vivo" se
incrementé en el cuerpo estriado y globo palido ipsilaterales a
1a lesién . Se observé también un decremento significativo en la
liberacion estimulada con alto K+ en ambas estructuras
contralaterales, estos efectos fueron observados a las 4 semanas.

Ya que en la literatura se ha descrito la existencia de
conexiones interhemisfericas en los ganglios basales, asi como la
aparicion de mecanismos compensadores en respuesta a la lesién
con 6-OHDA, se discute el posible papel de estos <fenémenos en
aste trabajo.

De este estudio se puede concluir que las células
GABAdrgicas estriatales se encuentran reguladas por las
terminales dopaminérgicas provenientes de la substantia nigra vy
que existen conexiones nigro-estriatales funcionales [}
interhemisféricas que son sujetas a cambios plasticos como un
mecanismo compensador de la denervacion dopaminérgica unilateral.



Ahreviaturas

CAT = Colin acetiltransferasa

EP = Nicleo entopeduncul ar

GABA = Acido gamma amino butirico
GAD = Descarboxilasa del acido glutamico.
GP = Globo pélido

SN = Substantia nigra

SNC = Substantia nigra compacta

SNR = Substantia nigra reticulada
St = Cuerpo estriado

4-0HDA = &-hidroxidopamina

K+ = Ién potasio

Cl- = Ién cloruro

STN = Nicleo subtalamico

CCK = Colecistogquinina

PLP = Fosfato de piridoxal

BABA-T = Transaminasa del GABA

VM = Nicleo vantromedial del talamo

Pf = Ndclac parafascicular del talamo



INDICE

Resumen

I. Introduccién General
1 Anatomia
1.1 Introduccidn

1.2 Cuerpo estriado
Citoarquitectura
Aferentes
Eferentes

1.3 Globho FAlido
Citoarquitectura
Aferentes
Eferentes

1.4 Substantia Nigra
Citoarquitectura
Aferentes
Eferentes

2. Bioguimica

2.1 Metabolismo del GAEA
Descarboxilasa del acido glutdmico (GAD)
~ Especificidad por el substrato
- Valores de Km
- Compuestos con grupo tiol
- Agentes atrapadores de carbonilo
~ Efecto de aminoadcidos y compuestos relacionados
- Efecto de iones
-~ Regulacidén de la GAD
- El zinc inhibe a la GAD

2.2 Liberacidon y captacion

DOMW NNNO ADRKN -

[y

s

14
17
17

18
18
19
20
22



3. Funcion del GABA en los ganglios basales

3.1 Enfermedades y desdrdenes asociados

- Enfermedad de Parkinson
- Corea de Huntington
- Otros desdérdenes asociados

3.2 Experimentos conductuales
- Cuerpo estriado
- Globo palido
- Nicleos entopeduncular y subtalamico
- Substantia Nigra
-~ Talamo
- Coliculo superior y nacleo pedinculo pontino

3.3 Control de la Neurotransmisidn

11. Seccidn Experimental .
1. Introduccién

2. Métodos y procedimientos
tesibén y prueba conductual
Experimentos "in vitro"
Experimentos "in vivo"

3. Resultados
Actividad de GAD
Liberacidin de GABA

4, Discusiodn y conclusiones

Actividad de GAD
Liberacidn de GABA

/

1I1. Referencias

IV. Apendice

49

53
55
a7

74



I INTRODUCCIDON GENERAL

1 ANATOMIA
1.1 INTRODUCCION

Al hablar de 1a anatomia de los ganglios basales, debe
ponerse atencién, en especificar a gué estructuras nos referimos
y cudles han sido los criterios que se usaron para definirlas. En
una primera aproximacién, podemos decir gque los ganglios basales
son  grandes masas subcorticales consideradas como derivados
telencefalicos.

En general, en la anatomia cldsica, se tiende a considerar
dentro de la definicién de ganglios basales la materia gris no
cortical del telencéfalo, excluyendo al tdlamo, es decir, el
nucleo caudado, el ndcleo lentiforme —putamen y globo pdlido -
el claustrum, el complejo amigdaloide y, variando segdn el autor,
la materia gris telencefdlica ventral al nbdcleo caudado y al

niucled lentiforme, 0  sea, el fundus striati, estructuras

i
!

olfatorias cercanag, substantia innominata y =1 séptum.

8in embargo, otra forma para la clasificacién de los
ganglios basales se relaciona con la funcién. Farete que,
siguiendo 1a clara relacidn motora que poseen estas estructuras,
este enfogque es mas razonable. Asi, se divide a los ganglios
basales en cuerpo estriado (S5t) - caudado y putamen - y globo
palido (6P). Bajo el mismo criterio de relacidn funcional y por
la relevancia de las conexiones nerviosas en el sistema

funtional, ctominmente se incluyen a la substantia nigra (8N),



nicleo subtaldmico (STN) y al ndcleo entopeduncular (EF).

1.2 CUERPO ESTRIADD

Como ya se ha mencionado el cuerpo estriado o neoestriado
esta formado por el ndcleo caudado y 2@ putamen. En la rata
estas estructuras no se pueden distinguir una de la otra. Ambas
parecen tener un origen embrionario diferente, son ndcleos
derivados telencefadlicos que provienen de diferentes partes de la
cresta estriatal y siguen vias migratorias separadas, por lo cual
muestran configuraciones particulares (Carpenter,1984).

El nicleo caudado es una masa alargada gris en forma de arco
relacionada en toda su estructura con el ventriculo lateral. La
cabeza del nucleo se‘encuentra rostral al talamo y emerge en sl
asta del ventriculo lateraly el cuerpo es una delgada masa
celular dorsolateral al taAlamo; la cola, por d4ltimo, es caudal al
talamo vy entra al lébulo temporal donde termina relaciondndose
con el complejo amigdalino. E1 putamen es la parte mas lateral y
grande del cuerpo estriadojy se localiza entre la cdpsula externa
y la lateral a la lamina medular del globo palido. Se encuentra
medial a la corteza insular, separadas de ésta por la cépsula
externa y el claustrum; rostral y caudalmente el putamen y la
cabeza del caudado forman un continuo, ya que en esa zona no  se
localizan fibras de la capsula interna (Carpenter,1981),
Citoarguitectura

Desde el punto de vista citolégico el caudado y el putamen
son idénticos y., aparentemente, poseen una gran homogeneidad.

Estudios de microscopia de luz y =lectrdénica muestran dos



grandes tipos celulares, los cuales son ain subdivididos, y que
son: las neuronas que poseen espinas dendriticas y las que no
tienen espinas (Adinolfi % Fappas,19468),

Las newronas con espinas son las mas numerosas del 5t (95%)
y se subdividen en dos grupos. Las llamadas de tipo I presentan
dendritas proximales, las cuales aparecen a aproximadamente 20 um
del soma Yy se proyectan radialmente hasta una distancia
aproximada de 200 um (DiFiglia et al, 1976). Se sugiere gque este
tipo celular emplea GABA como su neurotransmisor y que da origen
a las eferentes estriatales (Jessel et al, 1978) , vya gue se ha
localizado inmunohistoquimicamente la descarboxilasa del Acido
glutdmico (GAD) en lops cuerpos celulares y en las terminales
nerviosas localizadas en GP y SN. Las células con espinas de
tipo Il tienen grandes variaciones en cuanto a su tamafo aungue
tienden a ser mayores que las de tipo I y las dendritas se
extienden hasta uwnos 600 um del soma (Adinolfi % Fappas,1968).
Aungue no se ha logrado identificar e! neurotransmisor de estas
neuronas, se ha sugerido que Son la salida excitadora hacia la SN
reticulada (ENR) y el GF (Jessel et al,1978).

Las neuwronas que no contienen espinas se subdividen en tres
grupns. Las de tipe I son de tamafo , intermedio, varicosas y con
dendritas recurrentes . For inmunocitogquimca se ha sugerido que
sean GABAérgicas (Ribak et al, 1979). Las de tipo I1 son muche
mas grandes, con ndcleos excéntricos y procesos dendriticos gque
se extienden a mds de 250 um. Estas células se tifen
inmucitequimicamente para colin acetiltransferasa (Kimura et

al,1980), lo gue sugiere su natuwraleza colinérgica. Las neuronas



de tipo 1III se identifican por poseer nicleos localizados
centralmente, dendritas de no mas de 150 um de proyeccidon y el
axdn corto con muchas arborizaciones; hasta la fecha no se las ha
asociado con ningian neuretransmisor.

Aferentes al estriado.

a) Corteza cerebral. De la corteza cerebral proviene la mayor
aferencia al estriado. En macacos, se ha comprobado que todas las
regiones de la corteza, excapto la segunda regidén
somatosensorial, envian fibras al caudado y que cada zona del
caudadoy, recibe aferencias de mds de una 4rea cortical (Kemp &
Fowell, 19746). Recientemente se ha demostrado, usando técnicas de
doble marcaje retrégrado, que existen proyecciones
interhemi sféricas que surgen de las cdédlulas piramidales de las
capas IIIL,IV y V de la corteza rostral (Fisher et al,1784). 8e
han propuesto tanto el glutamato como 1la acetilecolina como
neurotransmisores en esta via (Fonnum et al,1981; Nieouillon et
al, 1985).

b) TAlamo. Esta es, por su magnitud, la segunda proyeccidn en
orden de importancia hacia el 8t . Se origina principalmente en
los niucleos intralaminares, especificamente en el nacleo
centromediano (Graybiel,197Z). Las terminaciones de estas fibras
forman agrupaciones bien delimitadas, tanto en 21 mono como en el
gato (Kalil,1978;Royce,1?78). Se ha sugerido que ,en la rata,
esta via emplea acetilcolina como neurotransmisor (Neouillon et
al, 1985}, aunque otros han propuesto al acido glutamico (Fonnum
et al,1981).

c) Del cereﬁro medio. De aqui surgen 2 vias y ambas emplean

aminas biogénicas: serotonina y dopamina. La via serotoninérgica



se origina en el raphe dorsal (grupo B-7 de Dahlstrom y Fuxe)v Y
parece tener una colateral hacia 1a SNR (Azmitia & Segal,1978).

La aferente dopaminérgica al estriado ha sido extensamente
estudiada. Esta via fue demostrada usande 1la técnica de
histofluorescencia para catecolaminas por Dahlstrom y Fuxe en
1964, Fosteriormente Ungerstedt (1271,a) realizd cuidadosos
estudios sobre el mapeo de las fibras dopaminérgicas ascendentes
Y las dividiéd en dos componentes: i) una via estriatal
dopaminérgica que se origina en la substantia nigra compacta
(SNC) - grupoc A% de Dahlstrom y Fuxe - y gue se proyecta al
caudado putamen y, ii) una via dopaminérgica mesolimbica que se
origina en las células mediales y dorsales a Al0O y que termina en
el nicleo accumbens y el tubérculo olfatorio. Estudios de marcaje
retrdégrado han demostrado que la via nigroestriatal es bilateral
y Qque las fibras surgen de newonas dopaminérgicas (Consolazione
et al,196855Pritzel et al,1983a).
Eferentes del estriado
Aparentemente el estriado tiene pocas eferentes siendo las més
importantes las fibras gue surgen hacia el GF y a la S5NR. Estas
fibras son delgadas y poco mielinizadas y forman los lapices de
Wilson gue convergen radialmente sobre el GF y pasan a través de
dste para asi inervar al EfP. Continuando su recorrido caudalmente
estas fibras pasan & través del pedinculeo cersbral formando la
parte ventral del peine de Edinger y, de esta forma, penetran a
la SN (Brodal,1981).

Las fibras eferentes al GFP y a 1a BN poseen un arreglo

topografico y se originan de células con espinas de tamafo
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intermedio (Carpenter 1981). Se cree que hasta el 7074 de las
neuronas del St pueden proyectar a la SN (Hattori et al,19795).
Las vias del estriado al GF, EF y a la SNR son  GABAérgicas
(Brownstein, 1977:Fonnum et al,19743Hattori et al,197%5). También
surgen otras eferentes hacia la SN gue emplean Substancia F vy
dinorfina (Brownstein, 1977; Sperk % Singer, 1?82iVincent et
al,1982). La colecistoquinina {(CCK) ha sido involucrada en
la proyeccisn estriado-nigral, vya que lesiones con &cido kainico
en el estriado provocan un descenso en los niveles de este

péptido en la substantia nigra (Emson et al,19B0).

1.3 GLOBDO FALIDD

El GP forma la parte mds medial y pequefa del nacleo
lentiforme y se encuentra medial al putamen en toda su estructura
(Carpenter,1984). El palido es filogenédticamente anterior al St ,
por lo cual, este Ultimo es conocido como neoestriado vy el GF
como palioestriado.

El GP, al igual gue el St, posee diferentez conformaciones
en primates y no primates. En primates se encuentra dividido, por
la lamina medularvinterna, en un segmento interno y uno externo.
En el hombre se encuentra ain otra subdivisién, hecha por 1la
lamina medular accesoria, en mitades lateral vy medial.‘ En
roedores no es tan claro que los dos segmentos principales del GF
formen uwuna séla estructura y se reconoce que el equivalente del
segmento palidal interno es el EF, el cual recibe este nombre por
encontrarse embebido en el pedidnculo cerebral. (Graybiel %

Ragsdale, 1979).




Citoarguitectura

En el humano el sggmento lateral es el de mayor volumen (70%
del total) y con mayor densidad celular que el medial
(Carpenter, 1984},

Estudios con tincién de Golgi han mostrado dos tipos de
neuronas palidales: i)Y células grandes de forma oveoide o
poligonal con grandes dendritas no espinales y con longitudes de
hasta 900 um, este tipo celular es el predominante en el GF y ii)
neuronas pequefas con pocas dendritas (Fox et al,1974).

Aferentes al globo palido

La principal aferente al GPF proviene del St. e han
relacionado varios neurotransmisores en la via estriadopalidal,
entre ellos al GABA, como vya se discutid previamente. La
substancia P y la met-encefalina también han sido localizadas en
el GF por lo que se sugiere que provienen del 5t (Haber,1981).

El' GFP recibe también proyecciones del &STN, del nucleo
acumbens y, tal vez, del area ventral tegmental. Se cree que la
proyeccién proveniente del STN envia colaterales a 1a SN y al EF
y que tal vez emplee al GABA como neurotransmiscor (Deniauw et
al,1978).

Eferentes del qlobo palido

| l.a principal eferente del pAlido es hacia el STN (Kim et
al,1976) y, en menor voldmen, hacia el ndcleo EP y 1a 8N, al &t
y al nidcleo raphe dorsal. En forma bastante difusa proyecta
también a los nicleos reticular vy medial dorsal del talamo y a la

corteza frontal (Nauta,1979).



El GF interno o EF envia afereptes a los nicleos
ventromedial y parafascicular del talamo en la rata, que han sido
demostradas empleando tecnicas Histoquimicas con peroxidasa de
raiz fuerte (HRF) y autorradiografia con 3H-leucina (Carter &
Fibiger, 1978). Otras vias cuya siistencia se ha probado en
primates con técnicas de degeneracidn axonal, son las dirigidas
hacia la formacion reticular pontina, los campos prerubrales o de

Forel y, por iltimo, hacia la habénula lateral (Mauta & Mehler,

1966).

1.4 SUBSTANTIA NIGRA

La SN es el nicleo mesencefilico de mayor tamafo, se
encuentra dorsal al crus cerebri y se extiende a todo lo largo
del mesencefdlo. Se divide en dos partes: i) la parte compacta
(SNC) que es 1la regidn rica en células y qgue generalmente
contiene melatonina y ii} la reticulada (SNR) que posee una menor
densidad neuronal (Carpenter,1984).

Citoarguitectura

En ambas partes de la substancia nigra, la reticulada y la
compacta, se encuentran células con forma triangular o fusiforme
y que, en el gato, miden de 15 a SO um (Rinvik &% Grofova,1970).
Se han descrito tres tipos de neuronas en la 6N de la ratar i)
Las neuronas grandes gue se encuentran en la BSNR, ii) 1las
neuronas intermedias en la SNC y, 1iii) las neuronas pequefas de
axén corto que se encuentran en ambas regiones (Gulley &

Wood, 1971).



En preparaciones de Golgi se observa gue las neuronas
nigrales tienen largas dendritas sin espinas con pocas
ramificaciones. Las dendritas de la SNC tienen, principalmente,
una orientacidén dorsoventral, mientras gue las de la porcidn
reticulada las tienen rostrocandales (Rinvik & Grofovd,1970).
Aunque es dificil demostrar la presencia de axones usando la
tincién de Golgi, estructuras similares al axdn dan lugar a
colaterales que surgen a Angulos rectos del axén primario (Rinvik
% Grofova,1970). Las neuwronas mias pequeras, de 10 a 12 um, qgue
son consideradas interneuronas representan el 10% de la SNC y el
40% de la SNR.

Por estudios de histofluorescencia se ha demostrado una gran
cantidad de neuronas dopaminérgicas en la GNC (Dahlstrom &
Fuie,1?64). En 1la SN también se ha encontrado la mayor cantidad
de GAD en el sistema nervioso central (Fahn % Cote, 1968;Fonbum et
al,197430kada et al,1974). 1la cual proviene del estriado ya que
la mayor parte se encuentra en terminales sinapticas aisladas
(Fonnum et al,1974).

Estudios realizados empleando la técnica de radioinmuno-
ensayo han demostrado la presencia de met-encefalina en 1a SN
(Staines et al,1980) aunque se sugiere que no proviene de
neurocnas estriatales. En la SN se localiza la mayor concentracioén
de substancia P de todo el cerebro, encontrandose ésta acumulada
en  su mayor parte en terminales nerviosas que estan en la SNR,
Hay evidencia que sugiere que las fibras que contienen
substancia P se originan en la parte anterior del &t {(Gauchey

et al,i?9793Gale et al,1i®?77). Por ultimo, también se ha encontrado



la serotonina y su enzima de sintesis, en fibras que provienen
del raphe dorsal y que hacen contacto ton células dopaminérgicas
(Reubi % Emson, 1978).

Aterentes a la substantia niqgra

Las diferentes regiones de la SN reciben diferentes patrones
de aferencia, siendo la regién compacta la que mds recibe. De
forma breve se puede ohservar que la SNC recibe: aferentes del
nicleo accumbens y del estriado ventral (Swanson & Cowan,19795),
de 1la amigdala (Bunney % Aghajanian,1974), de 1la regién
preoptico-hipotalamica (Conrad & Ffaff,1976) del raphe dorsal
(via serotoninérgica que se piensa es colateral de la que va al
8t) (Reubi & Emson,1978), del nicleo tegmental pedunculopontino
(Braybiel, 1977y y de 1a corteza cerebral, 4reas 6y % en el mono

(Graybiel & Ragsdale,1979).

La parte reticulada recibe aferentes estriatales: la
aferente que contiene GABA Que se origina en la parte mds
posterior y las fibras gue contienen substancia P que provienen
de la regién mads anterior. También recibe la aferencia GABAérgica
del GF y también se ha planteado la posible existencia de una via
asubtalamico-nigral (McGeer et al, 1984), !

Efereptes de la substantia niagra.

De 1la SNC surgen dos eferentes, la primera de ellas ya se
digcutié anteriormente, es decir, es la proyeccién dopaminérgica
hacia el &t y hacia la alocorteza. La otra via se dirige  al
tegmento lateral del mesencefdlo y a la protuberancia (Faull %
Mehler, 1978).

De la BSNR ae encuentran proyecciones hacia el talamo,

10
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nicleos ventromedi al ¥ paratascicular. Experimentos
electrofisioldgicos han demostrado que las proyecciones
nigrotalAmicas son monosindpticas e inhibidoras (Faull R
Mehler,19783Kitai, 19B1); también se ha comprobado que el GARA es
el neurotransmisor, vya que el efecto se ha bloqueado con
antagonistas - GABA#rgicos (Starr & ¥ilpatick,19813;Yoshida et
alyi?81) vy porque la actividad de la GAD en el talameo disminuye
en un  33% después de la destruccidn de la SN (Btarr &
Kilpatrick,1981).

La 8NR proyecta, por otra parte, hacia el coliculo superior,
el neurotransmisor se ha caracterizado como GABA ya gque la
actividad de la GAD en esta regién disminuye al lesionar a la SN

con Acido kainico (DiChiara et al,1979).

En esta revisidén hemos analizado las conexiones nerviosas de
los ganglios basales mostrando su complejidad v la forma en que
estas estructuras se relacionan entre si. Es de gran importancia
darse cuenta que por su misma interrelacidn no es posible afectar
a alguna de estas estructuras independientemente, si no que una
alteracién en cualguiera de gllas se reflejard en las otras
afectando a la totalidad del sistema.

El objetivo de esta revisidén es el de fundamentar
anatdmicamente las relaciones entre las estructuras de los
ganglios basales y las vias BABAérgicas, sobre las cuales, gira
la‘idea central de este trabajo, a saber, gue las vias eferentes
del estriado conducen la informacidén motora dependiente de la

estimulacidén de los receptores dopaminérgicos estriatales.

11



2 BIDQUIMICA

2.1 METAROLISMD DEL GABA

Existe el acuerdo general que el 4cido gama amino butirico
(GABA) es sintetizado, en el sistema nervioso central,
principalmente, si no exclusivamente, a partir del Acido
glutdmico que es descarboxilado en una reaccidn catalizada por la
glutamato descarboxil asa (l1-glutamato-l-carboxiliasa,
E.C.4.1.1.15), (GAD) . Esta enzima usa al fosfato de piridoxal

(FLP) como co~factor {(Roberts, 1260; Killan et al, 12560).

COGH TDDH
HZ2 ?HZ
I
CHZ == L4 ?H? + coz
é GAD
NH2--CHZ2 CH2
COOH NH2
Ac. glutdmico GABA

Sintesis del GABA a partir del Acido glutdmico.

Se han estudiado vias alternativas para la sintesia del
QABA, entre ellas, la mejor documentada es la gue proviene de la
putrescina, formada a partir de la descarboxilacidén de la
ornitina (Baxter,1976).

€n cerebro de peces se ha observado que esta poliamina, 1la
putrescina (1,4 diaminobutano) es un precursor del GABA. Sin
embargo, no se ha podido comprobar si los &tomos de putrescina
son © no metabolizados a través de pequeios, aun no bien

identificados, compartimientos de la poza de glutamato en el




cerebro de 1la trucha (Seiler et al,1977). En el ratdén también se
ha comprobado 1la existencia de una via metabdlica para 1a
bipsintesis de GABA a partir de la putrescina, de cualguier
forma, se ba observado gque la mayor parte de la putresrina =e

convierte en homocarnosina (Barter,1974:5ugahara et al,19897).

0

L]
NHZ- (CH2) 4~-NHZ + CHE-C-SCoA
Putrescina ficetil CoA

N-acetil-transferasa

0
J’“
CHI-C—NH~ (CH2) 4-NH2
N-acetil putrescina

Monoamino oxidasa
+ 1/2 02

b

0
CHI-H-NH-(CH2)3~CHO  +  NH3
N-acetil- ~amino-butiraldehido

Aldehido deshidrogenasa

B/

0
CHI-B-NH- (CH2) 3-C0oH
Acido N—acetil—[—aminobutirico

L Deacetilasa
NH2- (CH2) Z-CO0H
GABA
Sintesis del GABA a partir de la putrescina
También se sabe gque el GABA puede ser sintetizado a partir

del -hidroxibutirato (GHBA, OH-CHZ-CHZ~-CH2-CO0-). Esta via fue

originalmente propuesta ya que habia visto formacidn de GHBA a

-
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partir de GABA, asi que se hicieron investigaciones
radioisotdpicas marcando e} GHBA con {14C) v  =zeparando  GABA
marcado, con lo que se comprobé la posibilidad de la existencia
esta via (Baxter,197&),

Se puede afirmar gque en el cerebro de mamiferos la
descarboxilacidon del l-glutamato es la mayor vy mads imnmrtantm via
de sintesis de GABA. De aqui se concluye que la medicidon de 1la
actividad de la GAD sea una buena indicacidn de loz niveles de
GABA presente en una estructuwra dada (Fahn &% Cote, 12483Blinderman
et al,1978;Tappaz et al,197&;Raxter, 1976).

Parte importante del ecatabolismo del GABA es un "corto

circuito” metabdlico. Fara su  destruccion, el GABA es
transaminado por la GABA~-oxo-glutarato~transaminasa (2=
oroglutarato~amineo-transferasas E.C.2:6.1.19). (BARA-T)  para

formar aldehido succinico. Esta transaminacién sdlo se lleva a
cabo si el er-cetoglutarato (soxoglutarato) es el aceptor del
grupo amino. De esta manera se convierte el a-cetoglutarato en
glutarato, el cual es el precwsor inmediato del GABA,
garantizando asi la continuidad en el abastecimiento del wmisma.
Es decir, una molécula de GABA sélo se destruye metahdliramente
si, al mismo tiempo, se forma una de su precuwrsor.

El semialdehido succinico formado partir del GABA es
rApidamente transformado, por la deshidrogenasa del semialdehido
suceinico (NAD  oxidoreductasa del semialdehido succinico,
E.C.1.2.1.24),58ADH, & Acido succinico, el cual puede entrar al
ciclo de Krebs (Siegel et al,31981). Debe hacerse notar, sin

embargo, que el corto circuito metabélico es, desde 21 punto de
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vista energético, menos eficiente que la porcidn del ciclo del
4cido tricarboxilico gue va desde el cetoglutaratn basta gl
acido succinico, ya que s6lp proporciona 3 moléculas de ATF,
contra 3 de ATP y una de GBTF gue proporciona el 4cido
tricarboxilico.

Empleando moléculas marcadas radioactivamente se ha
comprobade que la glucosa es la mayor fuente "in vive" de GARA
{(Gaitonde, 19465). El piruvato vy varios aminodcidos son
precursores de GABA al entrar al ciclo de Krebs, Asi, hasta los
mads remotos precursores pueden ser convertidos en BARA a través
de la via del cetoglutarato a glutamato o glutamina (Raitnonde,
1965; BRalasz et al, 197035 Shank % Campbell, 1983) gue, en
conjunto, forman mds del 40% del nitrdgenc de & ~aminoadcidos
libres en el cerebro, no descartando totalmente la posibilidad de
gue su funcidn sea la de un reservorio para GABRA.

El ‘'"corto circuito" es5 el causante del gran aumento post-
mortem de GARA en el cerebro. Al sobrevenir la musrte, la
cantidad de cetoglutarato disminuye rédpidamente, por 1o gue el
GABA no puede ser eliminado, pero aiun puede ser sintetizado a
partir del glutamato, y a esto se debe el gran aumento de los
niveles de OBABA en los primeros minutos después de la muerte

(Alderman % Schellemherg, 1?743lindgren et al,1982).

Descarboxilasa del acido glutdmico (GAD)




La enzima responsable de la descarboxilacidn del glutamato,
la glutamato descarboxilasa kl—glutamato—i—carboxiliasa
E.C.4.1.1.19), se encuentra ampliamente distribuida en los seres
vivos; filogendticamente aparece en bacteriasz y hongos hasta
llegar a 1os mamiferos mas desarrollados.

L:a enzima cerebral es muy similar entre si en los mamiferos,
petro las de peces, pajaros y anfibios son diferentes a la de
ratén, que ha sido upa de las mds estudiadas (Wu,1%74;58ze, 1978),

Al realizar el fractcionamiento subcelular del teiifn
nervioso se encuentra que el 40% de la GAD se encuentra asociada
a sinaptosomas, una cantidad similar  se encuentra en el
citoplasma y una cantidad menor en mitocondrias (Sze,1978). Otros
estudios, sin embargo, indican gque la mayor cantidad de la enzima
se encuentra ‘en terminales presindpticas (Blinderman et
al 4 19783 Fonnum et al,1974), For inmunocitoguimica ha sido posible
demostrar la presencia de la BAD en terminales, cuerpos
celulares vy dendritas en varios sistemas y especies (Wu,1987).
GABA también se ha localizado inmunocitoquimicamente en
terminales, somas y dendritas en la rata (Ottersen & Storm-
Mathisen, 1984). »

El peso molecular de la GAD de ratén se determind a partir
de su volumen parcial especifico(v), como de B85000d vy por
filtracion en gel se obtuve el dato de B&OOO d. Al
ultracentrifugar a la GAD tratarla con guanidine =HCl yJ? -
mercaptoetanol 0.1 M se disocid en dos subunidades
indistinguibles con un peso molecular aproximado de 44000 cada
una. Posteriormente, estudios electroforéticos, han mostrado

bandas con un peso molecular de 15000, por lo gue se ha sugerido
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gue realmente sean & swbunidades minimas organizadas en 2
subunidades mayores (Wu,1976) .Existen reportes de que en la rata
Y el humano la GAD tiene un peso melecular de 140000
(Blinderman, 1978), &in embargo, ya gque log datos inmunoguimicos
sefalan la similitud de las enzimas, se ha achacado esta
diferencia a fuentes metodolégicaz (Sze,1?78).

Especificidad por el substrato,

Mediante ensayos radioisotépicos se han probado los 20
aminoicidos que se encuentran naturalmente, al igual que el -
cetoglutarato, como posibles substratos para la GAD, De todos los
que se probaron, tan solo el 1-({U-140) CDDH—CH?—&:ZCDOH
(adcido aspartico) mostrdé una actividad de aproximadamente e; 3%
comparada con la del glutdmico solo. La evidencia de que el
aspartico si fue verdaderamente descarboxilado provino por la
identificacion del producto como alanina. También se calculd por
radioactividad, la relacidn del CO2 formado con respecto a la
alanina encontrada y ésta fue de 1:1, es decir la misma relacidn
estequiométrica que existe entre el glutdmico vy el GABA
(W, 1976) . For tanto, la actividad de substrato observada con el
Acido aspéartico marcado debe atribuirse a la descarboxilacidén de
este &cido y no a contaminacién debida al glutdmico.

Valores de Km.

lLlos valores de KEm de la GAD para o1 acido glutamice,
substrato, y para el fosfato de piridoxal (PLFY; su co-enzima,
fueron obtenidos, para el ratdén, de upa grafica de Lineawaver-

Burk y fueron 0.7 mM y 0,05 uM respectivamente (Sieqel,

19813 Wu, 1976) .
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La inhibicidon competitiva obtenida con reactivos con
sulfihidrilo como DTNE (Acido ditiobis—(2-nitrobenzoico)) y FCME
(p—cloro mercuribenzoatn) sugieren la participacidén de un grupo
sulfhidrilo en o cerca del sitio activo. La inhibicidén por DTMBE
es independiente de la concentracidén de FLF, La icodoacetamida
inhibidé de 35 a 85% a concentraciones de 0,16 hasta 1.6 mM; el
Acido iodoacético, bajo las mismas condiciones, inhibid del 10 al
60 % (Wu, 1974).

Compuestos con grupo tiol. Se ha reportado que el acido 3-

mercaptopropidénico inhibe la actividad de la GAD en homogenados
cerebrales Yy que proveca convulsiones al Ser inyectado
intraperitonealmente en 1la rata. A una concentracion de 10mM
provoca una inhibicidn de la actividad enzimdtica del &5% 3 1los
Acidos 2-mercaptopropidnico vy 2 mercaptoacético fueron menos
eficaces., La inhibicién producida por estos compusstos fue de
tipo competitivo con respecto al glutamato, sus constantes de
inhibicién, Ki*s, fueron, respectivamente, de 1.8, 97 y 330 mM
(W, 1976) .

Agentes atrapadores de carbonileo. La enzima es muy sensible a la

inhibicién provocada por agentes atrapadores de carbonilo. De
estos, el mds eficaz es el Acido aminooxoacético (ADAR), con una
inhibicidén del 974 a una concentracidén de 0.1 mM. En orden
descendente como inhibidores de la actividad enzimdtica siguen:
hidroxilamina, hidrazina, penicilamina y semicarbazida (Wnh.1976).

Efecto de aminodcidos v _compuestos relacionados. Los aminoacidos

como el d-glutamato, d-l-hidroxiglutamato y d-l-metilolutamato,
demostraron ser inhibidores competitives con respecto al

glutamato para la actividad de la GAD; sus ¥i®s fueron de:
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0.9,2.8 y 6.2 mM. Con objeto de obtener una idea mas clara de la
estructura del sitio activo de la encima se estudid la inhibicién
de la GAD por &cidos mono y dicarbosxilicos para determinar la
distancia optima entre los dos grupeos carboxilicos en la unién de
los compuestos ¥y la enzima. El Acido glutarico fue. entre 1los
dicarboxilicos, el mas eficiente (Ki=3.5 mM); 1la inhibicién se
reduce al aumentar o disminuir la cadena de carbonos. Los adcidos
-cetoglutérico, fumdrico vy oxaloacético también actuaron como
inhibidores competitivos {(Wu,1976).

Efecto de iones. Se comprobé gue los aniones monovalentes

eran inhibidores débiles, =1 mas potente fue e1 5CN=- con 55 y 28%
de inhibicién a concentraciones de 10 vy 1 mM. El orden,
descendente, de eficiencia inhibidora para aniones monovalentes
es el siguente: BCN->I-2Br->Cl->F-. l.a inhibicién producida por
el cloruro es de interés, vya gue el efecto del GABA g aumentar
la permeabilidad de la membrana a éste ién. La inhibicién debida
al Cl- es de caracter competitivo y tiene una Ki de 17 mM. La
enzima también es inhibida por cationes divalentes, siendo su
orden de eficacia el siguenter ZIn>CdXHg»Cu, 1los gue fueron
agregados como acetatos en solucidn amortiguadora de {fostatos
(Wu,1974) .

También se han realizado estudios para determinar cual es el
pH- optimo para el funcionamientn de la enzima y se ha determinado
que éste se encuentra, en el casp del ratén, cerca de 6.5. Las
pruebas se realizaron usando soluciones amortiguadoras de fosfato

éjustadas a diferentes valores de pH (Wu, 1974,
Se ha reportado la presencia de GARA y de actividad de la

19




BAD en cantidades significativas en tejidos periféricos como son:
rifion, corazen, islas pancreadticas, el plexo mientéricoy el
oviducto. En  algunps de estos érganos, la entima  parece tener
propiedades biogquimicas e inmunoldgicas diferentes a las
encontradas en el cerebro, aungque la encontrada en el oviducto es
idéntica a la cerebral (Erdo,i985). Tal vez sea posible
relacionar las enzimas diferentes a la cerebral con la llamada
GAD I1 (Haber et al,1970) Aque se reportd se localizaba sn rifon y
gliomas humanps, pero cuya existencia fue puesta en tela de
juicio al no poder reproducir 1los resultados { Wilson et al,

1972 3 Prummond % Fhilps, 1974 ; Martin % Miller, 1976&).

REGULACION DE LA GAD

Desde hace bastante tiempo se sabe gue un decremento en los
niveles de FLF produce convulsiones (Minard,19467) Y una
disminucidn en la actividad de la enzima, la cual regresa a
niveles normales, medidos "in vitro" (Tapia,I1®78). "Tn vive" sa
observa‘ que los sintomas neuwroldgicos desaparecen al inyectar
piridoxkina (Roberts et al,1%851). Estudios tanto "in vitro" como
"in vivo" han proporcionado evidencia en favor de la idea de que
el fosfate de piridoxal tiene un papel fundamental en la
regulacidén de 1a actividad de la GAD y en su relacién con la
liberacidén del GABA (Tapia,15983).

Se ha concluido que existen dos tipos de actividades de la
GAD en el cerebro, una de las cuales depende del FLP libre vy
otra que es independiente del co-factor libre. Se sabe ademas
gque la Km para el glutamato es la misma para ambos tipos de

enzima.La relacidn en la actividad de ambas enzimas es de
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aproximadamente 2.8, 1lo que indica gue casi el 25% corresponde a
la actividad independiente de FLF y el 754 a la actividad
dependiente. Ambos tipos de actividad zon independientes entre si
y no se pueden interconvertir al cambiar las cantidades de
substrato o de co-enzima (Tapia,198%). Se ha reportado gque estas
formas de la enzima difieren en la sensibilidad a l& temperatura
y a la movilidad electroforética, aunque la distribucién total de
la enzima &5 igual a la reportada anteriormente con el método
radiométrico (Denner % Wu,1985).

La actividad de la GAD ha sido estimada en rebanadas de Gt
de rata y se ha visto gue tanto su actividad como la cantidad
de GABA sintetizado a partir de glutamato enddgeno aumentan
significativamente, al incubario en un medio depolarizante v gue
este incremento es funcién del tiempo. Se sugiere entonces que
la neuronas GABAérgicas pueden aumentar la sintesis de GARA  en
respuesta a una depolarizacién neuronal (Gold % Roth,1979).

La actividad de la GAD se encuentra regulada no solo por 1a
unidn con el substrato o la coenzima si po por una variedad de
mecanismos celulares. Asi, por ejemplo, en el lébulo dptico del
embridn de pollo los niveles de la actividad de la GAD pueden ser
reducidos al aumentar los niveles tisuwlares de GABA, vya sea al
inyectarlo directamente o al aumentar los niveles de GABA debido
a la inhibicién de la BGARA-T (Sze et al, 1°971), ‘También se ha
comprobado la existencia de un sistema de retroalimentacion de la
GAD en animales adultos, agui se ha observado que concentraciones
fisiolégicas de GABA ipactivan a la GAD convirtiéndola en -la

apoenzima (Porter & Martin, 1984).



El zinc inhibe a_la GAD. EI FLF ez &l co-factor de la GAD vy

requiere de In2+ para ser sintetizada a partir del piridoxal por
la fosfocinasa del piridoxal gue necesita del Zni+, por lo tanto,
el efecto de este metal sobre la actividad de la GAD es doble
(Baxter,19764).

lLa GAD wcerebral puede ser inducida; se han reportado
aumentos en la actividad de 1ls GAD al aplicar glutamato
(Kraus, 1968) resultade que no se ha podide reproducir
(Sze,1978). For otra parte, la acetilcolina tiene efecto sobre la
BAD  en la cortesa cerebelosa de ratén, aumentando su  actividad
durante el desarrnllo (Sze,1978).

Hasta el momento no se conoce el mecanismo de accidn de la
GAD, por 1o que se presentard una extrapolaciton sobre el
mecanismo de otras descarboxilasas. En varias de estas enzimas el
PLP se encuentra unido débilmente a un residuo lisil. EIl
mecanismo general, se supone, implica un atague electrofilico del
nitrogéno -—amino del aminoacido substrato, desplarando la wnidn
entre la enzima y g1 PLP formando una base de Schiff. Despuds de
la descarboxilacién y la liberacidén del producto se vuelve a
establecer la unidn entre la enzima y el PLF (Sze,177R).
2.2 LIBERACTOM Y CAFPTACION

La liberacién de GABA ha sido demostrada "in vitro" e "in
vivae", "In vitro" se han obtenide datps de liberacidén de GABA
usando sinaptosomas en los cuales se vie que la liberacidn
aumentaba al incrementar la concentracidén de K+ vy al inhibir 1la
GABA-T (Brove et al,19A2). Se han hecho también varios estudios
en rebanadas en las gue s ha comprobado la liberacién de GABA vy

en los cuales zse ha vistp el aumento en la liberaciéon por

mey
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depolarizacion por alto K+ y producida 2léctricamente  {(Yamamoto
et al, 19B4;0kada & Hassler, 777,

8¢ ha comprobado que existe una iaportante relacidén entre
la liberacidn de GARA y la presencis de Qe+, Asi Cuttler et al
(1271} reportaron gue un eedio sin calcioc aumentaba la libesracidgn
espontanea de TH-GABA en rebanadas de médula esvinal e rata,
obzervando que 1a ouabaina también aumentaba la liberacién. En
rebanadas de corteza de rata se ha reportado gue la liberarcidn de
IH-GABA aumenta al incrementar la concentracidn de ¥+ en el aedio
de perfusion. El efecto del calcio se nota, en este caso. sobre
la liberacidén inducida por potasio, ya gque la ausencia de Ca++ =n
el medio inhibia el aumento en la liberacidn dependiente de
potasio (Vargas et al, 1974). En rebanadas de SN de rata se ha
reportado que la liberacion espontinea de JH-GARA recidn
sintetizado aumenta con concentraciones de calcio menores gue la
presente en el medio fisioldgicoy por otra parte. en o1 mismn
trabajo se observd que, en ausencia de calcio, se inhibe el
incremento en la liberacion del GABA recién sintetizado causado
por la estimulacién con 30 oM de K+ en el wmedio de perfusidén
(Kemel et al, 1979, El aumento en la liberacion sspontdnea en
ausencia de Ca++ ha sido tambien reportado para el glutamate v =1
aspartato en rebanadas de corteza cerebral (Potashmer. 197R).

En general, se ha atribuideo el efecto en el aumento en la
liberacién basal en ausencia de calcio a un cambio en el
transporte dependiente de sodio del amino acido debido a una
alteracidn en &l gradiente sodio-potasio a nivel de la membrana

neuronal (Martin % Smith, 197%), Sobre el efecto en la inhibicidn

~
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en la liberacidn estimulada por potazio, indica que este idn es
necesario en el proceso que acople ia depolarizacidn con 1a
liberacién del neuwrotransmisor que se observa al llegar un
potencial de accidn a la terminal nerviosa.

La liberacion de BABA "in vivo", se ha demostrado usando la
técnica de la taza o copa cortical {(cortical cup). Al estinoular
eléctricamente en el interior del dispositivo (1.5 wA, 1 ms, 200
Hz) o en el cuerpo geniculado lateral se encuentra un aumento en
la liberacidén de GARN dependiente de calcio (Iversen, 1971).
También se ha reportado gue el aumento en la concentraciin de
potasio (50 mM) dentro de la taza aumenta la liberacidn de GARA,
glutamato vy aspartato, mientras gue si el incremento en 1a
concentracidon de K+ es fuera de 1a tara aumenta la liberacion de
GABA pero disminuye la de glutamato (Clark & Collins, 19748},
Empleando amino Acidos marcados se ha demostrado gue la
estimulacion cortical dinduce l1a liberacidn de tauwrina vy GABA
(Kaczemarek % Adley, 1974).

l.a liberacidn "in vivo" de GARA ha sido estudiada utilizando
técnicas en las que se perfunde el fluido cerebro-espinal. Asi,
se demostrd la liberacidn de GABA enddgeno en 21 cuarto
ventriculo en respuesta a la estimulacién eléctrica del cerebelo
(Dbata & Takeda, 19469).

La técnica do superfusidn continua tambidn ha sido coolea.
para estudiar la liberacidn "in vive” de GABA. En un  sorie O
euperimentos (Kemel et al, 1987 3 Kem- ' ot - DY A gdnul as,
una en cada Sty en cac. 8y Cogeictharon en gatas
anestetizados con haloiano - K cuales e widsd o dibecacion

de TH-GABRA r cuocidzado, de enbta fores o puadd observar gue
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afectue a través del talamo.

Empleando un modelo experimental similar se ha probado que
la estimulacién eléctrica en el St induce un  aumenta en 1la
liberacidén de TH-GABA en el BF ipsilateral y en el contralateral
(Besson et al, 1981).

Con 1a didlisis intracerebral se ha estudiado la liberacidn
"in vivo" de GABA en &l St, con lo que se ha demostrado el
aumento en la liberacién de GABA enddgeno al aumentar 1la
concentraci dn de K+ en el medio de perfusién (Tossman &
Ungerstedt, 1985), también se han realizado estudios sobre 1la
liberacién basal de GABA en ratas con lesiones hepaticas (Tossman
et al, 1983%).

En principio existen ciertos mecanicemos mediante los cuales

el efecto de un newotransmisor puede terminar después de haber



sido liberado de las terminales presindpticas; estos pusden ser:
1) Difusidn del espacio sindptico, 2) degradacidon a metabolitos
inactivos en el espacio extracelular y 3) transporte a elementos
tisulares cercanos para la subsecuente reatilicacién )
transformacion metabdlica, es decir, el fendmeno de captacidn.

Parece ser poco probable gque los amino Acidos sean
metabolizados en gran escala en el espacio extracelular (Curtis
et al, 1970), por 10 que el tercer mecanismo, transporte o
captacidn, puede representar el medio m&s general de inactivacion
de un neurotransmisor (Iversen, 1971).

Asi, para el caso de) GABA se ha demostrado la existencia de
un sistema especifico de captacién de gran afinidad (Dkada &
Hussler, 1973 3 Lancir et al, 1982) gue depende de sodio
(Wheeler, 1982).

Se ha descrito que el GABA es captado por varios tipos de
neuronas BGABAdérgicas (Hokfelt % Lijungdal, 1972) y células gliales
(Iversen & Bloom, 1972) y también posiblemente por células no
GABAérgicas (Belin et al, 1980). Sin embargo, la captacion parece
variar entre diferentes poblaciones neuronales. For ejemplo, las
neuronas estriadonigrales tienen una captacidn menor a la gue se
habia estimado en funcion de lo visto en estudios
inmunocitoquimicos a la GAD (Storm-Mathisen, 1975), mientras que
en la corteza cerebral el teRido a la BAD y la captacién de 3H-
GABA se encuentran en acuerdo (Neale et al, 1983);

Como se acaba de mencionar la captacién se ha observado en
cuerpos celulares, terminales y glia. La bicuculina inhibe la
captacién de GABA en las tres poblaciones, por otra parte, la

estricnina y la picrotorina tienen poco efecto en la cabtacidn,.




en la glia la captacidn Ffue estimulada por el Acido 2,4
diaminobutirico (Sellstrom % Hamberger, 197%9).

Se ha chservado que aungue se aumente la cantidad tntal  de
GARA, si la actividad de la GAD es inhibida ocurren convulziones
en la rata, 1lo gue sugiere gue es el GABA recién sintetizado el
que es liberado (Tapia, Sandoval & Contreras, 1975). Empleando la
técnica de superfusién continua se ha demostrado gue al
incremento producido por K+ en la liberacidn de GABA endégeno se
inhibe parcialmente si se agrega acido I-mercaptoprépionico en el
medio de superfusion (van der Hayden et al, 1980). Esto sugiere
que la liberacidn causada por depolarizacion es dependiente de la
actividad de la 6GAD, por lo gue el GABA liberado por estimulacidn
con alto potasio s el recién sintetizado.

Con la didlisis intracerebral es posible recolectar tanto el
GABA liberado ténicamente como el liberado por estimulacidn con
alto potasio, que posiblemente sea el recién sintetizado, es
decir, dque con esta técnica se puede medir el neurotransmisor
liberado directamente relacionado con la transmisioén sinaptica.

A lo largo de esta segunda seccion se ha revisado
informacién concerniente a la sintesis de GARA y a su liberacion.

Esta informacién es de gran importancia en este trabajo
porque indica qué paré&etros son relevantes para detectar
cambios en la actividad sinaptica del GARBA, vy la metodologia mas
“adecuada a emplear. También es relevante para la interpretacion
de los resultados y, en general, para ayudar a una mejoy
kcomprensién de los mecanismos bdsicos del. funcionamiento vy

regul acién de este neurotransmisor.
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GAD = Glutamato descarboxilasa

GAEBA-T = BGABA transaminasa

SSADH = Deshidrogenasa del semialdehido succinieo
Blu zin = Blutamino sintetasa
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TOFUNCTION DEL GABA EN LDS GANMGLIOS BASALES

La descripcién anatdmica vy bioguimica poar  s1 misma, no
importa cudn detallada sea, 3sd6loc ofrece una parte de la
informacion que se requiere . Para completar la informacidn es
necesario conocer la funcidn de cada estructura individualmente
y» como es este casc, la relacidén de un neurotransmiszor en la
funci én del sistema.

En esta seccidn revisaremos algunas condiciores patoldgicas
que proporcionaron leos primeros datos de la relacidn que guardan
los ganglios basales con la conducta motora. Fostericormente gse
analizaran varios experimentos conductuales que han proporcionado
importantes datos tanto relacionados con la funcion del GABA  en
los ganglios basales, como sobre la funcidn de las diversas
estructuras, consideradas individualmente. También se describirdn
cudles pueden ser las vias empleadas en la conduccidén de la
informacién wotora. Se mostrard evidencia gue apoya la idea de
que la informacidén motora relacionada con la estimulacidn  de
los receptores dopaminérgicos del Bt ee transmitida por las vias

eferentes GABASrgicas hacia centros motores.

3.1 ENFERMEDADES Y DESORDENES ASOCIADROS

Las alteraciones motoras que se han observado relacionadas
con danos a los ganglios basales, puesden agruparce dentro de tres
grupos principales: a) Bradicinesia, es decir, dificultad para

iniciar el movimiento, b) Cambio de tono vy = Movimientos

29



involuntarios, tales como temblores o corea.

Dg ectas enfermedades, dos pueden relacionarse claramente
con alteraciones on 2! metabolismo del GAEA y sony  la enfermedad
de Farkinson y la corea de Huntimgton.

Enfermedad de Farkinson

La llamada enfermedad de Farkinson fue descrita por primera
vezr por James Farlkinson en 1817. Sus principales sintomas  sons
temblor ritmico en reposo, rigidez y una gran dificultad para
iniciar el movimiento (Denny-Brown,1762). Debe, sin emsbargo,
hacerse notar que en la enfermedad de Farkinson no se  encuentran
defectos en la sensacion, ni problemas cognoscitivos o de
memoria, sino hasta estadoz muy avanzados de la enfermedad, en
que otras 4reas se encuentran ya afectadas (Marsden, 1980,
Anatémicamente, en estudios postmortem, es peosible ver una
marcada degeneracidén de la 5N en las personas aguejadas de esta
enfermedad. Este mal se caracterica por un marcade descenso en
los niveles de dopamina en el St, debido a la degeneracidn de la
proyeccién  dopaminédrgica nigro-estriatal y un notable descenso
(50%) en la actividad de la BAD en la BN, GF y 5t, estous efectos
s2 han encontrade tanto en la rata lesionada con &—-0HDA como  en
pacientes humanos (Hornykiewicz et al, 19745 Fopp et al,1983). Es
por otra parte, interesante notar gue pacientes tratados con L-
DOPA como fArmaco para la enfermedad de Parkinson, muestran un
aumanto en la actividad de la GAD, que es proporcional al tiempo
de tratamiento durante el que se les ha administrado 1la drooga
(Hornykiewicz et a1,197b{.

Habiendo eliminado el factor hereditario como causa de esta

ol



enfermedad, no se tenia ninguna explicacidn de cudl podria zer =zu
origen. Actualmente debideo a uwna serie de civcunstancias
fortuitas, =& bha reunido bastante evidencia que indica que 1la
enfermedad  puede zer causada por el METE (Jametil-4.feonil~

una toxkina

1,2,5,6,tetrahidropiridina)  quo se ha demostrado,
especifica para las neuronas dopaminérgicas de la SMC vy, 1a cual,
se ha empleado como un mod2lo animal mucha mds adecwado que &l de
la A-OHDA (6-hidroridopaminal) ya gque , aparentemente, no afecta a
hinguna otra catecolamina y se puede aplicar de una manara
sistémica, evitando asi la lesidn estereotdnica. 58 han reportado
casos de pacientes que han tomado una dosis considerable de ésta
droga y gque han desarrollado sintomas muy parecidos a los de la
enfermedad de Parkinson pero en periodos muy cortos. FPor otra
parte estudios epidemiolégicos  han relacionado una alta
incidencia de la enfermedad en regiones industrialirzadas en las
que se pliensa el MFTF podria ser un contaminante atmosférico, es
por eso, que la toxina se estd empleando actualmente como un
modelo experimental en animales pero tapbién se piensa gque pueda
relacionarse con el origen de la entermedad (Langston et al, 1983
3y Lewin, 1984).

Corea de Huntington

En 1872 George Huntington dio a conocer las observaciones
~ que ¢l, su padre y su abuelo habian hecho en ciertas familias due
vivian en un pueblo en el estado de Mueva York., Este grupo de
personas tenia una enfermedad caracterizada por tres sintomas
principales: ser hereditario, la presencia de wmovimientos
espasmédi cos involuntarios y la aparicion de demencia (Havden, 1783).

Los estudios realizados en suijetos con esta enfermedad



muestran una gran degeneracidn y pérdida neuwronal en =1 St, en el
cual, las células mas pequeias, caracterlizadas como interneuwonas
BABAérgicas vy colindrgicas son las mds afectadas. Se localizan
pérdidas celulares en la SN y, en los casos mads graves, e ha
reportado pérdida celular en el lébulo temporal, STH v ndcleo
centromediane del tadlamo (Spokes,1981).

En 1973 se reportd que habia urna reduccidn significativa en
los niveles de BGAEA en el ndcles caudado, putamen, GF, SN vy
cortezra occipital de personas con esta enferaedad  (Ferry et
al, 1973%). Desde entonces se ha podido probar gque los niveles de
6AD disminuyen, al igual gue loe de la colin acetiltransferasa
(CAT)Y, en &l St de pacientes { Spokes,I1?81). Se han realizado
estudios sobre la cantidad de receptores a GABA y a
acetilcolina, que indican claras disminuciones con respecto  a
los controles (Enna,1974). Los datos aportados por diversos
grupos de investigadores sobre el descenso de la GAD en el &t,
hablan de bajas de 45 hasta el 85X vy del 956% para la CAT.
Asimismo se reporta una disminucidn del &9% de la actividad de la
GAD en la SN en humanos (Spokes, 19813Enna,1974). Se estima que la
reduccidon de la actividad de la GAD en el GF puede deberse tanto
a la degeneracidén de las cédlulas GARAdrgicas ahi presentes como a
la destruccidn de las neuronas BABAdrgicas gue proyectan desde el
St.

Fara esta enfermedad se ha desarrollado un modelo animal
cbnsistente en la inyeccidén intraestriatal de Acido kainico. Se
ha reportado que esta toxina solamente destruye los cuerpos

celulares y no las fibras de paso, por lo gue produce efectos



anatémicos, hiztoldégicos Yy  bhioquimicos, aimilares a log
observadoe en tejido postmortem de pacientes con =sta enfermadad

(Coyle % Schwarcz,1%76).

1
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Btros desérdenecs asociados con los qanoglios basal

Otras enfermedades tambidn vrelacionadas con los  ganalins
basales san }as que, brevemente, so discuten a continuacidn,

La corea de Sindenham se conoce lambién como ctorepa menor o
corea infecciosa. Se presenta a edad temprana, {frecuentemente
después de padecer fiebre reumatica. Los desdrdenes del
movimiento son similares a les observados en la corea de
Huntington. Mo se han realizado muchos estudios postmortem. por
lo cual adun no es clara su fisiopatolugia (Brodal,1981),

Los sintomas cliricos invelucrados en la atetosis doble
afectan especialmente las manos, 1la boca y el cuello; 1los
pacientes también muestran rigidez. En cuanto a su fisiopatologia
se ha observado en estudios postmortem, que el segmento externo
del putamen presenta un tono jaspeado en ambos ladosy  como causa
de este trastorno se menciona la anoxia durante el nacimiento
(Denny~Brown, 1963) .

La discinesia tardia, es un desorden motor que ze manifiesta
por movimientos involuntarios, especialmente se vern afectados los
grupos musculares facio-lingio-bucales. Es un desorden inducido
médicamente, ya gque es causado por un tratamiento prolongado con
drogas. antipsicdticas, las cuales bloquean 1la transmisidn
dopaminergica (Carleson % Linquist,I1?6T. Ein embargo también se
ha reportado que esta enfermedad se presenta en sujetos de edad
avanzada, los cuales nunca recibieron tratamiento antipsicético

(Blowers, 1983) .



El sindrome de Hallervorden-Spatz, s un desérden {frecusnte

c caractesricza

gque afecta principalmente a nifos vy adolescentes,

tremidades, precedida por

por  una progresiva rigider de las
movimientos coreicos, atetosiz y micclonus. Se presentan también
atagques epileépticos y deterioro mental. Be ha observade una
pérdida de células, gliosis y pigmentacidén anormal del B y de la
SNR, asi comp también depésitos anormales de hierro en esta
estructura (Denny—-Brown, 1942; Seab, 19873).

.a enfermedad de Wilson es conocide tambidn como degeneracidn
hepato-lenticular, 1a eticlogia de esta enfermedad es un  error
congénito en el metabolismo, que se traduce en una acumulacidn de
cobre, unido a proteinas, en diferentes drganos, principalmente
en el higado v en los ganglios basales, siendo el putamen la
estructura mas afectada. Ezta enfermedad se caracteriza por una
progresiva  rigidex, temblor, cirrosis hepatica ¥y hepatitis
recurrente (Denny-Rrown, 1962) .

La etiologia del hemibalismo consiste una lesidn vascular
unilateral del niclen subtaldmico. Se caracteriza por
movimientos involuntarios vy violenteos de la pierna y brazo
contralaterales o la lesidén, asi como también del tronco vy el
cuello. A veces los movimientos anormales son restringidos a un
brazo o a una pierna (monobhalisme), siende frecusentemente el

brazo la parte mads afectada. BSe presenta hipotonia vy pérdida de

la fuerza muscular (Denny-Brown, 19625 Bradley, 1984},

El estudio de enfermedades relacionadas con los ganglios

basales, tanto de sus sintomas como de lo que no es afectado por



la enfermedad, ha sido de gran utilidad para presentar un modelo

de la funcidn de ezte sistema.

i

Se podria conziderar simplificando =1 sistema, que los
ganglios basales tienen dos Areas: una de laz cuales seria
receptora, el Bt, la cual enviaria instrucciones a posibles Areas
motoras ejecutivas, es deciv al GF y a la SM. El St recibiria asi
informacidn aferente de la corteza y de los ndcleos talamicos
sensoriales, la cual organizaria somiticamente y a partiv de la
cual elaboraria wun plan que indicaria no solamente cédmo  actuar,
sino dénde y cuando. Esa informacion seria entonces transferida
al GF v a 1a SN que se encargarian del cémo actuar, es decir, de
escoger qué misculos activar, cudles suprimir, por cuanto tiempo

y en qué secuencia (Marsden, 1980).

Z. 2 EXFERIMENTOS CONDUCTUALES

Al  parecer se han desarrollado un importante numero de
evidencias experimentales que indican gue el GABA es el  mediador
de conductas motoras dependientes de la estimulacidn de 1los
receptores dopaminérgicos en gl St.

Gracias a estudios anatdmicos de lasz conexiones del St, se
ha proporcionado evidencia de gue esta estructura estd localizada
en una posicidn clave como una unidad integradora en el sistema
de los genglios basales., El St podria entonces ser capaz de
influenciar y modular funciones de la corteza, el cerebelo y el
talamo - (Brodal, 1981). Como ya se ha discutido. recibe una
inervacidn masiva de 1la corteza, vy también se sabe qgue el

cerebelo vy el 5t tienen importantes proyecciones al  tdlamo, el
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cual puede influenciar la elaboracidn cortical de la  actividad
motora. La evidencia conductual tambidén indiza gqus el GABA =g de
gran importancis en la expresidn conductual relacionada con la
estimulacién de los receptares depamindérgicos {(Scheel-Hruger,
1982) .

Un modelo gue ha sido de gran utilidad en estos estudios as
el desarvollado por Ungerstedt en 1971, en este trabajo se
destruyeron las células dopaminérgicas de la 8N, unilateralmente,
por medio de la inyeccidn estereotasica de la newotoxina
selectiva a neuronas dopaminergicas 6-0H dopamina (&-RQHDA) 3
posteriormente se inyectd apomorfina  (agonista  donaminérgico)
sistémicamente vy se observd uvna conducta de giro contralateral
al sitio de la lesidn, que se atribuyd a« la hipersensibilizacidn
de 1os receptores dopaminérgicos en el St {(Ungerstedt, 1971 b vy
¢). La hipersensibilidad es debida a un incremento en la cantidad
de los receptores, asi como por un aumento en su afinidad por el
ligando, que es causada por la disminucidn en la cantidad de
dopamina disponible (Feurstein,1921). Esta es una importante
evidencia de la existencia de conductas motoras dependientes de
dopamina en el St, vya que el giro contralateral habla de uwna
mayor actividad neuronal en el  ladoe supersensibilizado. Un
experimento interesante que comprueba el hecho de la mayor
actividad de la dopamina en el lado opuesto al giro, consiste en
entrenar ratas a girar en un seolo sentido. Durante la expresion
conductual se midid la liberacidon "in vive" de dopamina, viéndose
que era significativamente mds alta en el lado contrario al giro
(Yamamoto et al, 1982}, Este experimento resulta interesante va

que no se lleva a cabo ninguna lesién ni tratamiento



ta A menos
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farmaceoldgico, por lo que la preparacidn 2s  gsul
manipulaciones y, por tanto, a una zituacidn mis real.

Los experimentos conductuales gqus involucran la lesidn o la
estimulacidn de ura  sola estructura, han sido  wne fmportante
herramienta para dilucidar qué sstructwras participan en la
expresion conductual por estimulacidén del receptor dopaminéraico.
For lo tanto, e examinard la evidencia exwperimental gue bhan

aportado:

Estriado

Se sabe que la inyeccidn intracaudal de drogas
dopaminérgicas o© la estimulacidn eléctrica de la wvia estriado-
nigral, producen giros en direccidn opuesta al lado de mayor
actividad dopaminérgica (Ungerstedt et al, 19693 Arbuthnott %
Crow, 1971)., También se ha visto que la destruccién de la via
estriado-nigral, en animales previamente lesionados con &-0HDA,
inhibe la conducta de giro inducida por apomorfina (Marshall &

Ungerstedt, 19773 Garcia-Mufoz et al, 1977,

Globo Falido

S92 han realizado euperimentos farmaccoldgicos en &1 GF aque
han mostrado su relacién con la conducta motora. La inyeccidn de
muscimol ( agonista GABRergico) en eoste nacleo produce catalepsia
que dura hasta dos horas, pero gue es revertible por la
aplicacidn de antagonistas al GARA, como la pi:rotoxina} Este
efecto ez bifasico y dependiente de la dosis, vya que a dosis
mayores de S0 ng de muscimol, en la parte ventral del GF, se

produce una catalepsia corta, de S & 10 min, que es seguida por



un  periodo en el que la rata muestra una alternancia de estados
cataldpticos y de excitacidén. (Sehell-Kriger et al, 1981b). La
inyeccion unilateral de muscimol también tiene efectos bifdsicos
ya que se alternan la asimetria postural ipsilateral con la
contralateral (Schell-kriger et al, 1%78lary. La aplicacion de
muscimol en el Sty en la regidn cercana al GF, tambi#én tiene un

efecto cataleptogénico (Scheel-FHriger et al, 198ib).

Nigcleps Entopeduncuwlar v Subtalamico

Otra importante via de salida de log ganglios basales es la
que se origina en el EP; al mismo tiempo, la wvia St-EF =ze
encuentra muy relacionada anatémicamente con la via estriado-
nigral ademds de gue ambas contienen GABA. Asf, en 21 EF, la
inyeccidn bilateral de muscimel, induce uﬁa conducta casi iqual a
la producida por la inyeccidn sistémica de agenistas
dopamindrgicos, e inhibe la catalepsia provocada por (=33
haloperidol tantagonista al receptor dopaminergico). Por otra
parte, la inyeccidn de picrotoxina en EF produce sgdacidn vy
catalepsia (Scheel-Krilger, 1981b).

La inyeccidn de muscimol en el STH tuvo efectos similares a
los descritos péra EF, lo que sugiere que los agonistas
dopamineérgicos actdan bajo el mismo mecanismo que la inyeccién
local de muscimol. Se podria sugerir =ntonces gue =n este caso
también se activan los sistemas descendentes de salida del St gue
son mediados por GABR, como =1 St~EF; St-GF3 GF. Mas adn, el giro
contralateral inducido por apomorfina en sujetos lesionados con
&-0HDA  se convierte en ipsilateral si se inyecta picrotoxina  on

el EF o en 21 STN ipsilateral a la lesidn (Scheel-kruger et al,



1981h) .,

Substantia Nigra

l.a aplicacian bilateral intranigral de bloguecadores
GABAérgicos, como picrotorina vy bicucuwlina, producen un  estado
cataténico que no se puede revertir por la aplicacién de
agonistas a la dopamina (DiChiara et al,1978), Se ha comprobado
que la inyeccion unilateral de bloqueadores a GARA, =n  la SN,
antagoniza la conducta de giro producida por por apomnorfina
cuando esta inyeccidn ha sido ipsilateral a una lesidn pravia con
6-0HDA (DiChiara et al,1978).

Se sabe que la inyeccidn bilateral de agonistas GABAédrgicos
en la SM produce conducta esteriotipada. También a la
administracidn unilateral de agonistas GAENérgicos induce giro
contralateral (Scheel ~Fruger et al 1981a5Arnt % Schesl-
Kruger,1279). Estos efectos son producidos independientemente de
la dopamina, apmyandn la hipdtesis de qgue en esta cadena de
estructuwras, el GABA es un paso mads alld de los receptores
dopaminérrgicos.

Se ve, por lo tanto, que la funcidén de los receptores

P

dopaminérgicos en el St podria ser la de activar la wvi
descendente estriado-nigral. Para apoyar esta hipotésis sze ha
comprobado gque la apomorfina aupenta la utilizacidn de GABA en la
8N y que los antagonistas dopaminérgicos la disminuyen (Pérez de

la Mora % Fuxe, 1?77; Scheel~Kriger, 1981ib}.

Talamo
Para ver de qué forma se relacionan las salidas GARAérgicas

de. la SN con la conducta motora, se han hecho wperimentos

oA
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conductuales en el t&lamo vy en sl coliculo superior.

La inyeccidén unilateral intrataldmica, de picrotosina en los

fi

nacleos ventromedial (VM) y parafascicoelar (Pf), produce amplios
giros contralaterales (Kilpatrick et al, 19813 Zainos et al,
1984). La inyeccidn de muscimol induce giros cortos en  sentido
ipsilateral a la inyeccidn, ecsto es, en el sentido opuesto a los
giros inducidozs por la aplicacidn intranigral de muscimel
(kilpatrick et al, 1281) . La inyeccidn bilateral de wmuscimol
produce catatonia en la rata (Zainos et al, 1984 ), For Altimo,
la destruccidn va sea por Acido kainico o por electrocoagul acién
del VM, o bien la aplicacion irtratalamica de muscinol elimina la
conducta de giro producida por la aplicaciédn intranigral de
muscimol (Kilpatrick et al, 1981). ta conducta de giro provocada
por apomorfina después de una lesidn de 6~0OHDA es inhibida por la
lesién ipsilateral de WM (Barcia-Mufoz et al, 1983). Tambidén se
ha visto gque la estimulacién con apomorfina en el 5t provoca un
aumento en el disparo de las células del VM y gue este efento
560lo se puede evitar lesionando la 8N, pero no el BF o el &P
(Fatifo & BGarcia~MuRoz, 1285 .

Estos resultados indican en general que €1 tialamo se
relaciona con las conductas motoras dependientes de la
estimulacion dopaminérgica estriatal, y qgue el wmecanismo de
accion es GABAérgico, ya que sS& puede manipular
farmacol dgicamente con agonistas vy antagonistas GARNérgicos.

Ademas sedalan que la SN es un relevo en essta cadena.

‘Coliculo Superior vy Macleo Feddnculo Fontino,

Se ha visto que la destruccids de las capas superiores del
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colicule superior en animales previamente lesionados con &~NHNA
en el mismo ladoy, no inhibe la conducte de girc producida  por
apomorfina (Garcia-Mufor et al, 1982), Fero si 12 lesidn  se
realiza en las capas inferiores del coliculo superior, 3se puede
inducir giro por estimulacidn de receptores a dopamina  (DiChiara
et al, 1979

l.as lesiones del ndcleo pedinculo pontino aungue inducen una
leve asimetria y giro por estimulacidn con apomorfing, ne inhiben
la conducta de giro inducida por lesién con &-OHDA (Barcia-Muioz,
et al, 1982).

Gi se unen la informacidn anatémica y elecirofisioldgica que
demuestra la existencia de la proyeccidn GABAéraica nigro-
taldmica con los yperimentos conductuales, se puede concluir
gue la via nigro-talamica se relaciona con  la mediacidn
GABAérgica de las conductas motoras dependientos de dopamina, mas

que las proyecciones descendentes de la SN.

3.3 CONTROL DE LA NEUROTRAMSMISION

Si bien la dopamina es el newotransmisor responsable de la
éctivacién de una posible cadena de estructuras, es importante
saber cComo ejerce su efecto en el St.  Se ha considerado gue 1as
proyecciones nigro-estriatales hacen csinapsis con  interneuronas
colindrgicas del St y gue éstas son un relevo hacia las células
de salida. Esta hipotésis se apoya en bases histolégicas (Hattori
et - al, 1976) y también en el hecho de que las drogas
anticolinérgicas reducen el efecto de los neuroiépticms en la

utilizacion de dopamina (Bartholini, 1280), AdemAs, la
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utilizacidén de la acetilocolina es sensible a estaz  drogas
(Bartholini, 1980), 8e conocce tambidén evidencia anatdnica aque
indica gque sobre neuronas identificadas  inounocitooudsicamente
como colinérgicas, se encuentran terminales nerviesas en
degeneracion, dos dias despues de la inysccion intraventricular
de &-0HDA (Hattori, et al, 1974). Los trabajos gue sugieren una
conexivn entre células que comntignen dopamina v las de
acetilcolina han sido puestos en duda recientemente. En el
trabajo de Freund et al, C1R84) se indica gue el antisuero usado
por Hattori et al, (1976) no es especifico para la colina—acetil-
transferasa, por 1o gue consideran gque la conclusion obtenida por
este grupo no es valida., Por otra parts, baséndose en 21 efecto
sobre la actividad de la GAD y la acumulacidn de GARN también se
maneja la idea de gque este relevo sea llevado a cabo por
interneuronas GABASGrgicas en 81 St  (Gale & Caswu, 19813,
Recientemente también se ha presentado evidencia anatédmica, que
indica gqgue las neuronas dopaminérgicas de la 8N hacen sinapsis
directamente sobre las espinas dendriticas de las células
espinosasy estas células son de tamafo medio y proyectan a la 8M
(Freund et al, 1984}, Este tipo neuwronal ha sido identificado,
como se vio en la Seccidn 1.2 como GABAdrgico (Jessel et al.
1978) . La denervacidn unilateral de las aferentes
dopaminérgicas al &t, vya sea por lesiones con 4~0DHDA o por el
corte de las fibras nigro-estriatales, produce un aumento en 1a
actividad de la GAD en el St luego de un periodo de 4 semanas en
13 rata (Gale % Casu, 19813 Vincent et al, 1278:. En ratas asi

denervadas, si se les inyetta gama-vinil-—-GAERA (BVE), un inhibidar



de la GABA-T, se nota una gran acumilacion de GABM en el estriado
(Gale % Casu, 1981).

Ambos experimentos indican que la +alta de transmisidn
dopaminérgica en el 5t induce un aumento de GABA con el mismo. De
aqui se puede concluir que la inervacisdn dopamingrgica en el St
ejerce una accidén inhibidora sobre células estriatales aque
contienen GABA.

La relacidén que existe entre los diverzos newrotransmisores
en el S5t es bastante compleja. Uno de los principales puntos a
investigar ha consistido en saber si la libheracién de dopamina es
controlada por un mecanismo de retroalimentacidn nigro-estriado-
nigral o si es controlado por autorreceptores, 0Otro punto de
interéds ha side la relacion entre diversos neuwrotransmisores en
@]l St. En 1943 se sugirid que el efecto de los neurolépticos en
el metabolisme de la dopamina era la produccidn de un aumento en
la utilizacidén de la dopamina debida al blogueo de sus receptores
(Carlsson % Lindguist,1963). Comp en esa época ya s aceptaba la
existencia de las conexiones nigro-estriado-nigrales, se impuso
la teoria de gqgue existia un mecanismo de retroalismentacidn
negativa cerrada, en el cual la accidn de la dopamina en los
receptores del St activaria la salida de GAREA del St & la 8N la
cual a su vez, regularia el metabolismo de la dopamina. Ezste
modelo tenia informacidon que le favoreciay entre ésta,  se
encuantra el hecho de que la inyeccidn de GAEA en la SN disminuye
la utilizacidn de dopamina y gque la aplicacién iontofordética de
GAEA sobre las neuronaé dopaminérgicas en la SN inhibe su disparo
(Aghajanian & Bunney, 1972). 8in embargo, se ha encontrado gue la

destruccidn de las fibras estriado-nigralezs no afecta la
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utilizacién de dopamina =2n el estriado, ni el incremento en 1a
utilizacion después de la aplicacidn de haloperidol (Barcia-Mufo
et al, 19773 Tulloch et al, 19782).

Estudios recientes con la técnica de microdidlisis
intracerebral han confirmado =1 control presindptico de la
liberacidgn de dopamina observade en estudios  "in vitro”
(Zetterstrom % Ungerstedt, 1984 ; Zetterstrom et al, 1985),.

Se habia observado en rebanadas gque la aplicacidn de dosis
bajas de apomorfina disminuyen la liberacidn de dopamina exdgena
en el estriado hasta en un 50% (Farnebo & Hamberg, 1971 . Ahoras
se ha visto "in vivo" que 1a docis de apomorfina debe aumentarse
10 veces para eliminar completamente la liberacidsn {(Zetterstrom &
Ungerstedt, 19845, For otra parte se ha visto que ila
administracién subcutanea de sulpiride, haloperidol y cis-
flupentixol en ratas disminuye la liberacidén estriatal de
dopamina endégena (Zetterstrom et al,198%). Estos trabajos
indican que la liberacidn de dopamina en 2l St se encuentra
controlada, aungque no totalmente, por avtoreceptores gue e
ancuentran en las terminales de las aferentes nigrales. For otra
parte parece gue la substancia-F podria estar relacionada con
esta regulacidén, vya que se ha observado, que si se inyectan
antagonistas al péptido en la SN, =g puede evitar 1a activacidn
de la tirosina hidroxilasa causada por la inyeccidn sistémica de
haloperidol lo que sugiere gue la substancia-P nigral pusde
tener un papel importante en la activacidén de las neuronas
dopaminérgicas que proyechtan al 5t (Melis % Bale,1984).

H
Se ha reportado que agonistas muscarinicos y nicotinicos
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aumentan la liberacidn de dopamina en rebanadas de St de rata
(Giorguieff et al, 1977} w que et necesaria la presencia  de
antagonistas colinédrgicos de ambos  tipos para eliminar
completamente el efecto producide po la acetilcolina
(Giorguieff-Chesselet et al,197%a), 1o gque sugiares gque aobos
receptores colinérgicos s& encuentran relacionados  con la
liberacidn de dopamina, pero gque este efecto no  involucra
actividad nerviosa, ya que no es blogueado por  tetrodotoxina
(TTX) (Biorgquieff et al,1977a), Esto sugiere que la acetilcolina
actue directamente sobre las terminales dopamindrgicas. Sin
embargo, se ha visto que el namero de sitios de unisn a  (ZH)
atropina disminuye a los 7 y 14 dias posteriores a una lesidn con
6-0HDA, pero que a los 20 dias vuelve a sus valores control (Kato
et al, 1978). Esto indica un fendmeno compensador en el St. pero
también sugiere que los receptores colinérgicos no se  encuentran
en las terminales dopaminérgicas.

For otra parte, se ha visto, que la apomorfina aumenta la
utilizacisén de la acetilcolina sn una formna dependiente de la
dosis (Langnickel et al, 1987, lo que indica una relacidn entre
la aferencia dopaminérgica y las interneuronas colindrgicas.

"In vitro", ha sido posible probar gue los opidceos
aumentan la liberacién de (ZH) dopamina y se cree gue este efecto
estéd mediado por una accidn sobre los receptores delta (Lubetzhy
et al,1982). En general la idea gue se tiene 5 que los dpiaceos
enddgenos y, tal vez, la encefalina estriatal, pusdan regular la
transmisidn dopaminérgica en el 5t actuando sobre receptores
Jque se encuentran en las terminales dopamindrgicas.

Después de la degeneracidén unilateral de las neuronas




dopaminérgicas nigro-estriatales producida por la  &-0HDA se
observd un descenzo en los sitios de unidén  ~adrendrgicos, lo que
sugiere que se encusntran on las terminales nervicsas  estriado-
nigrales (Reisine et al, 1272. PFozteriormente sz comprobé
que la aplicacidn de isoproterencl incrementaba la liberacidn de
(3H YDA y que esto es independiente del blogueo con TTY, lo due
sugiere que la noradrenalina moduwla  presindpticamente la
liberacién de dopamina (Reicsine et al, 1982).

Sobre el efecto de log amincdcidos se ha comprobado gue el
glutamato aumenta la liberacién de dopamina exdgena en rebanadas
de 5t de rata (Biocrguieff et al,1977b), también "in wvive", va
que se encuentra un aumento en la liberacidn de IH-deopamina
usando la canula de superfusioen continua al estimul ar
eléctricamente en la corteza (NMieouwillon et al, 1978). La glicina
y &1 GABA también aumentan la liberacion de dopamina recién
sintetizada en rebanadas de St de rata (Giorguieff et al, 1978;
Giorguieff-Chessslet et al, 1979h) ., Otro grupo reporta gue. en
rebanadas de St de rata, el GABA a altas concentraciones aumenta
la 1liberacidn de dopamina exdgena y que disminuye la liberacidn
de acetilcolina recién sintetizada. Se suwgisre que =1 efecto del
GABA decrece de la parte frontal a la cauwdal, es decir, de
acuerdo con la distribucidén estriatal del BABA. Estos autores
proponen gque, de hecho, el efecto del GARA sobre la dopamina es
indirecto vy que la causa real es la disminucién en la liberacidn
de ia acetilcoline producida por el GABA, due elimina la
inhibicidn que este neurotransmisor tiene sobre la dopamina

(Etoof et al, 1979),
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Usando la didlisis intracerebral se ha vizto gue ]
pergolide, antagonista dopaminérgico, provoca  un  importante
decremento en la libeoracidén de GARA en sl St, mientras gue  1a
apomorfina no tiene efecto. Ezte experimanto sugiers que  log
receptores dopaminérgicos se encuentran funcionalmente unidos a
las neuronas GABAdrgicas (Tossman & Ungerstedt, 1983).

En esta seccidn hemos visto cuan compleias  son 1ag
relaciones entre los diferentez neurotransmisores en 21 5t y gue
la informacién es, ocasionalmente, contradictoria. Sin embarao.
se ha visto que varias substancias tienen efecto sobre la
liberacidén de dopamine. Se sugiere que el control de la actividad
sindptica de la dopamina, se ejerce primordialmente a nivel
presinaptico sobre receptores y awtoreteptores localizados en las
terminales nerviosas de las eferentes nigro-estriatales. De 1;
relacion dopamina-GABA, a partir de los datos gque se han
analizado se desprende que funciona en ambos sentidos. Asi, 1la
pérdida de 1la inervacidn dopaminérgica en el 5t produce un
aumento en la actividad de la GAD (Yincent et al, 11978; Gale %
Casu, 1981) y un aumento en la acumulacidén de GABA (Gale % Casu,
1981), lo que sugiere un control inhibidor de la dopamina sobre
las células GABMérgicas. For otra parte, el GABA también ejerce
control excitador sobre la liberacidén de la dopamina (Giorguieff,
1978y Stoof et al, 1979, 1lo que indica la existencia de un
sistema de retroalimentacién local.

Con estos datos se puede proponer gue el control de la
liberacién de la dopamina en &l St es un fendmeno local regulado
presinapticamente. De acuerdo a los estudios conductuales

revisados aqui, se puede proponer que la salida estriado-nigral
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tiene una funcidn de salida motora, en la cual la misma SN =25 un
relevn hacia estructuras gque no pertenecen 1 sistema de los
ganglios basales.

En este trabajo se estudid la posibla cadena GAB&drgica que
serviria de salida a la informacidn dopaminédrgica proveniente de
la 8Ny cual puede ser el efecto que tiene la dopamina en la
regulacidn de la células GABALrgicas estriatales. Tomando en
cuenta los aparentes cambios plasticos que suceden LOmo
consecuencia de la lesidén con 4&-OHDA en este estudio. a
diferencia de anteriores {(Vincent et al, 1978 : Gale and Casu,
1981) se decidié medir la actividad de la OGAD a diferentes
tiempos y en varias estructuras diferentes. Los estudieos "in
vivo" nos permitieron estudiar el efecto de la degeneracidgn
dopaminérgica sobre la liberacidén de GARBA y observaer los efectos
bilaterales de la lesidon, empleando una técnica nueva en  un
modelo en el que no se habian realizado experimentos de

liberacidn.
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1. INTRODUCCION.

TI SECCION EXPERIMENTAL

Existe evidencia anatémica gque muestra la existencia de una

via dopamninérgica nigro-pstriatal (Ungerstedt 1971a).

Se probone

también que las eferentes GABAArgicas del St se relacionan con la

conducci én de la informacidén motora

estimulacidén de los receptores a dopamina (Echeel~Kruger, 19823,

dependiente de

la

Exigten sindromes clinicos en los gue se han  detectado

alteraciones en las concentraciones de dopamina,

actividad de la GAD en lo

(Ferry,197%:Hornkiewicz, 1974).

S

de GARAN v en la

ganglios basales

Morfoldgicamente se ha demostrado la relacién que existe

entre las terminales dopamindrgicas estriatales y las células qgue

proyectan bhacia la 8N (Freund et al,19%4)., Es también

conocido que la actividad de la GAD en e
carencia de aferentes dopaminédrgicas
al,1978;3Gale % Casu,i1981) vy, que comb se
libheracion, eniete upa interaccian
dopamina (Stoof et al,18791Giorguiedf et
Los resultados que se sefalaron en
pensar, gue seria interesante ahondar

relacidén dopamina-BABA, no z6lo en el

1 8t es afectada por

ni
ha-

en
al,
la
mas

3

grales (Vincent

bien

la

et

visto en estudios de

tre el GABSY vy

19780 .

la

Introduccidn, hacen

en el estudio de

la

ty =i no en otras

eatructuras anatdmicas relacionadas con la proyeccidn GABAérgica

en los ganglios basales que =zon: el G6F, el EF y la BN,

de estudiar la cadena GAEAdrgica gue se ha propuesto,
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informacidén motera  dependiente de 1a estipulacidn de Clow
receptores dopaminéraicos en ¢l Ght.

Con tal objeto se realizaron dos tipos de experimentos.,
dizsefadpns para estudiar loz cambioz en la actividad de las
neuwronas GABRAdrgicas en St, GR, EF y SM desputs de la denervacién
dopaminédrgica del estriado, en uno se cuantificyd la actividad de
la 6BAD vy en otro ze midic la liberacidén "in vivoe" de GARA,

La denervacién dopaminérgica ze leoagrd mediante la inyewcidn
estereatdnica, en el haz del cerebro medio anterior, de la
neurotoxina especifica para célulaz catecolaminérgicas, la 4-
OHDA. E1  dnito de la dernervacidn se juzgd en funcion de 1a
conducta de giro inducida por apomorfina {(Ungerstedt, 1971a vy
biMitchell & Redgrave,19803jUngerstedt % Herrera-Marschitz,1981).

La actividad de la GAD s considera un  buen marcador de
célulaz GABAérgicas (Fahn & Cote,1%623Tappazr et al,1974), existen
ademds, datos que indican gue 1a actividad de ssta enzima varia
con la actividad eléctrica de las células (Gold % Roth,1979), Se
conocen también datos acerca de los cambios en la actividad de la
enzima vya sea por destruccidén de las aferentez & las células
GABAdrgicas (Vincent et al, 19733Gale % Casu,1931iMieccullon &
Dusticier,1981), [} tratamientos farmacol 6Qicos {1toh et
al,1974:Gunne et al,19848). Asi puss, se pensd que la actividad de
la enzima podria reflejar cambios en la actividad sinaptica de
las neuronas GABRdrgicas por lo gue se decididé medir la actividad
de la enzima en St, GF, EPF vy 8N. Como otros investigadores han
reportade cambios en funcién del tiempo tanto on la actividad
eléctrica de las células denervadas (Schultz 20 Ungerstedt.i1978)

como en las proyecciones cruradas (Pritzel et al,1987%h), se

i
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considerd también de interds ver =i la actividad en:imatica. se
alteraba en funcidn del tiempo después de la lesion con  &~0HDA.
For este motivo se midi¢ la actividad de 1a 6AR 4 v B  zemanas
después de la lesidn.

Se bhan hecho estudios de liberacidn de GBABN  "in vitro”
(Stoof et al 1972 3 Hemel ot al, 19792 e "in vive" asando tanto
la cénula de perfusidn continua (Besson et al, 1781 ;RBesson et
al 1982, asi come la didlisis dntracerebral (Tossman et
al, 19333 Toseman % Ungerstedt,1720). Los resultados de liberacionm
"in vivh"” se asemejan mas a condiciongs fisioldgicas vy, por lo
tanto, 1la informagidn gue proveen punde ser oxbhrapolada  mds
directamente a la funcidén, Ademds, se pusden sortear varios de
los problemas inherentes a la medicion de 1a actividad
enzimatica, prueba gue sg realizae "in vitro®, vy en condicionesg
saturantes del co-factor. Es decir, en el enzayo entimdtico no se
pupde distinguir si el cambio en la actividad de la‘ enzima  se
debe a la disponibilidad del co~factor, a cambips en las
propiedades de la enzima o bien & un cambio en la sintesis de la
enzima. Ademds, estos cambiog no e pueden raelacionar
directamente con la liberacion del neurotransmisor, especialmente
del recién sintetizado que & de mayor importancia para la
funcidn sindptica,

Por estas razones se decidid hacer otro grupo de
experimentos en los gue se midid le liberacidn de GARBA endéneng
"in vivo" en el 5t y GF an ambos hemisferios,4 semanas después de
la denervacién dopaminérgica estriatal. Fara los estudios de

liberacidn "in vivo" =ze utilizé 1a técnica de la didlieig



intracerebral. El principio bdsico de este método 2 que las

moléculas endbges e se ehcuentran en el espacio extracelolar

cerebral difunden, debido al gradisnte de concontracidn, a través
de  una membrana semipermeasble hacia el medio de  perfusidn.  For
aotra parte, aplicando 21 mizmd principio ez tambien pozible hacer

difundir substancias oxdgenas del medio de porfusion hacla el

).

espacio extraceluwlar {(Ungerstedt, 19845,

Una diferencia jmpartantb entre la didlisiz intracerebral vy
ntros métodos de perfusion "in vivo" o3 gue el tejido cerchral no
2 expuesto al fluwido en movimiento. %Se han realizado varios
estudios hiztoldégicos que muestran gue, en situaciones agudas, el
dafo &l tejido vecino & la membrana de didlisis es minimo ¢
Sandberg & Lindstrom, 1987 ;3 Hamberger, 1284 ; Imperato %
DiChiara, 1984), también se ha comprobado gue la didlisis no
afecta la barrera hemato-encefilica (Tossman % Ungerstedt, 198&).

fa hipdtesis de eate trabajo implica la idea de que las
estructuwras de losg ganglics basalez se  encusnbtran unidas
funcionalmente por vias GABAdrgicas, coma  un cadena,  para
conducir la informacidén motora dependiente de la estimwdacidn
dopaminérgica nigro-estriatal. Considerando al  GABRA coms  un
neuwrotransmi sor inhibidor se propone en principio, que la mayor
actividad celular en un ndcleo llevaria a la liberacidn de GABA

en el macleo con la que las células comectan, produciendo ahi una

o

inhibicidn lo gque se traduciria en wna deshinbicidn en 1
estructura siguente en la cadena, la gue nuevamente wmostraria
mayor actividad celular y asi sucesivamente.

Fara probar esta hipdtesis se decidid observar entonces la

actividad de la enzima de sintesise del GABA (BAD) y la liboracidan

4]
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“ino vive" del GARA como reflejo de la actividad

GABAérgicas en el St, GF, EF y SN zubspouentes

cer

las " células

a la danervacidn

dopaminérgica nigro- estriatal obtenida mediante la  inyecoion
estereotaxica de &-0HDA 2n el har del cerebro medio anterior,

2. METODOS Y FROCEDIMIENTOS

Lesidn v _prueba conductal

Animales de experimentacisn,

Se utilizaron, para los  experimentos de actividad
enzimatica, ratas Wistar macho gque pesaban entre 220 y 250 g al
inicio del eiuperimento., Fara los expsrimentos de liberacidn se
utilizaron ratas Sprague-Dawley macho con pesos de 140 a 160 g al
comenzar los experimentos.

fLos animales, de 4 a & por jaula, tenian un ciclo luz-
obscuridad de 12 horas. Las ratas tenian acceso "ad libitum" a)
agua y al alimento.

Lesidn estereptanica

l.as ratas fueron anestesiadas con una mezcla de %54 D2-9%
€32 y halotano (2%) y montados en un aparato estereotdwico (David
kopf). Se hicieron inyecciones unilaterales de &-DHDA (B ug &—
OHRA-HC1, disuelto en 4 ug de salina conteniondo 0.24  de
ascorbato} usando una microjeringa Hamilton de 9 ul. Las
coordenadas esterpotinicas  (posterior, lateral vy vertical?
fueron: 1.7 , 1.9 y 8.7 vy 4,4, 1.2y 7.8 mm para las ratas
Wistar y Sprague-Dawley respectivamente. La sutwa Bregma se
empled como referencia para las coprdenadas esterectaxicas

la

anterg-posterior y lateral;

la superficie cortical. Ura ver determinadas

4]
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la

vertical se determind & partir de

s coordenadas



antero-posterior y lateral sc hizo ol brépanc, vy, con 1a jeringa
colocada en un micromanipulador, v, a partir, de 1o superficie

del cerebro, la aguja fue introducida en @l cerebro. La velocidad

de inyeccidén fue de un microlitro 0 o Segunoos Y o una ves
inyectados 1los 4 microlitros se dejd la jeringa en posicidn  por

otrops 3 a 5 minutos para permitiv la difusion de la newotodina,

Frueba Conductual

Fara escoger a las ratas exitosamente denervadas ze uséd 1a
prueba conductual de observacién y cuantificacion de la conducta
de giro {(Ungerstedt % Herrera-Marschitz, 19813, Las ratas qgue
giran mas de 100 veces hacia ol Jado centralateral a la lesidn de
6&~0MDA  en los 30 minutos inmediatos a la inyeccidn sistémica de
apomorfina, se considera gque han sido denervadas en mds de un B0O¥
de las células  dopaminérgicas conforme & los raportes =n la
literatura (Creese et al, 1977; Mitchell & Redgrave,1980;5.

Los animales fueron inyectados intraperitonealmente con
apomorfina (Apoteksbolaget, ©.25 o 0.05 mg/kg) y colocadas en un
campo abierto. El numero de giros e contabilizé manualmente o
empleando un rotametro.

De esta manera se escogieron las ratags que giraron mas de
100 veces en el periodo de 20 minutos. Fara la medicidén de la
actividad enzimdtica se hicieron dos grupos de animales, uwno gue
sobrevivié 4 sempanas y otro B, Fara lps esxperimentos de
liberacién "in vivo" los animales sobrevivieron 4 semanas. Como

controles se usaron suietos sin ningfin tratamiento previo.
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Experipentos "in vitre?

Diseccidn

Para los experimentos "in wvitro", las ratas fueran
satrificadas por disleocacidon cerebraly los cerebros  fueron
extraidos rdapidamente y lavados en solucidn galina fria. A
continuacidn se sacaron rebanadas de | mm de espesor, manteniendo
el cerebro y el dispositivo de corte en hielo, habiends sido este
tltimo enfriado previamente. E1 8t, 6F y la SN por su gran tamafo
y facil acceso, fueron extraidos usando bisturi, tijeras vy
pinzas para iris curvas. El  EP fue entraido con un  "saca-
bocados". Las estructuras fueron secadas con papel filtro,
pesadas y guardadas en nitrdgeno liguido hasta por una semana.
En algunas ocasiones el ensayo de 1la GAD se realizd
inmediatamente despudés de la diseccidn. No se havaron diferencias
entre ambos procedimientns.

Debido al tamafo y peso de las estructuras para =1 5t ge
tomé de un s8lo suijeto, para las demds 4reas se  tomaron
estructuras de tres animales, de las gue se hicieron “pooles".

El tiempo de la diseccidn no excedid nunca los 6 minutos,

Determinacidén de la actividad de la GAD

La actividad de la BAD fue medida, con una modificacién
(Pérez de la Mora et al,1977b) del método radiométrico de Albers
y Brady (195%9).

Los fragmentos de tejido fueron homogenesizados con un  mazo
de teflon, en hiele, en un buffer de fosfato de sodip 5.7:x10-2 M

(Baker), pH = &.4, qgue contenia {0-3 M de fosfato de piridoxal



{Sigma), 10-4 ™ de borhidrato de bromuwro de Z-amino etil
isotiouronio (Sigma! vy O.5% (v/v)y de Triton X=-109 (Sigma’
(concentraciones finales).

La reaccidén comenzd cuando se pusieron en contacto, en un

tubo de vidrio de

i)

mm de didmetro interneo, 8% ul del homogenado
de cerebra, con 19 ul de Acido glutdmico 25 mi, ©.04 wuCi/Zinmol,
DL (1-14C) (New England Nuclear), pH=7.

Los tubos de vidrieo con la mezcla de reaccidn se conectaron
con tubos similares gque contenian 0.2 ml de hidréside de hiamina
(New England Muclear) por medio de una unidén de un tubo de hule.
El periodo de incubacion fue de 40 minutos, a ZI7 €, en un bafo de
agua y con agitacidén continua. La reaccidn se detuvo al iayectar,
a través del hule, 0.2 ml de dcido sulfivico =.8 N,

Fara asegurarze que todo el CN2 fuera atrapade por la
hiamina la incubacidén se continud en un  horno, durante 90
minutos a 60 C. Fosteriormente les tubos fueron colocados en
viales de centelleo gue contenian 10 ol de mezcla de centelleo
(4 g de 2,5 difenil oxazol (Sigma) vy 50 mg de p-bis-(2-(5 fenil
oxazoil) benceno (Sigma) en 1 litro de tolueno (Merck)).

El hidréxido de hiamina se mezcléd con el liquido de
centelleo usando una vara de vidrio gue se introdujo varias veces
dentro del tubo. Los viales fueron almacenados en la oscuridad
para evitar la gquimioluminiscencia y contados al dia siguente en

un espectrémetro de centelleo Fackard-TriCarb 300,

Determinacidn de proteinas

Las proteinas se determinaron siguiendo 21 método de Lowry

et al (1981).




Contenido de dopamina v actiwvidad de la CAT

Fara comprobar la sfectividad de la lesidn, sSe usaron seis
ratas que habian girado ads de 100 veces/20 minutos en las gue se
midio la concentracién de dopamina en =1 St. La concentracidn se
determinsd empleando cromatografia liguida (HPLECY con deteccion
electrogquimica (Keller et 31, 1974, =ze uso un St para cada
determinacion.

Con objeto de estudiar la posible funcién de la
acetilcolina en la integracidén estriatal se midid la actividad de
la CAT en 9 ratas denervadas, a las 4 semanas de la lesidn con &-
OMDA. LLa CAT fue determinada usando el método radioisctdpico de

Fonnum (1279).

Experimentos "in viwve"

Animales control (270-320 g9) o ratas 4 zemanas despuds de 1a
lesidn con &6-0HDA, Fueron anestesiadas con halotzno (2%, 954 02~
5% C02Y vy montadas en un aparato estereotdsrice (David Kopf)., Be
expuso el craneo y =& hicieron dos peEquUerLs trépanos
bilateralmente para permitir la implantacidn de las cdnulas de
didlisis en ambos estriados y globos palidos (~0.2, 2.75 y ~4.5
mm, eastriados vy -1.2, 3 y 7 mn, globos palidos, posterior,
lateral vy vertical respectivamente) con relacidn a FEregma. Las
coordenadas se escogieron segin el atlas de FPaxinos y UWatson
(1682).

Para la perfusidn  se utilizaron canulas (Carnegiae
Medicin,AB) cuya membrana de didlisis se encuentra pegada & una
cédnula de acerno y sellada com epoxy en la punta. Una cénula

interna mas delgada lleva gl fluido al fondo de la canula donde

u
=



sale del capilar interno fluye hacia arriba y sale por un tubo
lateral (Ungerstedt, 1984Y,

La membrana de la cAnula tiene un corte deo peso molecular de
20000 vy uwunas dimensiones de 2 mm ode largo por 0092 mom de
didmetro.

L.as canulas implantadas fueron mantenidas en  posicion
gracias a un micromanipul ador esterzotadico vy perfundidas
continuamente con solucidn Ringer (Aco Lakemedel) gque contenia:
147 mmolas Na+,155. & amolas Cl-, 4 mmolas K+ y 2.7 mmplas Cal2+.
pH=&63 a una velocidaed de 2 ul/min con una bomba de microinfusidn
continua (Carnegie Medicin,NE).

Una wver implantadas las cdnulas ze perfundid durante IO
minutos para que se estableciera wna linea basal. A partir de los
30 minutos se recolectaron las muestras cada 10 miputos (20 wl),
durante &40 minutos. Se afadid FC1 100 mM, eon la altima fraccisn
de 10 minutos.

Al terminar el experimento loz animales fueron sacrificados
con una sobredosis deo oanestosia y ol cersbro se extrajd para
realizar el andlisis histoldgico. Las secciones (100 um) fueron
cortadas en un microtomo de congelacidn para comprobar  la
localizacidén de las cénulas. :

Los perfusados fueron analizados para GARA wzando
cromatografia liguida (HPLEC) con deteccidén fluorométrica  despuéds
de la derivatizaciédn con o—ftadialdehido, segin 21 método de
Lindroth y Mopper (1979). El perfusado y el buffer de borato
se hicieron reaccionar durant2 1 minuto, luego fueron inyectados

automaticamente (WISF 710-B, Waters Assoc) en el sistema de




bombeo (Spoctra-Fhysics SF 8700).
El GABA fue scparado por cromateografia de faze reversa

=

usandn resina Nucleosil, com particulas de S um (Magoery-MNaageld,

empacada  en una columna de acero de 200 x 4.4 om. Bl BABR  ara
eluide empleando un gradiente de budfer fosfato 5 w0 10-0 M

(Merck) pH=S5.7 y metanol (LabScant.

Se usd un detector de fluorescencie (Schoeffeld F5 270 cuva
longitud de la onda de excitacidon fue de 370 am y la de emisidn
de 420 nm. Los resultados fueron analicados avtomdticamente
usande un integrador de la semral (LDC/Milton Roy CI-i0).

El limite de deteccidén fue de aprovimadamente 100 nmolas.
El standard para calibracidén Fue una solucidn de BGARA que
conternia 25 pmnlas (Sigma).

For pruebas "in vitro" (29 pmolas,? ul) se determind que la
recuperacion de GABA a traves de la membrana de didlisis era del

15 al 20%.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan, para la actividad enzimdtica,
como la media del cociente del lado emperimeﬁtal / rcontrol + el
error standard de la media (SEM). Los resultados de la liberacién
"in vivo" se eupreéan como pmolas/10 ul de perfusado, media + SEM,

Se empled la prueba t de Student para estimar los valores de

significancia.

R KR



Z. RESULTADOS

Actividad de la 850D

La actividad de ) GAD ol (LA =0
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A las pocho sononss 1a acticvidad enzimdtica regresd a valores
contrul e orl 3L, e ol BF y el efecto se oinvirtié en la SN,
donds <o obzorsd un decremento significativo (p < 0,013, En el
1sdo contralateral a las ocho semanas, solamente el 6P mostrsé un
decremento siénificativo (p < 0O.02).

Fara ver el efecto de la congelacidén del tejido sobre la
actividad de 1la GAD, <ce extrajeron cerebros de animales no
lesionados, los cuales fueron seccionados sagitalmente por la
mitad, una de las partes fue homogenizada inmediatamente y 1la
pruebha de la actividad de 1la GAD se realizé inmediatamente como
ya se describid, 1a otra mitad se guardd en nitrdgeno liquido
durante una semana. Los resultados fueron, expresados.  en
nmolas/hr/q de tejido hamede + SEM, de 795_f% 1B para el +tejido no

congelado y de 78_+ 7 para el no congelado (n=3), lo que muestra

&0



que no hay diferencia.

Se midid la concentracidon de dopamina en & ratas que
cumplieron con 1os criterios conductuales vy gue tenian tiempo de
sobrevivencia de 4 semanas. La concentracidn de dopamina en el
lado intacto fue de 12.0 + Z.1 ng/g de tejido hiamedo, mientras
Aue ern el lado lesionado fue de 0.3 + 0.1 ng/g de tejiido hdmedo,
indicando una disminucidn del 98%.

L.a actividad de 1la CAT también fue estimada 4 semanas
despugs de la lesidn de la SN, La actividad de la enzima,
expresada en nmolas/g de tejido himedo/ 15 minutos, fue de 3497 +
121 para el lado intacto y de 429 +142 para el lado lesionado,
mostrando un incremento no significativo del 14% en el lado
lesionado.

Liberacion de GABA

Fara los experimentos "in vivo" los sujetes tuvieron un
tiempo de sobrevivencia de 4 semanas, las ratas fueron
seleccionadas usando los mismos criterios conductuales gque los
empleados en los experimentos de la actividad enzimatica.

No se encontrd variacion en la liberacidn "in vivo" de GAEA
en el St entre anbos hemisferios ni en la basal, 1.47 + 0,26,
contra 1.72 + 0.33 (todos los resultados son en pmolas/10 ul  de
perfusado + GEM), ni en la liberacidn estimulada con 'K+ (Ver
Tabla 1I). En los sujetos lecionados sin embargo, si se vio un
aumento significativo (p < 0.05) en la liberacidn del lado
lesionado con respecto al control, es decir, 4.44 + 1.%6 contra
1.47 + 0.2&. El lado contralateral a la lesidn no sufridé efecto,

siendo los valores 1.49 + 0,26 contra 1.72 + 0,33 del control.

&



Por otra parte, la liberacisén estimuwlada en el lado ipsilateral a
l1a lesidn mostrd un aumento significative (p < 0,03 con respecto
al control, 220.3 + SO.B coptra 112.7 + 4.4, mientras que en el
lado opuesto se pbservd una disminucidn significativa (p < 0.01)
on la liberacién estimulada con respecto al contreol, &8.5 + 9.8
contra 165,35 + 28.8.

En el caso del GP se observd gue no existia variacion entre
ambos hemisferios en sujetos control ni en la liberacidén basal,
1.78 4+ 0,11 contra 1.89 + 0,17, ni en la estimulada &3.9 + 9.3
contra 80.12 + 10,7, En los animales lesionados se encuentra. en
la basal, un ligero aumento en la liberacidén del lado lesionado
con respecto al control, pero gue no es significativa, 2.54 +
3.42 contra 1.78 + O.11, vy en el lado contralateral una pegueRa
disminucidn que tampoco es significativa, 1.93 + 0.74 contra 1,89
+ 0.17. En los animales lesionados el lado ipsilateral a 1la
lesidn muestra un ligero aumento en la liberacidn estimulada con
raespecto al control que tampoco es significative, 81.7 £ 17.9
contra 63.6 + 9.3. En el lado contralateral se ophservé una
disminucién significativa (p < 0,01) en la liberacion estimulada

contra el control, I3.46 + &.4 contra 80,12 + 10,7,



TABLA I

ACTIVIDAD DE LA GAD

TIEMFDO DE SORREVIVEMCIA 4 SEMANAS

LESIONADD NO LESIONNLG
SRUFD
ESTRUCTURAS COMTROL
EGTRIADO LB (16) (BY 95R(21) (2 L5183 {4)
GLOED PALIDD 2H1(TOY (A TEATIY G 254 (28) (&)
ENTOFEDUNCUL AR 18034 {4y 194 (25) (4) 114¢ 7y 14
SUBSTANTIA MIGRA  TA7(46) (4) ATHAO)Y (&) ATTLELY (A

TIEMPO DE SOBREVIVENCIA 2 SEMANAS

LESIONADD NO LESIONADG

GRUO

CONTROL
ESTRIADO L8{16) (BY LA 7Y (4) 57¢ 4y (4
GLORO PALIDD 2EL(Z0) (4) 21817 (5) 186 (10 (5)
ENTOREDUNCULAR 180(34) (4) 215¢(44) (5) 119 (39 (a)
SUBSTANTIA NIGRA F47(448) (4) R0A(21) (5) 289 (15) (%)

Los resultados estan exupresados como la mediat(BSEM) (n)} de
nmplaszhr/mg  proteina. Ya gue los valores de ambos lados del
cerebro en el grupo control no vario los datos se juntaron en una
media. Lps datos del estriado son de un solo animal, los demas

-y

son de pooles de 3 animales.



TAELA 11

l.iberacién "in wvivo" de GARA

Cuerpo estriado

Ipsilateral Contralateral
Control 1.47 + 0.2A 1.72 & Q.33
Lesionado 4.44 + 1,56% 1.49 + 0,24
Control + KCI1 112.9 + 26.4 165.1 + 28.8
Lesionado + K1 220.73 + 50.8% 58.59 + P.8%x%

Globo palido

Ipsilateral Contralateral
Control 1.78 + 0.11 1.8%9 + 0.17
Lesionado 2.54 + 0.42 1.53 + 0,34
Control + KC1 6F.46 + 9.3 80.12 + 10.7
Lesionado + KC1 81.7 + 17.9 3366 £ H.4%%

Los resultados se expresan como pmolas/10 ul de perfusado, media
+ BEM. Los valores fueron corregidos con la recuperacion "in
vitro'., La liberacion fue estimulada con 100 mM KCl. La prueba t

de Student +fue empleada para ectimar la significancia. % p <
0.05, %% p <. 0,001, n = 5§ - 12,
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Fig 1. La barra horizontal indica la media del cociente del lado
experimental /valor control + SEM, para cada estructura a las 4
(barras abiertas) y B8 semanas (barras estriadas). La prueba t de
Student fue empleada para estimar la significancia. % p < 0.05,
¥ p < 0,02, ¥k p < 0.01. n = 4 -8R,

St = Cuerpo estriados GP = Globo palido; EF = Hucleo
entopeduncular; SN = Substantia nigra.



4 DISCUSION

Actividad de 1a GAD

gue la actividad de  1a

Los recsultados presentados mus

GAD en el St, GF y IH ateralon o la lesion con A-0RDA vardia

con el tiempo de scobrevivencia dospags do 1A

semanas se  ophserva un inoremenbo sno ividod pnoimdtica wn

St, G6GF. ¥y SN ipsilaterales a 1a lgoion abentvos que o0 1 ERF

avmento obssrvado on el

contralateral disminuye su actividad.

St es acorde con resultados previos e tos  gue swfrieron

lesiones equivalentes (Vincent ot al,

Gale & Casu, 1981) o

por el blegueo crdnico de los receptores a dopamina (Mac et al,

1977y Marco ot &1, 1978). Se ha propuesto que las células del 8t
reciben una inhibicidn dopamindrgica ténica. B8Se ha obserwvado gue
la actividad de las células aumenta inmediatamente despuds de 1a
denervacidn dopaminérgica estriatal (Arbuthnott, 19743 Schultz %
Ungerstedt, 1978) . Loz resultados de la activided de la  BAD
en el 8t a las 4 gemanas podrian indicar gue las células
GABNGrgicos 5@ encuentran mas  activas dospuds  de que la
inhibicidén ténica dopamindrgica ha sido eliminada.

Como ya se revizé anteriormente (ver Funcidn del GARA) =g ha
axpuesto la posibilidad de que ssan las neureonas dopaminérgicas
las gque hicieran sinapsis, ya fuera sobre internouronas
GABAd¢rgicas o colinédrgicas, 1as cuales controlarian la actividad
de las células estriatales que proyzectan hacia el GF y la 8N,  5i
aste fuera el caso al perderse la aferencia dopaminédrgica ostas

internewronas se desinhibirian y, por 1o tanto, al encontrarse

g
b



mas  activaz ae podris predecir gue disminaivia 1 actividad de

las células que proyectan hacia el GF v 1a BN.De szta forma sao

esperaria aue 1n sactividad de 12 BAD dizminuyora en gl 6P 5y en la
5M. Los resultados, =zin embargo, muestran que ezto no swceds ya

gue s obsErva un aumento on la aotivided encimdtics on el GF oy

en la 5N, Podria, por tants, sugerirze que ol aomenbto on el 58 o8

causade  por 1z deshinbicion de las inlernewronas GAEAGrgicas vy
aue el auwnento en o1 GF ¢ la SN oo debide 2 lao deshinbicidn de

intornearonas

las rneuronss eferentes estriatales ya gue sl
aumentaran su  actividad = hicieran zinapeiz en  lag sforentes
estriatales, sk esperaria que la actividad de estas  altimas
disminuyera al encontrarse més imhibidas., Ecto sugeriria que la
dopamina tiene efecto on dos poblaciones diferentes de células
BABEAArgicas, aundue no pusde descartarse la posibilidad de que el
aumento on la actividad de la GAD en ol 8t se relacione con la
GAD que ce encuentra en 1os cuerpos celulares de las neuronas gue
proyectan &l GF y a 1a 8N,

Con esto se sugiere quo e2¢ posible que ol control
dopaminérgico sobre las células GABAédruicas soferentes sea directo
y no mediado a través de interneuronae GARNGrgicas como ha  sido
propuesto (Gale & Casu, 1781, ml suceder 1o Cambiog
compensadores, no e pusde descartar que suceda alguna alteracién

entre ambas poblaciones vy que entonces =i se ostablezca una

1y

relacidn GABAérgica intraestriatal, es decir, gque en este Cazo &
establezeca una union directa entre las interneuronas GABAdrgicas
y las células GARAdrgicas eferentes.

La reversidon del efecto a las 8 semanas deospués de la Jesién

54



puede
con
dopam

et a

demnus
roye

que

incre

vielt

el ©

deberse a algin mecanisme plactico gue podria relacionarse

teroinales  do fibras

el zurgimisnto  de

inergicas provenients gl honisfario sontra

1, {178%a) vy Consatarzione =t 3l (17 han  cbheorvado  gue

2 unad via dopamingrgica nigroe:

Recientemente so ha reportado que una lesi

stra la eristencia de cambios on el ndumgro de fibkras  ques

ctan hacia el St contralateraly te cambio ©

& las  tres semanas =e oncuentra el aumento méaxime  en el

mento y & los 90 diaz la  pr mcidn  interhemisfarics

o a valores control (Fritzel et al, 1987b).
Se puede, por tanto, proponer un mecanismo compensador para

ontrol  de las neuronas GARBAdrgicas que entraria  en  accion

entre 4 y B semanas despuds de la lezidn con  &-0HDBA. Se pueds

suger
para
de 1

zigni

por
dismi
lesid

nivel

ir gue algdan proceso plastico tiene lagar a nivel del St
inducir en el lado ipsilatoral =21 regreso a valores control

a actividad de la BAD en &) 5t y el GF vy un decremento

ficativo en la BN.

Se han reportado varios cambivs pldsticos bifdsicos on el St
ia denervacidn dopamindrrgica, fAsi, ag ha observado una

nucidn en el contenido de acetiloolina 9 dias despuéds de la

0 dias se encontraba otra ver en

n con &-DHDA, pero a los

es control {(Baratini et al, 19€0); tambidn se ha oheervado

que el numereo de sitios de unidn para (IH) atropina se cnouentra

dizsmi

pero

(Kato et al, 1978). Tal

encontramos  canbios significativos

nuido a los 7 vy 14 dias posteriores 2 1a idn con 6-0HDA,

aue a los 20 dias se onouentra o niveles normales otra ves

» dnta gzea la raszdn o la gue  no

de 1a CAT 4




Ta lesidn,

For otra parte, o B0 wisto gquo la densroooiss

DY OVOE A Ly Lnmeemmo

zoltamonte  duants on Un proneso

srhe (Arbuthnot 197y Bchultz &

adaptative ooorvp sabovcurnto

Ungerstedt, 197

Tambidn =ze hao reportado asisetricss posturales debidas a

lesiones de la SN con é-0HRA o Acido hainico que cesan pooos dias
despudse de la operacidn (DiChiara ot al, 1778 Garcia-Muron et
al 1982, indicandeo gue alguna clase de compensacion ha
ocurrido.

En el hemisferio contralateral a la legidn con &~OHDA  se

encontrd una disminucidn significative en la actividad de la  GAD

a

en el EF vy en el GP despuds de 4 y B semanas  respectivamente.

4

Esto puede debersea 2l efecto =imulténeo de coneriones

contralaterales como, por ojemplo, 1 St o 1a SN (McBeor et al,

1984) .

La técnica de la utiliracidén de glucose ha mostrado gque la
actividad metabdlica en el GF, EP y SN =zon afectadas on paralelo
en respuesta a la estimelacidén dopaminérgice {Brown 53
Wolfson, 1978 Wooten % Collins, 1987, Los resultados gue

. precsentamos son especificos en su relacion con la actividad de la
GAD, mientras gue con la técnica de la deoriglucosa; no se pueden
detectar cambios en un newotransmizor dado.

Aumentos en la actividad enzimatica por periodos cortos
despuds de la deaferentacidn comp los que reportamos aqui, pueden

deberse al resurgimiento del campo terminal (Stachowiack et al,

23]



19843, pero tambidn podrian dobs 2w aunento en la afinidad

de la enzima por su co-factor (Miller & Waltbs:
auwmento  en la  produccisdn de  la enzima (Thosnen, 1974}, La
actividad de 12 GAD fur sedide bajo concenbraciones zaturantes de
co-factor, por lo tante, nueslras estiseciones no ousden exclade

la primera posibilidad,

Hay evidencia que  suplere que  la depalacrizacidn y
subsecusnte liberacion de BALG, despl balance de  un
mecanisme de retroalimentacidn e conkrola dicectaments la

sintesis presindptica de GABA, 1o que conduce a la formacidn de

b

una mayor proporcidn de 50D activa (Forter % Martin, 1984 . Yo =&
habian revisadeo (ver Seccion 20 siperimentous gue indicaban  gue
la depolarizacidn por alto i+ aumentaba la actividad de la sncima
(Bold & Roth, 1979, Por 1o tanto un incremento en la zinlesis de

GAD =23 oira posible explicacidn.

J

una encima han cido

R

Aumentos en la actividad cataliticn ds
reportados en otimas newonas como un mecanizmo por medio del cual
el sistema nerviozo compensa alteracicres funcionales, a pesar deo
un dato neuronal  extenso, aumentando  la liberaci tn de

2 encuwentra

neuwrotransmicsor de las células no afectadas, 1o que
aconpatvado de urt awmento en la actividad de las cdlules
(Thoenen, 1974). Asi, por ejemplo, la actividad de la tirosina
hidroxilasa en las cdlulas cromafines de la glandele suprarrenal
aumenta despuds de la destruccidn de las terminales simpdticas
pest-ganglionares (Thoonen ot «l, 196, f.a actividad de 1a
tirosina hidrotilasa tambidén aumenta despuds de la destruccidn
parcial de las newronas dopamindrgicas de la via nigrp-estriatal

{(Acherson et al, 1979,



En  resumen, los  euparimentos

muestran cambioz ipsilateral

St, 6P vy SN despuds de la nérgica del  S5t. A

del  wfocto.  Estos

tiempos mds largos ze ohoorva ung ravers

cambios probablemente reflzien una compensaci on a large plazo 2n

las sinapsis BARA4rgicas comn reesultade de 1o pérdida de la
inervaciden dopamindrgica., Es  posible pues, proponer gue los

cambios ohservados en funcidén del  bticmpo en la  achtividad

o

enzimdtica que suceden entre las 4 y 2

somanas posteriores &
la lesidén ravelen la presencia de wun groceso fisioldgico
compensador, probablemente relacionado con lns cambios en las

conexiones dopaminérgicas interhemiszféricasn.

Liberacidén de GARA

Desde que se reportd que drogas que afectaban la transmisidn
dopaminérgica nigral producian  coambios  asimétricos  en la
liberacidén de dopamina en ambos hemizferios (Leviel et al, 1979,
se  despertd un gran interés por estudiar la relacidn de los dos
hemisferios en la neurotransmisfén de log ganglios basales.

Muestros resultados muestran urn aumento significativo en 1a
liberacidén de GARA en o1 St ipsilateral, a las 4 semanas d2 la
lesidén, comparado con los controles, tanto en 1a  liberacidn
espontdnea como en la estimulada con £+, 1o cual sstd de acuerdo
con los aumentos ern la actividad de la BeD observados previamente
en nuestros experimentos, asi comp los reportados en la

literatwa (Vincent et al, 1978; Gale % Casu, 1981) vy con. &l




eslonagos

-

aumento en la cantidad de GARA encontrado en animbles

con &~0OHDA (Ferry 2t al, 19873).8n el Bt del

la lesion se  encontrée e diominueidn signafiocotiva en la
3

liberacién de GARA estimulada

@s Wing grig

+ k) -

en  apoyo de 1z ddes de la influenciae de la dopamina en la

liberacidn de GAEN a nivel interhomisfirico, 3¢ ha do radn gue

hay un auwmente en la liberacidn de dopamina en el 1 ado
contralateral a la lesidn con A-0OHDA, tanto estimulado como  2n
una preparacidn crénica  (MNiepuillon et @1, 1977 Zetterstrom et
al,en prensal, 1o cual zugerirda gue so encontraria wuna mayor
inhibicidén en 2l lade ne lesionado, gue, de hecho se encontrd, al
observar una menor liberacidn de GAEA

En el GF se eoncontrd un ligoro aumento en  la  liberacion
tanto basal como la estimulada por ¥4+, 1o cual se encuentra  en
acuerdo con estudios gue muestran uwi aumento en la wtilizacidon de
GABA provocado por el bloqueo con neuwroalépticos (Mao et al, 1977

Marco et al, 1978). La liberacidn espontdnsza vy estimulada de (GH)

61]

GABA ha sido observada en el GBF del gato (BEegoson et al, 1781

¥

Fors ot al, 1981}, Tambisn se ha visto que la estisulacidn
aléctrica del St provoca un aumenteo en la liberacién do (ZH) GABA
en amhos GF (Besson ot al, 1981). Estos resul tados sugieren la
exiastencia de procesos que contribuyen a la ragulacidn de las
sinapsie BARAGrgicas en &l St y GF no s6lo en 21 lado ipsilateral
sino también on el lado contralateral.

El decremento significativo 2n la liberacidén de GABRG n el
GF contralateral a la lecidn adn decpuds del pulso depolaricante
con K+, visto en estos experimentos, también sugiere la

evistencia de mecanismos requladores reciprocos entre el 8t y el

£e




ioz.

5P en anbos hemizf
Fesultados praliminares {(Segowiz 2t al, 1984 moctraban un

e &l GF contralateral  a

marcado descenso on la liboraszidn b

la lesidn. udios pezteriores, aqui intedos, demostraron

gue, de hecho, la liberacidérm en ¢l G contralateral es tan sdolo

ligeramente inferior a la no os =igniric Lag
diferencias pusden  achacarse tanto @l pegueio plco de  la

cromatografia, que pucde ser ficilmento anmas

arado por 21 ruidao,
comtd  debido a la leocalizaecidén de las cinulas que pueden  abarcar
mas del Area del GF coms, =sobre todo, a los tratamientos & los
gque Ffuepron sometidas las primeras meabroanazs de dialisis, U
afectaban la recuperacisn del aminodcido.

Se  ha observado gue aungue se auvmenle la cantidad total  de
GABA por 1a inhibicidn de la GABA-T =i 1la actividad de la GAD se

disminuye, ocurren convulsior

1o gue sugicre gue os el GABR
recien sintetizado el que se encuentra relacionade con 1a& funcisn
sinaptica (Tapiﬁ, Sandoval & Contreras, 1??5>{ tambidn se ha
reportado qﬁe la presencia del Acido T-mercaptoprédpionico
(inhibidor de 1la G6GAD) en el medio de perfuzian roeduce la
liberacién de GABA (Korf et al, 179213 van der Hayden et al, 19800
sugiriendo uwuna intima relacidén entre la sintesis de BABA vy su
liberacién., En nuestros experimentos fuc posible observar una
relacidn  entre el aumento de la aclividad de la GAD v la
liberacidén de GABA, tanto ba=zal como estimulade, en el 5t
ipsilateral a la lesidn, mientras gue en la liberacidn en el lado
contralateral ze observd una disminucidn en la liberacién

estimulada y no se detectaron cambios en la actividad encimdtica.



Algo similar s& vio en =l GF donds on el lade’ ipsiiateral  se
observaran incrementos tanto en la actividad de la GAD como en la
liberacion, aungue  wsta  ditinn no fue zignificaiiva. La
liberacian basal en el GF contralateral no fus avoctada, nientras

que la estimaladae con alto B4+ se vio mparcadamente

mientras que en la actividad de 1a GAD no se Varon

Es dificil interpretar la relacidn zntre la actividad de la
enzima medida "in vitro", hajo concentraciones saturantez de co-—
factor v la liberacidn "in vivo". En lot trabajos de Horf et al v
van . der Heydan et al gue acabamos de mencionar se administrd el
inhibidor de la enzima y la liberacidn se midid zimultdnsamente,
mientras que en estos experimentos la actividad de la enzima sze
midid 4 semanas después de 1z lesion y, por tanto, s factible
pensar que factores regul adores de la achividad enzimdtica hayan
entrado en juego. For otra parte, se puede observar gue cuando la
actividad enzimatica se encuentra slevada la liberacién tambidn
lo estd, mientras gue cuando no se ve cambio en la actividad de
la GAD se ve una disminucidn en la liberacidn estimulada, de lo
que se pueds sugerir gue tal ven bajoe las condiciones del  onsayo
s@ pueda establecer una especie de actividad minima que tal vez
no tenga gran relevancia fisioldgica; mientras gue 1a liberacidn
estimulada sea el reflejo mds fiel de la actividad relacionada
con la transmisidn sindptica. Observaciones obtenidas en nuestro
laboratorio sugieren que la liberacién basal de BABEA os similar
en diversas regiones del cerebro, y gue 25 la estimalade ton alto
K+ la que revela diferencias significativas, osto sugiere gue el
GABA liberado por la estimulacidn pusde ser &l gue se oncuentra

relacionade con la tranemision sindptiza y gue sea el reclén



sintetizado.

Los rezultados de estoz edperimentos suestran gue, sungue en

o

sujetos  control, a liberacién de GAEA, tanto bazal  como

6}

estimulada, en el 8t vy GF ez igual on ambeos erios, la
reduccidn en los niveles de dopamine en un 31 produce un
incremento en la liberacién de GABEN en 21 2ty en el BGF
ipsilaterales a la& leozidn, &l cual g incrementado por 1la
depolarizacidon con alto ¥+, mientras gue se encusnbra un marcado
decremnento en la liberacidn estinulada en el GF contralateral.
el GF ce

Esto sugiere que la liboracidn Jde GABA on el 5t

~

gnouentra  sujeta & un control pov parte de las terminsles
dopaminédrgicas del B8t y gue existe algan tipo de comunicacidn
entre ambos hemisferios.

En general, se puede concluir que la actividad de las
neuronas GABNGrgicas en &1 St GF y SN se encuentra regulada por
las terminales dopaminérgicas nigro-estriatales, tanto ipsi como
contralaterales y que existe un mecanismo pldstico para compensar
los efectos de la densrvacitn dopamindrgica,

Existen algunps ouperimentos gue se antojaria  bacer para

continuar esta investigaclidn. Tal ver =1 mnds obvio seria hacer
los miemos experimentos pere a tiempos més largos, de 3 a &

meses, por  ejemplo, para ver =i =g estabiliza la compenzacion.
Otro experimento interesante v factible seria medir la liberacion
"in vivo", 1los niveles de GABA =n =1 teliido y la actividad de la
GAD oan el miemo sujeto pera entonces poder relacionar
directamente 1a actividod enzimética con los niveles de  GARA

total v com la liberacidén, especialmente la estismuladae con alto

~
3



K4+, que probablemente ez la del GRRG recien sinteficado.

Por otra parte, para comprobar

cnsador os

debido al surgimiento de fibras dol lado

interesante bloguear 13 comonicacidn dopamind
[

hemisferios con un tratemiento prolongado con rcurolépticos o por

la destruccidn de ambas SN con &-0CHDA o com METR (1, mobtil-4,fonil-

1,2,9,6,tetrahidropiridinal.
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SUMMARY o ’ , S

The functional effects of dopamine have been related to the
descending efferent GABAergic pathway from the striatum. In the
present study we have examined the effect pf a unilateral lesion
of the dopamine-containing nigro-striatal pathway, on the
activity of the glutamic acid decarboxilase (GAD) at two survival
times: &4 and 8 weeks. The structures studied were the striatum
and its output ta%get areas, globus palliaus. entopeduncular
nucleus apd substantia nigra. Four weeks after the lesion, the
activity of ;AD was increaséd on the ipsilateral striatum, globus
pallidus and substantia nigra. This effect was reversed at 8
weeks, when a decrease in enzyme apﬁivity wis observed in the
three structures. These time related changes in enzyme activity

reveal the presence of a pﬁysiologlcal compensatory process.
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There 1s evidence for a GABAergic output from the striatum
vwhich innervates the globus pallidus, entopeduncular nucleus and
substantia nigra (McGeer, Fibiger, Hattori, Sing, 'HcGeer and
Maler, 1974; Hattori, Fibiger and McGeer, 1975; Napy, Carter and
Fibiger, 1978). The unilateral electrical stimulation or the
direct administration of acetylcholine or bicuculine into the
striatum leads to enhanced GABA release in the ipsilateral
substantia nigra (Besson, Kemel, Gauchy and Glowinski, 1982;
Kemel, Gauchy, R%mo. ‘Glouinsky and Besson, 1983), this suggests
that increased activity in the striato-nigral pathway leads to
increased release of GABA in the suﬁsténtia nigra, On the other-
hand, the dopamﬁ\e containing pathway. from substantia nigra to
striatum seems to exert an important influence upon striatal
cells. The most striking aspect of Parkinson's disease is the
decrease in the dopamine levels in the striatum as a consequence
of degeneration of the nigro-striatal pathway (Hornikiewice,
Lloyd and Davidson, 1976). A consistent decrease in the activity
of glutamic acid decarbolilase (GAD), the enzyme responsible for
GABA synthesis, has been reported in the striatal tissue in
post-mortem studies (McGeer, McGeer, Wada 'and Jung, 1971;
Hornikiewicz etA al, 1976; McGeer and McGeer, 1976) suggesting an
mteractic;n between the dopamine-containing terminals and the
GABAergic cells in the striatum. Since the functional effects of
dopamine have beeri related to the descending efferent GABAergic
pathway from striatum (Garcia-Munoz, Nicolaou, Tulloch, Wright

and Arbuthnott.l97i; Scheel-Kruger, 1982; Garcia-Munoz, Patino,



Wright and Arbuthnott, 1983), in the present study we have
examined the effect of the destruction of tl'\e nigro-striatal
. pathwvay 1n the activity of GAD not only in the striatum but in
. the globus pallidus, entopeduncular nucleus and substantia nigra. .
Bilateral asymmetric changes in the release of GABA have been
reported in substantia nigra and striatum (Bessoﬁ et al, 1982;
Kemel et al, 1983) therefore it seemed of primary interest to
investigate GAD activity on‘ both sides "of the brain. The
activity of GAD vas measured at two different times after the
nigro-striatal lesion in order to detect longer-term compensatory

changes after the lesion,
- »

METHODS

SUBJECTS
s

Seventy-nine male Wistar albino rats weighing 220-250 g at
the start of the experiment were housed four to a cage with

normal room illumination. Food and water were continously available.

STEREOTAXIC SURG;:RY AND BEHAVIORAL TESTING

Stereotaxic injections of 6-hydroxydopamine (6-OHDA; Bug 1'n
4ul sterile saline containing - 0.5mg/ml’ ascorbic acid) were
performed undef Equithesin anesthesia as previously deacri..bed
(Garcia-Munoz et al, 1983). The animals were allowed to recover
for one week, th;n the ef‘f;ctiveness of the lesion vas tested by
: measuring furning behaviour in response to apomorphine (0.25

wg/kg, 4i.p.). Animals turning more than 150 times/30 min wvere



' BIOCHEMICAL DETERMINATIONS

selected - for this study. This behaviour has been reported4 to
correlate with a significant decrease in dopamine transmission
(Creese, Burt and Snyder, 1977) nevertheless the amdunt of
dopamine was determined in 6 turning animals & weeg- after ’thg
lesion. The postoperative survival time was 4 weeks for a group
of 32 turning animals and 8 weeks for a group of 19 rats, 28

animals were used as untreated controls.

TISSUE DISSECTION
For biochemical determinations, the rats were killed by cervical

dislocation and the brain quickly dissected over dry-ice. The

: '
brain was cut at the level of the optic chiasma (A6280 um

according to the atlas of Konig and Klippel, 1963) and the
striatum and globus pallidus dissected out. A holder with two
slits lmm appart Qas used to cut’ slices of tissue, According to
thé atlas at the level of A5150um, the entopeduncular nucleus was
punched out with a hollow needle of lmm dinner diameter. The
substantia nigra was cut f&on another slice taken at the level of
A2420 um. Thé same area from 3 animals was pooled to achieve
minimal variance of the mean results except for the striatum in
wﬁich case there was enough tissue to use one structure fer

assay.

_GAD 'activity was assayed by a modificafion (Perez de 1la
Mora, Fuxe, Hokfelt and Ljunddahl, 1977) of the procedure
described by Albers and Brady (1959). The tissue was lhiomogenized

in 50 oM phosphate buffer pH 6.4, containing Triton X-100 (0.5 %

-
"



v/v), pyridoxal phosphate 10~5M and AET 10~%M. The tissue

homogenates were incubated at 37°C for 40 wmin in the buffer

coritaining 2.5 x 10~2M glutamic acid and 0.94 uCi/uml of‘(l-u‘c)DL

glutamic acid (New England Nuclear), pH=7.0. The activity S'f qﬁ)

was ;ast:imted in triplicate and sample to blank ratios were never

lover than 5:1. Brain structures were either frozen and stored

in 1iquid nitrogen until assay or were immediately assayed, no

differences in GAD activity were found following either 4
procedure. The proteins were determined according to the method

ofA Lowry, Rosenbrough, Farr and Randal (1951).

Choline acgtyl "transferase was measured as  previously
described by Fonnum (1975). Dopamine concentration was determined
by "high pressure 1liquid chromatography with electrochemical

-detection (Bioar;alytical System.s; Keller, Oke, Mefford and Adams,

1976).

STATISTICAL A\NALISIS

To compare the results a Student's t-test was used
(Bernstein, 1964). The statistical analysis was performed
comparing the results against the data obtained in the control

untreated rats. -




RESULTS .

" The activity of GAD in control unlesioned rats was® similar
when structures in opposite hemispheres were compared. The tqtil
mean‘ratio between hemispheres was 1.02 + 0.1. Within structures
the ratio between hemispheres ranged from 0.93 to 1,12, Four
weeks after a unilateral 6-OHDA lesion the enzyme activity
significantly increased on the ipsilateral side in the striatum,
globus pallidus and substantia nigra (40, 41 and 38%

respectively). On the contralateral side the entopeduncular

“‘aucleus showed g significant decrease (38%) (Fig. 1). By eight

weeks the enzyme activity returned to control levels in the
striatum and in the gloﬁus pallidus and reversed in the -
substantia nigra showing a significant decrease. On the
contralateral side.' at 8 weekls only the globus pallidus showed a
significant decrease (Table 1). )

The concentration of dopamine was measured in 6 rats that
turned 180 + 23 times/30 min one week after the lesion and had a
survival time of 4 weeks. The amount of dopamine on the intact
s.i'de was 12.0_;'_' 3.1 ng/g wet tissue whereas on the lesioned side
1‘t was 0.3 + 0.1 ng/g wet tissue. indicating a decrease of 98%.
To test the specificity of the loss of GAI? _1n striatum, CAT
activity was estimated in 6 rats at 4 weeks poétoperativdly. The
activity of CAT was 369.3 * 121 (X SPpA mg/g wet tissue/ 15 min)
for the intact side and 429 + 121  for tﬁc lesioned side,
indicating a non-significant increase of MZ_ on’ the lesioned

.

side.




DISCUSSION

The results described here show that the activ%}y of GAD in
,the striatum, globus pallidus and substantia nigra ipsila;eta% to
a 6-OHDA lesion depends on the time of survival after the légion.
With a survival time of 4 weeks there is an increase in the
activity of GAD in these structures which is in agreement with
previous reports involving similar lesions (Vincent, Nagy and

Fibiger, 1978; Gale and Casu, 1981) or chronic dopamine receptor

. blockade (Mao, Cheney Marco, Revuelta and Costa, 1977; Marco,

Mao, Revuelta, ?eraiia and Costa, 1978). Therefore it could be
suggested t%at GABAergic cells in the striatum are more active
after the tonic ;nhib;;oty action of dopamine has been
eliminated. ] "

The re;ersal of the effect seen in the striatum and globus
pallidus at 8 weeks after‘the lesion is in agreement wjith
previous experiments; it has been reported .that r;movnl of
dopaminergic 1input ;esuIts in increased spontaneous electrical
activity of striatal neurones only during an initial phase and
that the firing rate returns to basal levels later on
(Arbuthnott, 1974; Shultz and Ungerstedt, 1978). Also spontaneocus

postural asymmetries due to a 6-OHDA or kainic acid 1lesion of

substantia nigra cease a few days after the operation (DiChiasra,
Porceddu, Morelli, Mulas and Gessa, 1979; Garcia-Munoz et.al,

1983). These results indicate that some kind of compensation or

adaptative process has occurred. Recently 1t has been reported

that a substantia nigra lesion can unmask connections from the
contralateral striatum by terminal sprouting of crossed

projections (Pritzel, Sarter, Morgan and Huston, 1983; Pritzel,
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Huston and Sarter, 1983). A compensatory mechanism of this kind

rcould be proposed to occur between 4 and 8 weeks after the 6-OHDA

lesion :.Ln the striatum and globus pallidus.

The. marked decrease of enzyme activity seen in the
substantia nigra at 8 weeks could be the consequence of the
changes observed in the striatum and the globus pallidus. It has
been proposed that projections from globus pallidus to striatum
and substantia nigra arise from divergent axon collaterals
(Staines and Fibiger, 1984), these neurones could also play a
role in the compensatory changes observed in substantia nigra and

. .

In the basal ganglia, changes 1in neurotransmission on
str.trxctures of one side of the brain seem to affect the struct;xtei
of the other hemisﬁhere. For instance in the substantia nigra,
electrical stimulation of the stri;tun leads fo symmetrical
increases in G&}Ielease. whereas direct ‘ acetylcholine
administration induc asMetricaI changes (Besson et al 1982;
Kemel et al 1983). On the hemisphere opposite to the 6-OHDA
lesion we found a significant decrease in the activity of GAD in
the entopeduncular nucleus and the glt;bus pallidus after a
survival time of 4 and 8 weeeks respectiv;ly. These changes could
be due to the simultaneous effect of éonne;:tions on the
entopeduncular nucleus and substantia nigra arising for exam.ple
vfron the contralateral striatum or ‘substantia nigra (Gerfen,
Staines, Arbuthnotf and Fibiger, 1982; Consolazione, Bentivog;l.io.
Goldstein and Toffano, 1985). o

Recently the glucgse utilization technique has shown that




-
1

!

|
I

FENS RN I

[ |

L.

(S S E N B T

et

| SRR

—_ w_=

the metabolic activity in globus pallidus, entopeduncular nucleus
and substantia nigra 1s affected in parallel in response to
d::pamine’ stimulation (Brown and Wolfson, 1978; Wooten -and
Collins, ' 1983). The results of the present study complement work

on discrete localization of metabolic activity since with this

kind of mapping, changes of a particular neurotransmitter cannot -

be discriminated.

Increases 1in enzyme activity after deafferentation like the
ones reported here, could be produced‘ by sprouting of the
tepﬁnina‘l field (Stachowiak, Bruno, Snyder, Stricker and Zigmond,
1984), increased affinity of the enzyme for its cofactor (Miller
and Walters, 1979), or increased production of the enzyme
(Thoenen, 1974; Porter and Martin, 1984). Since there is no
damage of GABAergic cells, sprouting of GABA neurones seems
unlikely. The activity of GAD Wal; estimated under saturating
cofactor concentrations, therefore our estimates cannotvxexclude
the possibility of increased affinity. ‘l'hefe 1s evidence
‘suggesting that depolarization and subsequent release of GAEA,

shifts the balance of a direct feedback control of presynaptic

QABA synthesis leading to the formation of 2 hicher vroportion of

active GAD (Porter and Martin, 19.84). Changes in the synthesis of

GAD could be the explanation for our results, these changes in
synthesis could occur as a result of altered synaptic
transmission impinging onto GABAergic cells in the structures

studied.

~In conclusion the experiments have revealed ‘t:l'.mc related

changes in the activity of GAD in the striatum, globus pallidus,

and " substantia nigra ipsi'lateul to a unilateral dopaminergic
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. denervation of the striatum. On the contralateral hemisphere the

;ctivity of GAD varied only on the entopeduncular nucleus and the
globus 'pallidus. In general the changes in enzyme activity
probably. reflect a compensation in a cﬁain of GABAergic synapsis
which occur as a result of the loss of the nigral input to the
striatum, It can be proposed that the time related modifications
in the activity of GAD reveal the presence of a physiological

compensatory process such as sprouting of contralateral dopamine

fibv:om‘.
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Fig. | The horizontal bar indicates the mean ratic + SEM of GAD
activity between both sides of the brain of the 12 untreated controls,

the open circles indicate the control ratio of GAD activity for each

individual structure within that control group. The columns indicate
the ratto between the lesi;)ned side and the corresponding control
value for each structure at four (open columns) or 8 weeks (hatched
columns). A ra.tio close to 1.0 indicates that both centrol and
experimental sid;s have very sﬁnilat values, * p< 0.02, ** p < 0.01,
k& p < 0.00l. In the insert the ratios between the control group and
the intact contralateral side are depicted té show that eventhough the
contralateral changes in the activity of GAD in st}'iatyu " and
substantia .nigu are lnot statistically significant, the enzyme .

acth’rity is significantly low in the entopedunzullt nucleus at 4 weeks

and in the globus pallidus after a survival time of 8 weeks.
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TABLE 1

EFFECT OF A UNILATERAL 6~OHDA LESION ON THE ACTIVITY OF GAD

POSTOPERATIVE SURVIVAL TIME

4 WEEKS 8 WEEKS

R ; LESIONED UNLESIONED LESIONED UNLESIONED

. CONTROL
STRUCTURES _ GROUP ‘
STRIATUM* 68(16) 95(21) 65(8) © o 66(7) 57(4)
GLOBUS PALLIDUS# - 251(30)  354(36) . 245(28) 218(17)  186(10)
ENTOPEDUNCULAR+  180(34)  194(25) 114 (7) 215(46)  119(39)
SUBSTANTIA NIGRA+ 347(46)  478(40)  377(56) 204(21)  289(15)

The results are expressed as mean + (SP} of nMoles/Hr/mg protein.
Since the values for both sides of the brain in the control group
did —not differ the data was pooled in one mean.

* Tissue from a single animal; + pool of 3 different brains.
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y-Aminobutyric acid release in the globus pallidus in
vivo after a 6-hydroxydopamine lesion in the
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This experiment was designed to determine whether the release of y-aminobutyric acid (GABA) in tine
globus pallidus (GP) is affetted by a lesion of the nigrostriatal pathway. Rats were lesioned with 6-hydrm
xydopamine 4 weeks prior 1o study of the in vivo release of GABA. A micradialysis probe was stereotaxii-
cally implanted in haloth hetized animals in a vertical position on both GPs. The pcrfusales were
analyzed for their GABA conlcnl with a high performance hqund h hy tect C i
to unlesioned controls, u tharked decrease in the overflow of GABA was obwvcd in the GP conlnllleml
to the lesion, whereas the ipsilateral GP showed a slight increase. The differences between the sides werr
exaggerated after KCI (100 mmot) administration. The results are discussed in terms of a possible bilaterm!
influence of dopamine terminals in the striatum on GABA transmission.

It is known from electrophysiological and biochemical studies that the striatopalli-
dal [10, 12, 24) pathway is primarily inhibitory {14, 17} and probably contains y-ami-
. nobutyric acid (GABA) as a neurotransmitter {7]. In fact the globus pallidus (GF*)
is an area rich in GABA [1] and glutamic acid decarboxylase, a marker enzyme farr
GABA-containing terminals [7). Furthermore the striatum (St) sends a dense and
topographically organized projection to the GP {4, 8), and GABA is topographically
organized within the St and GP [7, 9). The low levels of GABA and glutamic acidi
decarboxylase in.the St and GP in both Parkinson’s and Huntington’s diseases sug—
gest a role for GABAergic transmission in the GP in abnormal movements [6, 18].
In support of this idea GABAergic agonists injected into the GP induce an ipsiversive
postural deviation (which turns into a continuous ipsiversive circling after DA recep—-
tor stimulation) [20]. It has been proposed, therefore, that dopamine (DA) facilitates
the GABAergic systems in the GP.

Correspondence: M. Garcia-Munoz, IFC, UNAM, P.O. Box 70-600, 04510 Mexico, D.F. 359, Mexico.

~ 0304-3940/86/5 03.50 © 1986 Elsevier Scientific Publishers Ireland Ltd.
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The present study was designed to determine whether the release of GABA in thse
GP is affected by a lesion of the nigrostriatal pathway which will decrease DA levelss
in the St. The experiments involved the measurement of the release of endogenouss
GABA in the GP in vivo using the intracerebral microdialysis technique {23] afterr
a unilateral lesion of the substantia nigra (SN) with 6-hydroxydopamine (6-OHDA)..

Male Sprague-Dawley rats (140-160 g) were anesthetized with a mixture of air andi
halothane and mounted in a stereotaxic frame. Unilateral injections of 6-OHDA (&
ng, 6:OHDA-HCI dissolved in 4 4l of saline containing 0.2% ascorbate) were mades
using a 5-u! Hamilton syringe. The stereotaxic coordinates were 4.4 mm posterior..
1.2 mm lateral relative to the bregma suture and 7.8 mm vertical measured from the:
surface of the brain. Successfully denervated rats were selected following treatment
with a low dose of apomorphine (0.05 mg/kg, s.c.) two weeks after the 6-OHDA
injection. Rats showing a two-pcak patiern of rotation were selected since this behav—
ior reliably indicates a greater than 95% depletion of DA in the St [22).

GABA release was measured 4 weeks after the 6-OHDA lesion. Rats were anesthe—
tized with halothanc and the dialysis probes were stereotaxically implanted into botin
GPs (AP —1.3, L 3.0 and V —7.0 mm from bregma sulurc) Halothane was main--
tained during the whole experiment.

he dialysis cannulae (Carnegie Medicin, Solna, Sweden) had a molccular weight
cut-ofl of 20,000 and the exposed surface of the membrane was 0.52x2.0 mm. The=
implanted probes were held in position by a micromanipulator of the stercotaxic
instrument and perfused continuously with a Ringer solution containing (mM): Na—
147, CI~ 155.6, K+ 4, Ca?* 2.3, pH 6.0, at a speed of 2 ul/min (CMA/100 mi-
croinfusion pump, Carncgnc Medicin). Thirty minutes after the implanation of thes
probes, the perfusate collection began. The samples were collected every 10 min (20
#l) for 60 min, with KG! (100 mM final concn.) being added to the perfusion mediun:
for the final 10-min fraction. At the end of the experiment animals were killed by
an overdose of anesthesia and the brain dissected out. Frozen sections (100 ym) werce
cut to verify the localization of the probes.

Perfusates were analysed for GABA using high performance liquid chromatogra—
phy with fluorescence detection by the o-phthaldehyde derivatization method of Lin-
droth and Mopper [15]). An amount of 5-ul of perfusate were mixed with o-phthalde—
hyde reagent on an auto-sampler (WISP 710-B, Waters Ass.) and automatically:
injected after 1 min reaction; GABA was separated from other amino acids by
reversed phase chromatography using stfinless-steel columns packed with Nucleosiil
resin (5 um particle size) and eluted by a 0.05 M (NaH,PO,) phosphate buffer (pE3
$.3)-methanol gradient. The limit of the sensitivity of the assay was approximately
100 nmol.

Basal GABA relcase and the response to KCl in unlesioned control rats versuss
lesioned animals were tested for statistical difference using Student’s rtest farr
unpaired samples [2]. Only data from animals with cannulae placed iri the GP as veri—
fied by the histology were taken into account,

From in vitro studies it was determined that the relative recovery of GABA (15
pmol, 2 l/min) across the dialysis membrane was 15-20%.
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In control unicsioned rats basal levels of GABA in perfusates from the left and

the right GP were, respectively, 1,75 +0.07 pmol{10 ! and 1.8740.21 pmol/10 ul.
In lesioned animals GABA levels of GP perfusates were below the limit of detection
on the side contralateral to the lesion, whereas the ipsilateral side showed a non-sig-
nificant tendency to increase (2.26+0.45 pmol/10 ul). Afier a depolarizing pulse of
high potassium a 34-fold increase in the overflow of GABA was observed in control
animals. In comparison, the ipsilateral GP on the kesioned group showed a stimulated
release of GABA which was 46 times higher than prestimulation values, a response
that was significantly greater than observed for the unlesioned group (P <0.01). On
the GP contralateral to the lesion, GABA was detected after potassium stimulation,
but the absolute levels observed were approximately 3 times less than the increase
observed in control rats (P <0.01) (Table I).

Spontaneous and potassium-evoked ["HIGABA relcase has been observed in the
GP of cats [3, 13] and further, electrical stimulation of the St results in an increased
release of PH]JGABA in the ipsilateral and contralateral GP [3). These results suggest
the existence of processes contributing to regulation of GABAergic synapses in the
St and GP not only on the ipsilateral but also on the contralateral side. Symmetric
and asymmétric reciprocal regulations are also evident for other neuronal systems
of thg basal ganglia such as the nigrostriatal DA pathways [5, 19]. The significant
decrease in GABA overflow in the GP contralateral to the lesion, even after a depo-

larizing pulse with potassium as scen in these experiments, also suggest reciprocal

regulations between the St and GP on both hemispheres [3]. The slight increase in
basal GABA release observed in the GP ipsilateral to the 6-OHDA lesion could pos-
sibly induce a compensatory hyperactivity in the intact contralateral DA system,
There is a reported increase of DA release in the contralateral St after a 6-QHDA
lesion of (he nigrostriatal pathway [25]; this increaseymight be expected to decrease
GABA overflow as indeed we found. '

1t has been suggested that the releasc of GABA from the St is highly dependent
on GABA synthesis. Since the presence of 3-mercaptopropionic acid (glutamic acid
decarboxylase inhibitor) in the perfusion medium produces a drop in GABA release
[13], the finding that no basal GABA overflow was detected in the GP contralateral
to the 6-OHDA lesion suggests that the newly synthesized neuronal pool of GABA
is depleted in the GP after the lesion of striatal DA nerve terminals, This is further
TABLEI . -
IN VIVO RELEASE OF ENDOGENQUS GABA IN THE GLOBUS PALLIDUS

The results arc expressed as pmol/10 4l of perfusate. The values were corrected for in vitro recovery. All
data are mean £8.D. of 4-6 individual determinations,

Ipsilateral c 1ateral
Control 1.75+0.07 1.874 021

Lesioned 2264045 Undetectable

Control+KCi . 60.254+25.8 62.85+10.7

Lesioned 3 KCl 83.64+26.5 22.254104 B
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supported by the fact that potassium-stimulated release on the contralateral side did
not reach control levels. :

1t is possible that the lack of DA inncrvation of the St is tht single factor causing
the changes in the release of GABA in the GP; however, depletion of DA in the nu-
cleus accumbens is also likely to occur following the lesion [21] and this could in turn
stimulatc the release of GABA in the GP [11]. Furthermore a small direct dopaminer-
gic input 1o the GP from the SN has been described [16), and it is also possible that
the lesion of this pathway might contribute to the effects,observed.

In summary the present study demonstrates that although in control rats the re-
lease of GABA in the GP is similar on both hemispheres, the decrease of DA levels
in one St produces a very marked decrease on the contralateral side. These changes
in GABA were accentuated by a depolarizing pulse of potassium. It is suggested that
GABA release in the GP is subject to control by DA terminals in the St.
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Dr. T..Sharp for their critical reading of the manuscript.
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