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El que tenga una cancidén tendra tormenta,
el que tenga compaftia, soledad;

el que siga buen camino tendra sillas
peligrosas que lo inviten a parar;
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y la compafia vale soledad,

siempre vale la agonia de la prisa
aunque se llene de sillas la verdad.

Historia de las sillas.
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INTRODUCCION.

RECEPTORES PRESINAPTICOS.

La transmisiétn de la informacibn en las células del sistema
nervioso se realiza mediante el efecto producido por mensajes de
naturaleza quimica (neurotransmisores) en las estructuras
conocidas como receptores los cuales son complejos moleculares de
naturaleza protéica que se encuentran en la superficie externa de
la membrana neuronal incluyendo el soma, dendritas, axén vy
terminales axbnicas (Starke, 1981). No obstante, solo se han
contemplado a dos grupos de receptores como los de mayor
importancia fisiolfgica, considerando que son los que regulan la
actividad neuronal. Estos grupos son:

1) Los receptores somatodendriticos localizados en el cuerpo
celular vy dendritas y gque al ser activados modifican la funcion
de la regidtn en donde se encuentran como la sintesis de proteinas
y la generacidn de potenciales de accion.

2) Los receptores pr.linlpticos; localizados en las
terminales axdnicas y que al ser activados modifican la funcion
de 1la regidn terminal, como la sintesis del neurotransmisor asi

como el aumento o disminucién en la liberacién del mismo.

Tipos de receptores presinapticos.
Al observar que la liberacidtn del neurotransmisor puede

producirse independientemente de la presencia de potenciales de



accidn, Katz y Miledi (1979), sugirieron que dicho proceso podia
estar mediado por el transmisor mismo o bien, dada la intrincada
red de conexiones sindpticas en el sistema nervioso central, por
substancias neurotransmisoras diferentes que pueden provenir
incluso de terminales nerviosas distantes (Starke, 1979).

Con base a lo anterior se ha postulado que los receptores
presindApticos pueden ser "autorreceptores" cuando se activan por
el mismo neurotransmisor liberado o por sus agonistas o
antagonistas farmacolégicos especificos y "heterorreceptores"”
cuando la activacidn se efectfia por una molécula neurotransmisora
diferente a la liberada por la terminal nerviosa (ver Fig. 1).

Actualmente se han efectuado maltiples trabajos para la
identificacidn Yy caracterizacion de autorreceptores Yy
heterorreceptores presinapticos como modul adores de la liberacion
de neurotransmisores en el sistema nervioso central, en
sinaptosomas Yy en rebanadas de diferentes nicleos del cerebro vy
su localizaciébn se ha hecho evidente en terminales nerviosas
noradrenérgicas, dopaminérgicas, colinérgicas y serotoninérgicas

(Starke, 1981; Chesselet, 1984).

Mecanismo de los receptores presinapticos.

El mecanismo o los mecanismos de accidn de los receptores
presinapticos no han podido ser explicados de manera
satisfactoria debido principalmente a que las terminales

nerviosas son muy pequeflas y comprenden una fraccion reducida del



autoreceptors presynaptic heteroreceptors

Figura 1. Representacidn esquematica de los diferentes tipos

de receptores presin3pticos en las tersinales nerviosas del

sistema nervioso central.



tejido en que se encuentran.

Stjarne (1978), ha propuesto un mecanismo que implica un
proceso de inhibicidn por retroalimentacidn, moderado por la
liberacidn del neurotransmisor enddégeno el cual produce una
hiperpolarizacidn de la terminal siguiendo de una depresidn de la
propagacitn del estimulo en 1la misma, con la consecuente
activacion de un namero menor de botones sindpticos o
varicosidades. Esto se apoya en la observacidn de que las drogas
antagonistas, que interrumpen el asa de retroalimentacion,
facilitan considerablemente la liberacidn de noradrenalina
producida por estimulacibn eléctrica en vaso deferente de hamster
(St jarne, 1978) y por la disminucidn en la liberacitdn de
acetilcolina por morfina 1la cual inhibe 1la propagacién del
impulso excitando un namero menor de terminales en neuronas
entéricas (Szerb, 1980).

Se ha considerado también 1la participacién de canales
idnicos como sistemas efectores de los receptores presindpticosj
por ejemplo, es posible que la activacidn de estos altimos afecte
de manera inhibitoria el acople electrosecretor, particularmente
en el influjo de iones calcio a través de canales dependientes de
voltaje, lo cual ha sido demostrado para terminales
noradrenérgicas, serotoninérgicas y colinérgicas (Starke, 1981).

En cuanto al complejo receptor del aAcido gamma-aminobutirico
(GABA), se ha reportado que adembs de estar acoplado a un canal

para el idn cloruro, puede estar compartiendo canales para otros



iones con receptores presinapticos para neurotransmisores
diferentes (Yarowsky y Carpenter, 1978).

Finalmente, es probable que una despolarizacidn pueda
reducir la liberacidn de neurotransmisor debido a una disminucidn
en la amplitud del potencial de accitn en la terminal axbnica

(Starke, 1981).

Importancia funcional.

Adn cuando se ha cuestionado que la presencia de receptores
en la terminal axdbnica esta determinada por la necesidad de éstos
en la regidn somato-dendritica y que su expresidn obedece tan
solo a cuestiones de economia celular en la diferenciacidn de su
membrana, la principal funcién aparente de los receptores
presindpticos, es la modulacidn o regulacién de la actividad de
las terminales nerviosas (sintesis del neurotransmisor Y
liberacién del mismo) dependiendo de la presencia en el medio de
algunos compuestos. Estos pueden ser: 1) el neurotransmisor u
otros agentes liberados al surco sindptico por la propia neurona,
2) moléculas provenientes de c@lulas nerviosas adyacentes o 3)
por substancia originadas en zonas distantes del organismo como
es el caso de algunas hormonas.

Cabe considerar a este respecto, que la mayoria de los
experimentos que apoyan el concepto fisioldgico de los receptores
presindpticos, han sido realizados in vitro, facilitando o bien

dificultando el acceso de neurotransmisor, agonistas o



antagonistas a 1los receptores de una manera no operativa en
condiciones in vivo.

Por tanto, es necesaria la realizacidn de estudios mas
profundos que expliquen claramente cual es el papel que juegan

los receptores prsinapticos en la fisiologia celular nerviosa de

los animales integros.



ANTECEDENTES.

Receptores Gabaérgicos.

Actualmente, las investigaciones en neurobiologia se han
enfocado al estudio de las propiedades de los receptores para
substancias neurotransmisoras auxiliandose en el refinamiento de
técnicas electrofisioldgicas y bioguimicas lo que ha aportado una
gran cantidad de datos relacionados con las caracteristicas
bioquimicas, fisiolbgicas y farmacoldgicas de los receptores
gabaérgicos. Con esto, un receptor se define como un elemento
molecular de naturaleza protéica de la superficie externa de 1la
membrana celular nerviosa, vya sea presindptica o postsindptica,
que media la accidn del acido gamma—aminobutirico (GABA) después
de ser liberado de las terminales nerviosas. Se ha establecido
que el receptor gabaérgico esta constituido por al menos dos
componentes: un sitio de reconocimiento de GABA y uno o varios
canales idnicos, aunque es probable que presente elementos
adicionales como los sitios de reconocimiento para picrotoxina,
avermectina y benzodiazepinas (Gallagher y Shinnick—Gallagher,
1983).

Anteriormente, era necesario demostrar gque una respuesta al
GABA podia ser antagonizada por bicuculina o picrotoxina antes de
involucrar la presencia de un receptor gabaérgico, sin embargo,
en la actualidad parece que pueden existir varias clases de

receptores para GABA que no son bloqueados por esas substancias



consideradas clésicas (Enna y Gallagher, 1983). Los receptores
gabaérgicos sensibles a la bicuculina han sido clasificados como
receptores gabaérgicos tipo "A" y gque estan 1localizados en
cuerpos celulares, dendritas y terminales ax&nicas. La activacion
de estos receptores produce un cambio de polaridad en la célula
dando como resultado una hiperpolarizaci®n o una depolarizacidon
de la neurona receptora. Por el contrario, los receptores
gabaérgicos tipo "B" son insensibles a la bicuculina y se activan
por el fArmaco baclofén, y se encuentran principalmente sobre las
terminales nerviosas de neuronas catecolaminérgicas Yy su
activacidn parece inhibir la liberacidn del neurotransmisor, tal
vez mediante la modificacitn del flujo de calcio al interior
celular. Aunque los receptores de GABA pueden ser clasificados de
diferentes maneras, las diferencias anatbmicas, fisioldgicas vy
farmacoldgicas entre receptores gabaérgicos tipo "A" y tipo "“B"
han sido claramente establecidas lo que los define como entidades
moleculares diferentes (Bowery et al.,1980; Hill y Bowery, 1981;
Bowery, 1983). Es necesario un mejor conocimiento de los
receptores gabaérgicos para poder explicar los mecanismos clave
de la accitn receptora para el GABA.

No obstante que se desconoce el mecanismo por el cual los
receptores presindpticos de cualquier tipo, modifican la
liberacidn de neurotransmisor, estudios electrofisioldgicos
indican que los receptores gabaérgicos tipo "A" estan acoplados a

un canal para el idn cloruro produciendo, con la activaciéon del



sitio de reconocimiento, un influjo o eflujo del anidn,
dependiendo de los gradientes de concentraciones (Enna Yy
Gallagher, 19833 Krnjevich, 19743 Nistri y Constantini, 1979).
Los receptores tipo "A" localizados en el soma o dendritas
regulan el paso del cloruro de tal forma que la activacidn del
receptor origina una hiperpolarizacion y una disminucién en la
actividad de la célula. Por otra parte, los receptores
gabaérgicos tipo “"A" qgue se encuentran en las terminales
axbnicas, al activarse, ocasionan un eflujo neto de cloruro, lo

cual produce una depolarizacién parcial que es referida como
inhibicidn presindptica puesto que la cantidad de neurotransmisor
liberado de los botones sindpticos parcialmente depolarizados se
ve disminuida. Se ha descrito que la activacion del receptor
gabaérgico tipo "A" sincroniza la activacidn de canales para el
ién cloruro cuya conductancia y tiempo de apertura son sensibles
al voltaje (Segal vy Barker, 19843 Gray vy Johnston, 1985).
Estudios bioquimicos vy electrofisiolégicos sobre el receptor
gabaérgico tipo "A" sugieren que s un complejo macromolecular
con varios componentes interactuantes como son: un sitio de
reconocimiento para el GABA (al que se pueden unir analogos vy
antagonistas competitivos del GABA) ligado con un canal para Cl_,
un receptor a barbitdricos (Willod y Johnston, 1983), un receptor
a benzodiazepinas Yy un receptor a picrotoxina probablemente

asociado al canal de Cl1 (Olsen, 1981; Iversen, 1984). En el

animal intacto, la activacion de estos receptores ha mostrado que



estAn asociados con acciones hipotensivas (De Feudis, 1983),
anticonvulsivas (Morselli vy Lloyd, 1983) Yy ansioliticas
(Williams, 1983).

La informacitn existente acerca de los eventos idnicos
asociados con la activacidn de los receptores gabaérgicos tipo
“B", es menos conocida. Al parecer, la unidn al sitio de
reconocimiento requiere de la presencia de cationes divalentes
(Hill y Bowery, 1981) vy puesto que el receptor parece estar
acoplado al proceso de liberacibn del neurotransmisor (Bowery et
al., 1980, 1980a), es muy probable que los receptores tipo "B"
puedan influenciar los niveles intracelulares de calcio, ya sea a

++
través de un canal de Ca , o con alguna asociacién a mecanismos

de transporte de Ca++, o con algdn sitio de almacenamiento para
este catidn. Algunos autores han sugerido la asociacion de este
tipo de receptor con la activacidn de una corriente de potasio
que no inhibe a la de calcio (Gahwiler y Brown, 1985).

La activacidn o inhibicidn selectiva de los receptores
gabaérgicos en 1os ganglios basales puede alterar la actividad
motora y el umbral de sacudidas (Gale y Casu, 1981), 1lo que
sugiere que los receptores en esa regidn cerebral juegan un papel
importante en la funcidn extrapiramidal. Ademas de participar en
las anormalidades de la actividad gabae&rgica de 1los ganglios
basales, se piensa que los receptores contribuyen a los

desajustes motores asociados con algunos desbrdenes neurolbgicos

(Enna, 1981). El1 blogueo de 1los receptores gabaérgicos por
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bicuculina o picrotoxina, conduce a la excitacidn y convulsiones
generalizadas demostrando la importancia del sistema gabaérgico
para ejercer un efecto inhibitorio tédnico sobre la actividad del
sistema nervioso central. Dada la gran distribucidn de los
receptores gabaérgicos, es muy probable que participen
practicamente en todas las funciones del sistema nervioso
central, incluyendo a los mecanismos de afecto, conocimiento,

actividad motora y respuestas sensoriales (Enna, 1983).

Autorreceptores gabaérgicos.

A pesar de que muchos estudios apoyan 1la existencia de
autorreceptores y describen los efectos sobre la liberacion
inducida del neurotransmisor, tanto la estimulacién, como el
bloqueo de los autorreceptores y los mecanismos por los cuales la
activacidn de estos reduce la liberaci®n del neurotransmisor, son
adin inciertos. Una hipbtesis sugiere que la modulacién de la
liberacioén del transmisor por los autorreceptores vy otros
receptores presindpticos, puede deberse a una utilizacidn mayor o
menor de sitios de liberacién (Ryan et al., 1985). Datos
recientes han indicado que en el sistema nervioso periférico cada
potencial de accidn puede promover liberacidn del neurotransmisor
en solo unos pocos sitios de liberacitn disponibles (Smith, 1983;
Stjarne, 1978). Tambieén se ha supuesto que los autorreceptores
presinadpticos se encuentran sobre las varicosidades axénicas vy

que su activacién altera la propagacidn del impulso, cambiando
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probablemente la polarizacidon de la membrana o su conductancia

(Cunnane y Stjarne,
se ha sugerido que
en la conduccién

alteraciodn de 1la
despolarizacidn de
corrientes ibnicas
1979) .

El sistema

1982, 1984). A traveés de estudios bioquimicos
los autorreceptores act@ian no por un blogqueo
del potencial de accibn, sino mas bien por
magnitud del potencial inducido por la
la terminal o por 1la alteracion de las

dentro de la terminal (De Langen et al.,

de modul acidn de la liberacidn de

neurotransmisores por autorreceptores, también ha sido reportado

para terminales

noradrenérgicas (Dismukes y Mulder, 19763

Frankhuysen y Mulder, 1981, 1982), dopaminérgicas y colin@rgicas

(Iversen, et al., 19743 Starke, K., 1981).

Recientemente,

gque la liberacidn

los resultados experimentales han sugerido

de GABA a partir de terminales nerviosas

centrales, esta sujeta a un control de retroalimentacidn negativa

a través de receptores presinapticos presentes en terminales

gabaérgicas (Mitchell y Martin, 19783 Brennan y Cantrill, 1979,

197%9a; Brennan et al., 19813 Anderson y Mitchell, 1985; Arbilla

et al., 1979). Estos trabajos, se han realizado utilizando

compuestos capaces

de activar de manera selectiva a los

receptores gabaé&rgicos. Tal es el caso del muscimol, Aacido 3-

amino propano sulfébnico y THIP como agonistas gabaérgicos de 1los

receptores tipo "A" (Arbilla et al., 1979); baclofén, como

agonista gabaérgico de los receptores tipo "B" (Hill y Bowery,

12



19813 Wilkin et al., 1981); bicuculina (Curtis et al., 1971;
Johnston et al., 1972) y picrotoxina (Barker et al., 1983), como
antagonistas gaba#rgicos de los receptores tipo "A" y &cido 5-
aminovalérico (Muhyaddin et al., 1982) y phaclofén (Kerr et al.,
1986) como antagonistas gabaérgicos de los receptores tipo "B".

No obstante 1la disponibilidad de estos compuestos, los
efectos que presentan sobre el comportamiento de los
autorreceptores gabaérgicos son adn cuestionados como se verd mas

adelante.

Organizacidn Funcional de la Sustancia Nigra.

La sustancia nigra forma parte del tallo cerebral y aunque
no se considera elemento de los ganglios basales, se encuentra
relacionada funcionalmente con ellos pues presenta aferentes
provenientes del ndcleo estriado y del globo paAlido, ademas de
que sus eferentes retornan hacia el estriado y a diferentes
sitios del taAlamo que a su vez proyecta al estriado (Carpenter,
1983).

La comprensitn de las funciones de los ganglios basales a
estado determinada a partir de estudios clinicos en algunas
enfermedades de origen nervioso. Por ejemplo, en la enfermedad de
Parkinson, existe una degeneracidn de las células que contienen
dopamina en la sustancia nigra, con pérdida de dopamina en esa
regidtn y en el nicleo estriado hacia el cual las células de 1la

sustancia nigra proyectan (Sphepherd, 1979).

13



La inclusidn del nfoicleo estriado (ndcleo caudado y putamen),
globo palido y sustancia nigra en la patogénesis del sindrome de
Parkinson Yy en la corea de Huntington a estimulado la
investigacidn sobre sus relaciones sindpticas, identificacion de
neurotransmisores involucrados y caracterizacidn de receptores en
estas regiones cerebrales, las cuales estan involucradas en el
control de la postura y iocomocidn y en la neuropatologia de los
desordenes en el andar, por lo que son blanco de accibn de wuna

gran variedad de agentes farmacoldgicos (Dray, 1979).

Caracterizacidn morfolbgica.

La sustancia nigra (SN) es el nacleo mesencefdlico de mayor
tamafo que surge dorsalmente al pedanculo cerebral extendiéndose
a lo largo del mesencefalo y se divide en dos partes: la
sustancia nigra compacta (SNc), que es una regidn con una gran
densidad de células que contienen pigmentos de melanina vy 1la
parte reticulata (SNr) con menor poblacidn celular.

Las células en ambas partes de la sustancia nigra, son de
forma triangular o fusiformes y su tamaffo oscila entre 15 y S50 um
en el gato y de 15 a 80 um en los primates (Rinvik y Grofova,
1970). Los granulos de pigmento se dispersan en el citoplasma de
las células mds grandes en el hombre y primates. En la sustancia
nigra de la rata han sido descritas tres tipos de neuronas: a)
neuronas grandes distribuidas en 1la regidn reticulata, b)

neuronas medianas en la regibn compacta y c) neuronas pequefias de

14



axdn corto localizadas en ambas porciones (Juraska et al., 1977).
Las neuronas grandes se encuentran a lo largo de la sustancia
nigra reticulata prevaleciendo especialmente en regiones
rostrolaterales, donde estan embebidas en un neuropili de fibras
finas no mielinizadas. Las neuronas medianas estan estrechamente
agrupadas en la sustancia nigra compacta pero estan separadas por
finas cubiertas astrociticas. Las neuronas pequefras son
consideradas interneuronas y comprenden aproximadamente el 10% de
la SNc y el 40% de la SNr.

Las neuronas nigrales vistas en preparaciones de Golgi, dan
origen a dendritas lisas con pocas ramificaciones y radialmente
largas (Rinvik y BGrofovad, 1970). Las dendritas en las células de
la SENc tienen una orientacidn dorsoventral principalmente
dirigidas hacia la sustancia nigra reticulata, mientras que las
dendritas de esta regidn, tienen una orientaciédn rostrocaudal y
se entrelazan con las de la regi&dn compacta. Aunque los axones de
las neuronas nigrales son dificiles de impregnar con la técnica
de Golgi, se han visualizado estructuras semejantes a axones que
originan finas colaterales en &ngulos rectos al axé6n principal
(Schwyn y Fox, 1974).

Aunque la SNc y 1la SNr son innervadas por terminales
gabaérgicas (Kim et al., 19713 Fonnum et al., 1974, 1978; Ribak
et al., 19803 Van den Pol, et al., 1985), el origen de las
terminales para ambas partes de la sustancia nigra parece ser

diferente. Las células dopaminergicas de de 1la SNc recibe
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terminales principalmente del globo palido y de la SNr, a través
de colaterales o interneuronas (Hattori et al., 1975; Deniau,
1982), mientras gque las células gabaérgicas (Kilpatrick et al.,
1980; Childs y Gale, 1983) de 1la SNr, reciben terminales
principalmente del neoestriado (Grofovd y Rinvik, 19703 Dray et
al., 1976; Araki et al., 1985). Las células dopaminérgicas
reciben tambié&n aferencia sinaptica estriatal gabaérgica, que se
efectda sobre las dendritas que se encuentran en la SNr (Wasset,
1981). Esta diferente innervacién en ambas partes de la sustancia
nigra, podria estar asociada con una diferente modulacidon de la

transmisidn gabaérgica (Floran et al., 1988 y esta tesis).

Relaciones Sindpticas de la Sustancia Nigra.

Vias nigrales aferentes.

Aungue se ha asumido que la sustancia nigra recibe
abundantes proyecciones corticales, esto no se ha hecho evidente
con estudios de impregnacidn de plata vy de microscopia
electrdnica (Rinvik, 19663 Rinvik y Walberg, 1969). Por otra
parte, trabajos sobre transporte axoplaésaico, sugieren que
algunas proyecciones de la corteza prefrontal terminan en la
sustancia nigra compacta (Bunney y Aghajanian, 1976). La
sustancia nigra recibe fibras aferentes del estriado, del globo
pa2lido, del nocleo subtalamico, del ndacleo dorsal del rafe y del
nticleo pedunculopontino. Se ha reportado ademas, que el nlcleo

accumbens proyecta topograficamente sobre ambas divisiones de la
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sustancia nigra (Swanson y Cowan, 19753 Nauta et al., 1978). Sin
embargo, las proyecciones mas importantes y abundantes son las
dos primeras pues se ha reportado que la mayoria de las
aferencias estriatonigrales, las cuales surgen del nicleo caudado
y putamen (Voneida, 19403 Szabo, 1962, 1967, 1970), hacen
sinapsis con la SNr (Rinvik y Brofova, 19703 Kemp, 19703 Hattori
et al., 1975). Las aferencias estriatales contienen como
neurotransmisores al &cido gamma-aminobutirico, encefalinas
(Difligia, et al., 1982) y a la sustancia P (Groves, 1983). Por
otra parte, se han presentado evidencias de una notoria
proyeccidn de fibras del globo pllido hacia diferentes regiones
de la sustancia nigra compacta, por los grupos de Hattori (1975),
Kanazawa (1976) y Kim (1974), 1las cuales son de naturaleza
gabaérgica (Fonnum et al., 1974, 1978) y que contactan con las
neuronas dopaminérgicas caracteristicas de esta porciéon de 1la
sustancia nigra (Hattori et al., 19753 Carter y Fibiger, 1978).

La sustancia nigra recibe ademlds, aferencias del nbcleo
subtaldmico, cuyas fibras proyectan hacia la regidn reticulata
(Kanazawa et al., 19763 Carpenter et al., 1981a) y adn cuando se
desconoce la naturaleza del neurotransaisor involucrado en este
tipo de sinapsis, se ha podido identificar su naturaleza
excitatoria (Hammon y Yelnik, 1983).

Con respecto al nicleo dorsal del rafé, se sabe que emite
una proyeccidn que innerva la porcidn reticulata de la sustancia

nigra (Kuhar et al. 1972, Dray et al., 1976; Kanazawa et al,
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1976) con terminales nerviosas probablemente de tipo
serotoninérgico (Kuhar et al., 19723 Descarries et al., 1982).

En cuanto al ndcleo pedanculo pontino, solo se ha podido
determinar que emite eferencias hacia la regidn rostral de 1la
sustancia nigra (Carpenter et al., 1981, 1981a) sin conocer hasta

el momento el tipo de neurotransmisor involucrado.

Vias nigrales eferentes.

Las proyecciones eferentes de la sustancia nigra mas
ampliamente estudiadas son las fibras nigroestriatales, que se
distribuyen principalmente hacia todas las regiones del nicleo
estriado (Carpenter y Peter, 1972; Szabo, 1980, 1980a), aunque se
reportan algunas vias descendentes hacia el nocleo dorsal del
rafé (Beckstead et al., 1979). A través de diferentes estudios se
ha podido determinar que estas vias nigroestriatales surgen de la
porcidn compacta de la sustancia nigra y que son de naturaleza
dopaminérgica (Anden et al., 19643 Moore et al., 1971;
Ungerstedt, 1971), sin embargo, existe controversia para
determinar cual es la accibn postsindptica de este transmisor vya
que se han reportado efectos excitatorios (Kita et al., 19763
Wilson et al., 1982), asi como inhibitorios (Connor, 19703
Gonzalez-Vegas, 1974). No obstante, se ha postulado que el efecto
de la dopamina depende de su concentracidn y del tipo de receptor
dopaminérgico que active, pues las neuronas estriatales presenta

receptores de tipo D1 y D2 (Calabresi, 1987; Akaike, 1987).
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El resto de las vias eferentes de la sustancia nigra
constituyen una parte importante de los sistemas de salida de
informaciédn del ndcleo estriado. Estas fibras, surgen todas de la
regidn reticulata de 1la sustancia nigra y comprenden a las
fibras nigrotaldmicas, nigrotectales y nigrotegmentales, siendo
1os dos primeros grupos de naturaleza gabaérgica (Vincent et al.,
19783 Di Chiara et al., 19793 Mac Leod et al., 1980).

Las fibras nigrotalamicas proyectan a las regiones ventral y
medial del tAlamo (Carpenter y Peter, 1972) e influyen en los
patrones de disparo de las neuronas talamo corticales (Kultas-—
Ilinsky et al., 1983).

Las terminales de las fibras nigrotectales, proyectan a la
regidtn del coliculo superior (Rinvik et al., 1976; Graybiel,
1978) y se ha sugerido que pueden estar involucradas con
respuestas visuales Yy auditivas relacionadas con el
comportamiento de orientacidn, cambios de atencidn, fijacién de
la atencitn y respuestas de recepcidn (Hikosaka y Wurtz, 1983,
1983a, 1983b).

Finalmente, adn cuando se ha identificado que algunas fibras
nigrotegmentales tienen sus terminales en el ndcleo pedanculo
pontino, el papel funcional de este altimo no ha podido ser
aclarado (Carpenter, et al., 1981), e incluso se ha postulado que

dicha innervacidn es difusa (Childs y Gale, 1983). (Ver fig. 2).
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Figura 2.
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Esquema que muestra las relaciones sindpticas mas
importantes de la sustancia nigra. Los simbolos
neuronales con linea continua representan un 90 %
de las aferencias gabaérgicas nigrales. Los
simbolos neuronales con linea punteada representan
aferencias Y eferencias que contienen
neurotransmisores de diferente naturaleza. NE,
niicleo estriado; OGP, globo palido; NST, ndacleo
subtalamico; NA, nacleo accumbens; SNc, sustancia
nigra compactaj; 6SNr, sustancia nigra reticulataj;
R, rafeé; Tv, talamo ventromedial; Cs, coliculo
superior; Pp, ndcleo pedanculo pontino.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Como se comentd anteriormente en la introducciéon de este
trabajo, aan cuando ya se han identificado y caracterizado a los
raceptores presinlpticos de terminales nerviosas noradrenérgicas,
colinérgicas, dopamin@rgicas y serotoninérgicas, para el caso del
acido gamma—aminobutirico axisten todavia una serie de
controversias para explicar satisfactoriamente el mecanismo de
regulaciétn de su liberacién por autorreceptores. Por ejemplo, los
autorreceptores para GABA en la corteza cerebral de la rata han
sido reportados como un sistema de sensibilidad alta (Brennan et
al., 1981), de sensibilidad moderada (Mitchell y Hartin! 1978) y
ausentes (Arbilla et al., 1979) al probar el mismo agonista
gabaérgico (muscimol); ademds, utilizando este mismo agonista, el
grupo de Arbilla (1979) reportd un efecto claramente inhibitorio
en la sustancia nigra.

Por otra parte, la activacién de receptores presindpticos en
terminales gabaérgicas mediante mediante 1la administracién
individual de antagonistas de GABA, presenta a su vez algunas
discrepancias. Tal es el caso del efecto inhibitorio de 1la
bicuculina en 1la liberacidn de GABA tritiado inducida por
estimulacidn con alto potasio en rebanadas nigrales reportado por
Arbilla y cols. (1979) que se confronta con el trabajo previo de
Johnston y Mitchell (1971) cuyos résultadus muestran una

facilitacién de 1la liberacién de GABA por este antagonista en

21



rebanadas corticales. Simultaneamente, estos autores reportan una
inhibicidn en la liberacidn de este aminolAcido por picrotoxina
que se contrapone al nulo efecto que presenta en rebanadas de
sustancia nigra mostrado por el grupo de Arbilla (1979). Ademas,
se ha reportado que la bicuculina y picrotoxina no ejercen efecto
alguno en sinaptosomas (Brennan et al., 1981).

Ademas de que la presencia de autorreceptores en diversos
sistemas de neurotransmisores es generalmente aceptado, existe
acuerdo en cuanto a su caracterizacidn farmacoldgica en tipos vy
subtipos de receptores. De esta manera, los autorreceptores
noradrenérgicos pertenecen al subtipo adrenoceptor alpha-2
(Langer, 19813 Starke, 1981); los autorreceptores de serotonina
se han clasificado como S—-HT (Engel et al., 1986; Maura et al.,
1986 y 1los auturrecnptar.:adu acetilcolina son muscarinicos vy
pertenecen aparentemente al subtipo M2 (Marchi y Raiteri, 19853
Mash y Potter, 1986).

En contraste con lo anterior, los autorreceptores de GABA no
han sido lo suficientemente estudiados para poder determinar su
clasificacién en subtipos. Si estas estructura de membrana estan
relacionadas con un sistema de retroalimentacidn negativa para la
modulacidn por la liberacidn de GABA, es factible pensar que la
activacidbn de los autorreceptores es, en condiciones normales,
por el GABA mismo Yy que este deberia usarse como el =sejor
agonista gabalrgicoy sin embargo, ademias de los problemas de

intercambio entre el 3H-GABA utilizado para la valoracidn de 1la
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liberacién, Yy el GABA utilizado como agonista modulador,
realizado por un sistema de intercambio altamente eficiente
mediado por acarreadores (Levi y Raiteri, 1974), se ha reportado
la posible existencia de subtipos de autorreceptores gabaérgicos
en diferentes zonas del sistema nervioso central que, si bien son
activados por GABA exdgeno produciendo un clasico efecto
inhibitorio de su liberacibn, han presentado diferentes
comportamientos al utilizar suscimol como agonista (Bowery et
al., 1984).

Como es evidente, el nimero de trabajos reportados sobre la
modulacién de 1la liberacidn del Acido gamma-aminobutirico por
receptores presindpticos es mids bien reducido pudiendo notar
ademAs, la variedad de condiciones experimentales empleadas para
explorar este proceso.

Una de las consideraciones mas importantes, estriba en que
varios de los tejidos empleados en estos estudios presentan una
innervacidn heterogénea abundante, incluyendo la presencia de
cuerpos interneuronales Yy aunque esto puede ser solucionado
utilizando tetrodotoxina para bloquear la actividad de este tipo
de neuronas, ast como con el empleo de preparaciones
sinaptosomales, se presenta el inconveniente de analizar de
manera parcial el sistema sindptico sin considerar 1la posible
participacidn de productos postsindpticos en los procesos de
liberacidn del neurotransmisor. Ademas, entre 1los tejidos

estudi ados, se presenta una variabilidad en cuanto a la
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dependencia de 1la liberacidn por la concentracidn de calcio
extracelular, pues se debe de tener en consideracidn que esta
caracteristica es un regquisito para la demostracidn de que los
receptores presin3pticos modulan la liberacidn del transmisor
(Arbilla et al., 1979).

Por otra parte, adn cuando el empleo de la sustancia nigra
satisface 1la caracteristica de dependencia al calcio en el
proceso de liberacifn, los estudios de regulacidn presindptica en
este tejido no han considerado que se encuentra constituido por
la regidn compacta y la regidn reticulata las cuales, como se
comentd anteriormente, reciben aferencias gabaérgicas de
diferentes ndcleos y aparentemente presentan un comportamiento
diferente en la modulacidn de la liberacidn de GABA (Flor&n et

al., 1988).
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MATERIALES Y METODOS.

Preparacidn.

Para la obtencidn de rebanadas de sustancia nigra, se
utilizaron ratas Wistar macho de 250-300 gramos de peso. Una vez
sacrificadas por dislocacién cervical, 1las ratas se decapitaron
procediendo a 1a obtencién del cerebro completo el cual, al
separarse® de la cavidad craneal, se colocd en una solucidon de
Krebs-Hanselein a 4 grados centigrados. Basandose en el atlas
estereotAxico de Koning y Klippel (1970), del tejido cerebral se
obtuvo un bloque en el cual quedara incluida la sustancia nigra y
se f1jd a un soporte metdlico que se introdujo en un vibratomso
(Oxford, modelo B6), que contenfa solucidn Krebs-Hanselein a 4
grados centigrados, obteniendo rebanadas de tejido de 300 micras
de espesor por cortes sucesivos en el plano frontal.

La rebanada obtenida se montd en un portaobjetos frio
realizando la diseccidn del nacleo bajo microscopio
estereoscbpico con un escalpelo ofthlmico. En esta serie de
experimentos se utilizaron las regiones compacta o reticulata de
la sustancia nigra por separado, dependiendo del tipo de
experimento. Las rebanadas obtenidas mediante este procedimiento
fueron colocadas en una solucidn Krebs—-Hanselein a 37 grados
centtgradn; para permitir su equilibrio. Después de 30 minutos,
la solucidn se reemplazd con una que contenia 2x10-8M de 3H-GABA

(65 Ci/mmol, Amersham) vy en presencia de beta-alanina (10 uM)



para bloquear la captura de GABA por las células gliales durante
otro periodo de 30 minutos. A continuacidn, las rebanadas se
lavaron con solucidn Krebs limpia para desechar el exceso de
marca radioactiva y fueron transferidas al interior de un sistema
de cAmaras de perfusidn continua (Aceves y Cuello, 1981). (Ver

figura 3).

Procedimiento Experimental.

El sistema de perfusién de ocho cAmaras en paralelo consiste
de los siguientes elementos:

1) Una bomba peristdltica (Cole Parmer), que impulsa las
soluciones hacia las camaras de perfusiotn, a través de tubos de
polietileno de pequeffo calibre conectados a la entrada y salida
de las camaras de perfusioén.

2) Un sistema regulador de temperatura, que mantiene a 37
grados centigrados la temperatura de las soluciones que se van a
perfundir a través de las camaras.

3) Camara de perfusidn. Cada una de estas esta formada por
una camara externa cilindrica con un orificio interior que
permite la entrada del medio de perfusidn, una cAmara interna con
un tunel estrecho (2.2 mm de diametro y 10 mm de longitud con una
capacidad de 400 ul.) donde se coloca el tejido a perfundir y que
se cierra con tapones de plastico previa colocacidn de redes
finas para impedir la p&rdida de tejido por ®1 flujo del 1liquido

de perfusidn. Los tapones de plastico presentan una oradacién
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—o.cf.

_Y i
Equilibrio Marcaje
Krebs Krebs,
37°C + -6ABA 2x10° M
30 min. + p-alanina 10 pM
37°C; 30 min.

Sistema de perfusion

Figura 3. Representacidn esquemdtica que muestra el
procedimiento experimental al que fueron sometidas las rebanadas
de sustancia nigra. Sistema de perfusidn: r.t. rebanadas de
tejido; f.s. filtro superiory f.i. filtro inferiory c.i. camara
interior;y c.e. camara exterior; t.c. tapdn de la camara; K
solucidn Krebs; m.g. mezcla gaseosay b.p. bomba peristalticaj;

s.r.t. sistema regulador de temperatura; a.c.f. al colector de
fracciones.
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para permitir la salida de la solucidn y al colocarse sobre las
camaras, se sellaron con grasa de silicona.

4) Un colector de fracciones (LKB 2070 ultrorac 1II) que
recoge el liquido de perfusidn en tubos de ensayo cada cuatro
minutos.

La wvelocidad de perfusidn a la que fueron sometidas las
rebanadas fue de 0.5 ml por minuto y las fracciones fueron
colectadas cada cuatro minutos. Las rebanadas se colocaron en las
camaras de perfusidtn en ndmero de cuatro rebanadas de sustancia
nigra compacta o tres rebanadas de sustancia nigra reticulata (4
y 10 mg de peso hamedo, respectivamente) de manera al azar. En
estas condiciones, 1los tejidos permanecieron durante una hora en
perfusidn con una solucidbn Krebs-Hanselein la cual contenfa acido
nipecttice 10-5 M para evitar la rcaptura de GABA.

Transcurrido este periodo, se tomaron cuatro muestras de
cuatro minutos por cada cAmara para evaluar la liberacioén
espontanea del neurotransmisor. A partir de ese momento, las
rebanadas fueron perfundidas durante 80 minutos con una solucidn
Krebs-Hanselein que contenia 15 mM de potasio (aproximadamente
tres veces mids que el control) para evocar la liberacidn de GABA
por depolarizacién de las terminales gaba®rgicas. En esta dltima
solucion, se mantiene el producto (K)(Cl) constante con respecto
a 1la solucidn control, con la finalidad de evitar alteraciones
osmbticas en los sistemas sindpticos del tejido. Durante 1la

perfusiédn con alto potasio se tomaron cuatro fracciones,
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aplicandose en seguida a cuatro de las ocho camaras de perfusion
un pulso de agonista o antagonista en presencia de alto potasio,
que se mantuvo durante ocho fracciones al final de las cuales, se
suspendid el efecto de las drogas volviendo a la perfusidn con
solucidn de alto potasio exclusivamente. De esta manera, se pudo
contar en cada experimento con cuatro clmaras con muestras control
y cuatro con muestras experimentales.

Al final del periodo de estimulacidn con alto potasio, el
tejido fué recuperado de cada una de las camaras de perfusibn vy
transferido a viales separados donde se les extrajo la
radiocactividad remanente con 0.5 ml de solubilizador de tejido
NCS (Amersham). A estas muestras y a cada una de las fracciones
colectadas, las que tambié&n fueron transferidas a viales, se les
mezcld con 10 ml de liquido de centelleo tipo tolueno. La
radiactividad se cuantificd en un espectrometro de centelleo

liquido (Packard-Tricarb 2425).

Mane jo de Resul tados.

El eflujo de la radiocactividad durante la coleccitn de cada
fraccidn de cuatro minutos, fue expresada como el fractional rate
(F. R.) da estimulacidn, es decir, la radioactividad colectada en
la fraccién dividida entre la cantidad total de radioactividad
presente en el tejido al inicio del periodo de coleccidn

correspondiente:



F. R. de Radioactividad de la muestra de estimulacidn
Estimul acién

Radipactividad del tejido

El incremento en el F.R. inducido por alto potasio fué

calcul ado mediante la sustraccidn del F.R. del eflujo basal:

Radioactividad de la muestra no estimul ada
o basal
F. R. basal =

Radipactividad del tejido

del F.R. de la fraccibdn colectada cada cuatro minutos durante la
estimulacidn continua con alto potasio:
Incremento de F.R. = F.R. - F.R.
estimulacion basal
gue significa la fracciétn de 1liberacidtn inducida por alto
potasio.

El efecto de las drogas, fué expresado como la fraccion
promedio del incremento en el F.R. en rebanadas experimentales
con respecto al incremento en el F.R. de rebanadas control
corridas en paralelo (F.R. RATID).

Incremento en F.R. experimental

F.R.ratio =r 1
Incremento en F.R. control

Si la liberacittn se facilita el F.R. Ratio serd mayor de 1 o

menor de 1 en caso de una inhibicibdn.



Analisis estadistico.

En el manejo de los datos se utilizd la prueba de T-Wilcoxon
para datos pareados. Esta prueba no paramétrica permitid el
analisis del rango de oscilacidn de un valor experimental con
respecto de un valor tedrico esperado. Los valores experimentales
@ expresan como el valor promedio +/- el error estAndar del

promedio.

Soluciones.

La composicidn de la solucidn Krebs—Hanselein fué (mM):

NaCl 134.0
KC1 5.0
CaCl 2.0
> o
MgSD 1.0
4
KH PO 1.25
2 4
NaHCO 25.0
3
Glucosa 10.0
acido amino—oxiacético 0.01

La solucidn fud equilibrada en carbbogeno (CO al 5 %X, 0 al
o2 2
93 %) vy mantenida a una temperatura de 36 C. Después del

equilibrio, el pH fué de 7.4.
+
El medio depolarizante contenia 15 mM de K y el producto

(K) (Cl) fu® mantenido constante con respecto al msedio normal,
= -2
disminuyendo la concentracidn de Cl vy sustituyéndolo con SO
4
que fu& proporcionado como Na SO . La osmolaridad fu& compensada
2 4
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con sacarosa. La concentracidon final depolarizante fué@ (mM):

NaCl 55.58
Na SO 39.21
2 4
K SO &6.87
2 4
KH PD 1.25
2 4
CaCl 2.0
2
MgS0 1.0
4
Glucosa 10.0
Acido amino-oxiacético 0.01

+
El medio nﬁr-al y 21 de alto K, contenian Acido nipecbtico

(10 uM) durante todo el tiempo de perfusitn. El1 3H-BABA, con una
actividad especifica de 65 Ci/mmol, s@ obtuvo del centro
radioquimico Amersham. Las drogas utilizadas se obtuvieron de la
compaffia Sigma y fueron las siguientes: muscimol, bicuculina,
beta-alanina, &cido nipecéttico, picrotoxina y baclofén.

El liquido de centelleo contenta por litro de solucidn:

Tolueno 667.0 ml.
Triton X-100 333.0 ml.
PPO (%) 4.0 g.
POPOP (%X%) 200.0 mg.

(%) 2,5-Diphenyloxazole.

(%¥%) 1,4-bis-2-(5-Phenyloxazolyl)-Benzeno.
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RESULTADOS.

3

i. Liberacitn de H-GABA en la SNc y en la SNr.

Utilizando el método descrito, en esta serie de experimentos
control, se evalda la magnitud de la liberaci®n de GABA inducida
por una solucién de alto potasio de manera comparativa entre la
sustancia nigra compacta y la sustancia nigra reticulata.

La grafica 1 muestra el resultado de los experimentos (n=13
para cada regidn de la sustancia nigra). La parte superior de la
grafica representa el curso temporal de las fracciones de
liberacién del GABA tritiado, inducida por un pulso continuo de
15 mM de K+- .

Notese la similitud de las graficas en cuanto a magnitud vy
forma de liberaci®dn, tanto para la SNc como para la SNr.

Se puede observar claramente que al principio existe un
incremento significativo en 1la liberacidn del H-GABA que
paulatinamente se va reduciendo pero que se mantiene por arriba
de la liberacidn basal durante todo el tiempo de estimulacidn con
alto potasio.

En la parte inferior se ha graficado 1la razédn en el
incremento de la fraccibn de liberacidn del grupo experimental
con respecto al grupo control, tomando pares de valores al azar
de sus respectivas fracciones de liberacién.

Se puede observar que el valor, tanto para la SNc como para

la SNr, se mantiene oscilando alrededor de uno a lo largo de todo
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Grafica 1. Liberacidn de 3H-GABA en rebanadas de sustancia
nigra compacta vy reticulata inducida por estimulacidn con una
solucidn de alto potasio (15 mM) aplicada continuamente durante
la coleccidn de 20 fracciones de 4 min. cada wuna. La parte
superior representa el curso temporal de la liberacidon del 3H-
GABA expresada como el incremento en la fraccidn de la
liberacidn. En la parte inferior se muestra la razdn en el
incremento de 1la fraccidn de liberacidn del grupo experimental
con respecto al grupo control, tomando pares de valores al azar
de sus respectivas fracciones de liberacidn. Los valores
representan el promedio +/- el error estandar de 13 experimentos
para cada regién de la sustancia nigra.
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el experimento, 1lo cual nos indica que la razon en la liberacidn
del GABA radioactivo no difiere apreciablemente en rebanadas
superfundidas en paralelo.

El cambio experimental de esta relacidn constante, servira
para caracterizar los efectos producidos por los diferentes
agonistas y anatagonistas gabaérgicos en la liberacidn del

3
H-GABA.

2. Dependencia de Ca++ en la liberacidn de 3H—GGBA en la

SNc vy en la SNr.

Para estudiar la modulacién de 1la liberacién de un
neurotransmisor por receptores presinapticos, es necesario
mostrar que el sistema de liberacidn es dependiente de Ca++
{Langer, 1981), por lo Que una vez que se analizd el
comportamiento de la liberacibn producida por estimulacidn del
3H-ERBA en los experimentos anteriores, se procedid a determinar
si dicho proceso era dependiente de calcio, para lo cual se
sustituyd equimolarmente el Ca++ por I"lg“+ en el medio de
perfusidn, con una concentraciédn final de CaCl = 0.0 mM y de
MgCl = 3 mM. ®

2

lLa grafica 2 muestra el resultado de ocho experimentos para
cada regidn de la sustancia nigra en donde se observa que el
proceso es marcadamente dependiente de calcio, Yy que al omitirlo

del medio de superfusitn se produce una reduccidn de

aproximadamente un 80 % en la liberaciédn inducida tanto en la
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Grafica 2. Dependencia al calcio de la liberaciotn de 3H-GABA
en la sustancia nigra compacta y en la sustancia nigra
reticulata. Se puede apreciar que el proceso de liberacidtn es
marcadamente dependiente al calcio pues, al omitirlo del medio de
perfusidn (sustitucidn equimolar con magnesio) durante la
coleccidn de 20 fracciones, se produce una reduccidn en la
liberacidn de 3IH-GABA en ambas regiones de la sustancia nigra.
Notese el cambio en el F.R. ratio que indica una inhibicidn de la
liberacidn en los grupos experimentales. Los valores representan
el promedio +/- el error estadndar de 8 experimentos para cada
regidn de la sustancia nigra.
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sustancia nigra compacta como en la reticulata (p > 0.01). Nobtese
el cambio en el F.R. ratio que indica una inhibicidn de la

liberacidn en el grupo experimental.

3. Efecto del muscimol (agonista gabaérgico para receptores

tipo "A") en la liberacidn de SH—GGBA en la SNc ¥y en la

SNr.

En esta serie de experimentos se observd el efecto de la
aplicacidn de un pulso de muscimol (1 puM) sobre la liberacidn
espontanea vy estimulada por K+ del 3H-GABQ en las dos regiones
de la sustancia nigra.

La grafica 3 nos muestra el resultado de ocho experimentos
para cada regidn de la SN en donde la superfusidn con el agonista
se mantuvo durante 32 minutos.

Nbtese que la accidtn del muscimol se ejerce sobre 1la
sustancia nigra compacta, produciendo wuna inhibicidn en la
liberacidn inducida del H-GABA de aproximadamente un 60 % (p >
0.001), mientras que en la sustancia nigra reticulata, parece no
tener efecto alguno (t-Wilcoxon. N.S.).

El efecto inhibitorio total se observd en 1la fraccidn
inmediata posterior al momento de iniciar la superfusidn con la
solucidn que contenia el muscimol.

Se puede observar que al momento de suspender el pulso de
muscimol, se inicia una recuperacidn gradual de 1la inhibicidn

volviendo casi a sus valores iniciales a los 12 ainutos.
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Grafica 3. Efecto del muscimol en la liberacién de 3H-GABA
en la SHc y la SNr. Nbtese que la accithn del muscimol se ejerce
en la SNc ¥y no en la SNr. Se puede observar ademas que al momento
de suspender el pulso de muscimol, se inicia una recuperacidn
gradual de la inhibicidn. N = B8 para cada regidn de la sustancia
nigra. Los valores representan el promedio +/- el error estandar.
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4. Efecto del baclofén (agonista gabaérgico para receptores

tipo "B") en la liberacién de 3H—GABQ en la SNc y en la SNr.

En estos experimentos se observd el efecto de la aplicacidn
de un pulso de baclofén (100 pyM) en las dos regiones de 1la
sustancia nigra.

La grafica 4 nos muestra el resultado de ocho experimentos
para cada regidn de 1la SN en donde se mantuvo un pulso de
baclofén durante 32 minutos.

Se puede observar que, en contraste al efecto mostrado por
muscimol, 1la accidn del baclofén se ejerce en la SNr (p > 0.001,
t-Wilcoxon), pues la liberacidn se ve inhibida aproximadamente en
un &5 %, mientras que no parece haber efecto alguno en la ragidn
compacta (t-Wilcoxon N.S.).

Al aplicar el baclofén, su efecto inhibitorio se observd
inmediatamente; sin embargo, al momento de suprimir la droga del
liquido de superfusidn, se nota una recuperacidn mds lenta que no

llega a alcanzar sus valores iniciales.

5. Efecto de la bicuculina (Antagonista gabaérgico para

receptores tipo "A") en la liberacidn de 3H—GABQ en la SNc

y en la SNr.

En esta serie de experimentos se valord el efecto de 1la
bicuculina (10 puM) de manera comparativa en las dos regiones de

la sustancia nigra, basandose en los datos reportados por Arbilla

y Langer (1979) y para tratar de diferenciar la posibilidad de
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Grafica 4. Efecto del baclofén en la liberacidn del 3H-GABA
en la SNc y la SNr. Se puede observar que la accidn del baclofén
se ejerce en la SNr y no en la SNc. La recuperacidn en la
liberacidn de 3H-GABA en la SNr al suspender el pulso de baclofén
es mas lenta gque la mostrada por la SNc al retirar el muscimol.
Los valores representan el promedio de 8 experimentos +/- el
error estaAndar para cada regidn de la sustancia nigra.
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una modulacidn por GABA enddgeno.

La grafica S muestra el resultado de ocho experimentos para
cada regidn de la sustancia nigra a la aplicacion del antagonista
que durd 32 minutos.

Nbdtese que la bicuculina facilitd la liberacidn de 3H—EABQ
inducida por alto potasio en la sustancia nigra compacta, pero
fug inhibida en la regidn reticulata.

En la SNc, la liberacidn inducida por alto I<+ fué facilitada
aproximadamente en un 40 %L (p > 0.05, t-Wilcoxon).

+

En la SNr, 1la inhibicidn de la liberacidn inducida por K

fulk de aproximadamente un 30 %L (p > 0.05, t-Wilcoxon).

&. Efecto de 1la picrotoxina (antagonista gabaérgico para

receptores tipo "A") en la liberacidn de H-GABA en la SNc

y en la SNr.

En estos experimentos se analizé el efecto de la picrotoxina
(10 pM) en la liberacidn del GABA tritiado en ambas regiones de
la sustancia nigra.

La grafica 6 muestra el resultado de 4 experimentos para
cada regidn de la sustancia nigra, de la aplicacién de un pulso
del antagonista con 32 minutos de duracidn. Puede observarse que
la picrotoxina facilita la liberacidn de 3H—GABA inducida por
alto potasio en la sustancia nigra compacta, pero no muestra

ningdn efecto en la regidn reticulata. La facilitacidn de 1la

liberacidn fué de aproximadamente 35 % (p > 0.05, t-Wilcoxon).
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Grafica 5. Efecto de la bicuculina en la liberacidn del 3H-
GABA en la SNc y la SNr. Notese que la bicuculina produjo una
facilitacién en 1la SNc y wuna inhibicidn en 1la SNr de 1la
liberacién de 3H-GABA inducida por alto potasio. Los valores
representan el promedioc de 8 experimentos +/- el error estandar
para cada regidn de la sustancia nigra.
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Grafica 6. Efecto de la picrotoxina en la liberacidn de 3H-
GABA en 1la SNc y la SNr. Se puede observar que la picrotoxina
facilita la liberacidn de 3H-GABA inducida por alto potasio en la
sustancia nigra compacta pero no en la reticulata. Los valores
representan el promedio de 4 experimentos +/— el error estandar
para cada regidn de la sustancia nigra.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Dado que se han reportado diferencias anatdmicas (Rinvik vy
Grofova, 1970; Bak et al., 1975; Juraska et al., 1975; Hattori et
al., 1975; Araki, 1985), electrofisioldgicas (Deniau et al.,
1978), neuroquimicas (Dahlstron y Fuxe, 194643 Okada et al., 1971;
Difligia et al., 1982; Weber et al., 1982) vy conductuales
(Schultz, 1980, 1984; Schultz, et al., 1983) entre la sustancia
nigra compacta y la sustancia nigra reticulata, hemos intentado
establecer una diferencia adicional basAndonos en el efecto de
agonistas vy antagonistas gabaé&rgicos en la liberacidn de 3H-GABA
inducida por una solucidn de alto potasio (15 mM) en rebanadas de
cada regidn de la sustancia nigra. Con base en la caracterizacioén
farmacolégica de agonistas y antagonistas péra los dos tipos de
receptores gabaérgicos hasta ahora descritos y apoyAndonos en
otros estudios donde se ha utilizado al muscimol y al baclofén
como agonistas que presentan selectividad para diferenciar la
presencia de receptores gabaérgicos tipo "A" o tipo "B" en el
sistema nervioso central (Anderson y Mitchell, 1985), nuestros
resul tados experimentales sugieren que puede existir una
diferencia en la modulacidn de la liberacidn de 3H-GABA en las
dos regiones de la sustancia nigra, vya que al aplicar muscimol
(agonista para receptores gaba&rgicos tipo "A") a 1la sustancia
nigra compacta se observa una inhibicidn en la liberacidn de 3H-

GABA inducida por potasio, no asi al aplicarlo en la sustancia
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nigra reticulata, por lo cual proponemos que la liberacidn en la
SNc parece estar siendo modulada por autorreceptores gabaérgicos
de una manera similar a como lo hacen este tipo de receptores en
otros sistemas. Asimismo, nuestros resultados nos sugieren gue el
receptor gabaérgico que esta modulando la liberacibdn del 3H-GABA
en la BNc es de tipo "A" y que en la SNr este tipo de receptores
no estan presentes ya que el muscimol no presentd efecto alguno.

Sin embargo, en la sustancia nigra reficulata el baclofén
(agonista gabaérgico para receptores tipo “B") inhibid la
liberaci®bn de GABA de manera significativa. Este hallazgo, ademas
de confirmar la diferencia inicialmente propuesta, relacionada con
una diferente modulacidn de la liberacidn de 3H-GABA en ambas
regiones de la sustancia nigra, sugieren que pueden existir
autorreceptores de tipo "B", complejos que ya han sido sugeridos
por Mitchell y Martin (1978); no obstante, este hallazgo también
puede ser explicado en esta porcidtn de la sustancia nigra por un
efecto indirecto a través de un heterorreceptor.

Actualmente, se tienen evidencias de que la liberacidn de
dopamina en el nacleo estriado es modulada inhibitoriamente por
receptores tipo "B" (Bowery et al., 1980a) y se ha reportado
también que 1las dendritas de las células dopaminérgicas de 1la
sustancia nigra compacta liberan dopamina hacia la SN reticulata
(Cheramy et al., 1981). Por otra parte se ha sugerido que 1la
liberacion de GABA en la SNr parece ser modulada por receptores

dopaminérgicos D1 facilitando la liberacién de ese
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neurotransmisor (Nava-Asbell et al., 1988).

Considerando 1lo anterior y suponiendo la existencia de un
receptor tipo "B" en las dendritas de las c&lulas dopaminérgicas
que module la liberacidn de dopamina, la aplicacidn de baclofén
inhibirad 1la liberacidn de dopamina enddgena en el sistema Yy
originard una desestimulacidn del receptor dopaminérgico que
modula 1la liberacidn de GABA, dando la impresidn de que es el
baclofén el que origina esta inhibicidn. Para poder determinar
con seguridad estos efectos, se hacen necesarios estudios
posteriores que analizen la liberacidn dopaminérgica dendritica
en la SNr.

Al aplicar bicuculina Yy picrotoxina (antagonistas
gabadrgicos para receptores tipo "A"), en la sustancia nigra
compacta se observa una facilitacidon de la liberacidn del 3H-
GAB#A, lo cual concuerda con las observaciones hechas acerca del
efecto de 1los antagonistas sobre el funcionamiento en otros
autorreceptores por sus antagonistas correspondientes, asimismo,
nos sugiere que la accidn de los antagonistas se realiza
bloqueando 1la activacidn del receptor por GABA enddgeno evocada
durante la estimulacidn. Sin embargo, la falta hasta el momento,
de un antagonista especifico para los autorreceptores
gabadrgicos tipo "B", nos ha impedido analizar si en la SNr el
efecto del baclofén es susceptible de ser antagonizado vy si
existe una modulacidn tdnica por GABA endbgeno.

Cuando se aplica bicuculina en la sustancia nigra reticulata
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encontramos un efecto inhibitorio en la liberacibn del 3H-GABAj
sin embargo, al aplicar picrotoxina en esa misma regidn, no se
modifica la liberacidn del GABA tritiado. Debido a este
comportamiento, la bicuculina parece mostrar un efecto similar al
de un antagonista gabaérgico, considerando que puede estar
influyendo en la SNr a traveées de autorreceptores o
heterorreceptores.

La discrepancia acerca del comportamiento de la bicuculina
ya habfa sido reportada por Arbilla y colaboradores (1979) al
aplicarla en toda la sustancia nigra, atribuyéndoselo a una
diferencia farmacolbgica entre los receptores presindpticos y los
postsinlpticos para GABA. No obstante, dado que la picrotoxina
ejerce el efecto esperado sobre los autorreceptores gabaérgicos
de la sustancia nigra compacta y no en la reticulata, sugiere que
el efecto de la bicuculina no es sobre un autorreceptor de otro
tipo; ademaAs, esto coincide con la sugerencia hecha por Barker y
su grupo (1983) en el sentido de que estos antagonistas pueden
actuar en forma diferente a nivael del receptor gabaérgico. Estos
resultados también sugieren que los receptores involucrados en la

modulacibn de 1la liberacién del 3H-GABA en la sustancia nigra

reticulata son de tipo "B".
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CONCLUSIONES.

Bajo las condiciones experimentales en que se desarrollaron
los experimentos de 1a modulacidn en la liberacidn de GABA por
autorreceptores gaba&rgicos, se establecen 1la siguientes
conclusiones:

1) No existe diferencia significativa en la magnitud y 1la
liberacidn de 3IH-GABA entre la SNc y la SNr inducida por alto
potasio.

2) Tanto en la SNc como en la SNr, el mecanismo de
liberacidn es dependiente de calcio.

3) Se sugiere la existencia de receptores gabaérgicos
presindpticos de tipo "A" (probablemente autorreceptores) sobre
las terminales de la sustancia nigra compacta y de tipo "B" (que
pueden ser auto o heterorreceptores) sobre las terminales
gabal®rgicas en la sustancia nigra reticulata.

4) El efecto facilitatorio de la liberacidn mostrado por los
antagonistas gabaérgicos en la sustancia nigra compacta, sugiere
la activaci®dn del autorreceptor por GABA endégeno, el cual, por un
mecanismo de retroalimentacidn inhibe la libeacidn de GABA mismo.

S) La bicuculina presentd un efecto no caracteristico en 1la
liberacidn de GABA en la SNr, mostrando un efecto similar al de
un agonista que pudiera estar influenciando el mecanismo de

liberacidn a través de auto o heterorreceptores.
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&) Con base a la diferente aferencia sina2ptica de 1la
sustancia nigra, los receptores tipo "“A" se localizan en
terminales provenientes del globo pa3lido y de SNr, en tanto que

los receptores tipo "B" se encuentran en terminales estriatales.
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APENDICE.

A) Justificacién del uso de rebanadas.

Al examinar los eventos que suceden durante el proceso de la
modul acién de la liberacién de neurotransmisores en las
terminales axénicas del sistema nervioso central, se ha
considerado que, de manera definitiva, esta actividad fisioldgica
depende de la actividad en el soma de la neuronaj; por lo tanto,
la mayoria de 1los estudios en este campo se han efectuado in
vitro, wutilizando la preparacién de rebanadas de tejido (Starke,
1979; Mulder, 1982) en donde es posible, con adecuadas
condiciones de manejo, mantener el sistema sindptico terminal
libre del efecto de los cuerpos celulares.

Las rebanadas de tejido cerebral son finas capas con menos
de 0.5 mm de grosos y ha sido bien caracterizadas en relacion a
sus propiedades metabdlicas, biosintéticas, de transporte vy
electrofisioldgicas. Se ha demostrado que es factible mantener
estas funciones durante varias horas bajo wuna incubacidn in
vitro, dentro de un medio salino balanceado suplementado con
glucosa y oxigeno (Orrego, 1979). Este tipo de preparaciones
tiene ademas un considerable valor como herramientas
farmacoldgicas en el estudio de los efectos Ffisioldgicos de
neurotransmisores y drogas en el sistema nervioso central.

Con respecto a las alteraciones del tejido durante 1la

preparacidn de rebanadas de tejido cerebral, se ha reportado que



estas se hinchan durante su incubacidn in vitro (Pappius et al.,
1962) 3 sin embargo, mediciones de rebanadas de diferentes
grosores, muestran que aquellas que tienen un grosor mayor de
0.35 mm presentan dos capas externas de tejido 1lesionado,
midiendo cada una entre 0.15 y 0.17 mm ¥y una zona central de
tejido intacto (Cohen, 1974). Posteriormente, se ha encontrado
que la captura de varios aminodcidos no era marcadamente
diferente en rebanadas de corteza cerebral 0.1 a 0.42 aoa de
grosor, exceptuando al glutamato, aspartato y GABA que muestran
una acumulacidn mayor en rebanadas delgadas (0.1 mm) como 1lo
muestra el trabajo de Sershen y Lajtha (1974). Aunque las
observaciones de estos autores sugieren que para una mayor
captura de GABA deberian utilizarse rebanadas de 0.1 mm de
espesor, en los experimentos de esta tesis decidimos utilizar
rebanadas de 0.3 mm para garantizar una porcidén suficiente de

tejido intacto y una alta captura.

B) Justificacidn de la técnica.

En vista de que la adaptacidn realizada por Frankhuysen vy
Mulder (1982) a la técnica de dosis respuesta al wutilizar una
depolarizacién continua con alto potasio (20 mM) en la
caracterizacidn de receptores presindpticos involucrados en 1la
modul acién de la liberacidn de noradrenalina tritiada en
rebanadas de hipocampo, resultd ser similar al empleo de una

estimulacidn repetitiva con alto potasio en cuanto a su



dependencia al calcio y a que 1la radioactividad liberada
constituyd mas del 90 % de la 3H-noradrenalina no metabolizada,
decidimos implementar esta técnica para determinar la presencia
de receptores gabagrgicos que pudieran estar jugando un papel en
1a modulacidn de la liberacifion de 3H-GABA en las dos porciones
de 1la sustancia nigra, donde ya se ha demostrado una clara
dependencia al calcio en este proceso (Bargas, 1982).
Consider amos ademas, que el 3IH-GABA liberado constituyod
aproximadamente un 80 % del 3H-GABA no metabolizado ya que al
quitar el calcio del medio de perfusidn se vi® inhibida su
liberacidn alrededor de ese porcentaje.

Por otra parte, bajo las condiciones experimentales de 1la
técnica de superfusién, es factible que la mayor parte del
neurotransmisor liberado por el tejido sea rapidamente removido
lo cual reduce 1la posibilidad de su recaptura o de su
degradacidn.

Esta técnica permite, ademds, establecer facilmente el curso

temporal de la liberacién.

C) Problemas en la valoraciédn de la liberacion de GABA.

En los procesos de captura y de liberacidn de GABA, existen
algunos factores que pueden estar influyendo en la cuantificacidn
de este neurotransmisor. Por lo tanto, a continuacidn se enumeran
los mas importantes y la manera en que consideramos ejercimos un

control sobre los mismos.
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1) Captura glial de GABA.

Se ha sugerido que la recaptura de GABA en las terminales
nerviosas del sistema nervioso central pudiera terminar la accidn
de ese neurotransmisor (Iversen Yy Johnston, 19713 Ryan vy
Roskosky, 19773 Hertz, 1979), por lo que en nuestros
experimentos, al estar aMadiendo 3H-GABA exdgeno, existe la
posibilidad de que los sistemas de captura de alta afinidad para
el GABA descritos en las células gliales (Henn y Hamberger, 19713
Schon vy Kelly, 1974) pudieran interferir con los sistemas de
captura de las terminales nerviosas (Iversen y Bloom, 1972),
influyendo en la cuantificacidn del GABA liberado.

Para evitar esta competencia glial, se decidid la adicidn de
1 pM de beta-alanina a la solucidn que contenia el 3H-GABA
durante los 30 minutos del proceso de marcaje a que se sometieron
las células nigrales. El empleo de la beta—alanina se basa en gue
es un aminolAcido con estructura muy similar al A&cido gamma-
aminobutirico, no bloquea el sistema de captura en las
células nerviosas y es un potente inhibidor de la captura de GABA
en las células gliales (Schon y Kelly, 1974, 1975).

2) Metabolismo del GABA.

Dado que las concentraciones intra y extracelulares de GABA
estan reguladas por su sintesis a través de la descarboxilasa del
acido glutamico (GAD) en las terminales nerviosas gabaérgicas
(Fonnum et al., 1970; Fonnum y Walberg, 1973; Sellstrom et al.,

1975) y de que su subsecuente catabolismo se realiza a través de
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la enzima GABA-transaminasa (GABA-T) (Sellstrom et al.,1975), es
importanta +tratar de asegurar que el 3H-GABA aportado a las
rebanadas no sea degradado de manera significativa por la GABA-T.
Por tal motivo, utilizamos el Acido aminooxiacético (AADA) en las
soluciones de perfusitn durante todo el experimento, considerando
que este compuesto ha sido descrito como un débil inhibidor de la
captura de GABA, pero que tiene la capacidad de actuar como un
inhibidor competitivo de la enzima GABA-T, impidiendo gque el GABA
sea degradado sin interferir en su captura o liberacién
(Snodgrass e Iversen, 1973; Johnston y Balcar, 1974; Krogsgaard-
Larsen et al., 1975).

3) Recaptura del GABA.

Es posible que los sistemas de captura de alta afinidad
presentes en las terminales nerviosas (Iversen y Bloom, 1972)
puedan recapturar el 3H-GABA liberado al estimular con alto
potasio, provocando que la medicidn de la radioactividad no sea
la correcta. Por lo tanto, para evitar la recaptura del 3H-GABA,
se utilizd el Acido nipecdtico (adcido piperidin—-2-carboxilico)
durante la perfusidn, ya que se ha descrito como un potente
inhibidor no competitivo de la captura de GABA (Beart y Johnston,
1973) tanto neuronal como glial y que no interfiere con 1la
liberacidn del GABA (Beart et al., 1972).

4) Mecanismos de homointercambio de GABA.

No es factible descartar en nuestros experimentos, la

presencia de mecanismos de intercambio de 3H-GABA por GABA
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endbgeno por los sistemas de captura de alta afinidad presentes
en las terminales gabaérgicas (Levi y Raiteri, 1974; Raiteri et
al., 1975) durante el periodo de 30 minutos en el marcaje de las
rebanadas; sin embargo, puesto que el 3H-GABA se acumuld en el
tejido de manera significativa y es liberado paulatinamente al
someterlo a una solucidn de alto potasio, es posible que a partir
de ese momento no ocurra un intercambio. Si acaso los procesos de
homointercambio se vieran activados al estimular el tejido con
alto potasio e incrementar la concentracidn de GABA en el liquido
de perfusidn a que es sometido, consideramos que el proceso de
perfusidbn mismo evita la acumulaciédn de 3H-GABA fuera de las
rebanadas haciendo menos probable 1la activacibn de dichos

procesos.
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