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RESUMEN.

Se estudiaron los efectos de ,agnnista's y .anLagonls\.a’s;_'

dopaminérgicos sobre la liberacién: de: GABA' indgci da’ por K C15mMd

y el efecto de la dopamina endogena (mov lizada

anfetaminadscbre la liberaclion basal ‘o espontinea’:de. GABAVe'i{\:‘ia' ;

pars reticulata de la sustancia nigra de ra‘t.as h"crin‘ale
lesionadas unilateralmente de la via dopami neréica ’niﬁro-eéLrﬂ\Lal
con B-hidroxidopamina. La dopamina  C1uMd no arécLb 1a liberacidn
ern pars reticulata de ratas normales y en‘ ratas. denervadas
facilitéd la liberaciédn en un 78% aproximadamente. Incremento ho
modificado por la presencia del antagonista de los receptores D2
sulpiride, efecto revertido totalmente por SCH-23380 antagonista
selectivo de los receptores D1, SCH-23390 (nhibié un 50% la
liberacién en pars reticulata de ratas normales y de ratas
denervadas no la efectd, Sulpiride facilite la liberacidn en un
S1% aproximadamente en pars reticulata de ratas normales y en
ratas denervadas no tuvo ningun efeclo. La dopamina €100 uMd
incrementd en forma moderada la liberacidn espontanea o basal GABA
en ratas normales y en ralas denervadas provocd una liberacién
espontanea de un 40%, efecto revertide totalmente por SCH-23390

La liberacién espontanea fue facilitada un 30% por la anfetamina
en ratas normales, efecto que fus revertido peor la presencia de
SCH-23390., y en ratas denervadas no causd efecte alguno. Los
resultados sugieren que la liberacion de GABA de las terminales
GABAérgicas es medulada por la dopamina endégena a traves de los
receptores presinapticos D! presentes en la pars reticulata de la

sustancia nigra de la rata.



INTRODUCCION.’

;.la susLancia nigra de la rata. Es por esto que . an’

el resol ver,

pretendemos

problema

que

sustancia nigra.

1. RECEPTORES PRESINAPTICOS:

1.1 ASPECTOé GENERALES. En el sistema ner;licso hay dos mécanismos'
mediante ilos cuales las peuronas se comunican.  Uno es de
naturaleza quimica y el otro es de nhaturaleza eléctrica, siendo el
primero el . mas c¢comin para la fisiologia neuronal ((Ottoson,
1983). La comunicacién de naturaleza guimica se diA por medioc de
sustanclas conocidas como neurotransmisores, los cuales se unen a
receptores (son complejos proteinicos) situados en la membrana de
la neurona blanco. El resultado de esta unidén puede ser una
excitacion o bien una inhibicién de la actividad neuronal. Los
receptores se localizan en toda la celula neuronal {(soma,
dendritas y en las terminales axdénicas) (Starke, 198113, y se
pueden clasificar en dos grandes grupos. El primero lo forman los
receptores somato-dendri{ticos que Se localizan en el soma y en las
dendritas, y al ser activados., modifican la sintes:is de prolteinas
y7o la generacion de potenciales de accién (Starke, 1981)>. EI

segunde grupe lo integran los receptores presinapticos que se



localizan en  las: terminales’ axonicas y. cuandd:son -activados)

pueden modular ‘la 1iberacien-idel: 'neurotfaémi_sof'_ Y70 su.sintesis

CStarke, 198120 .

La cantidad de né@fotra;smiscr 11berado !
por depolarizacion 1;3ca.l .de lés terminales ner\(xos;\ks:"!CKalls‘:y‘
Milide, 19890 asi como otros Tfaclores que 1nfllj.9).;n:\iso|‘:re el
potencial de membrana de estas terminales tales como: hormﬁnaﬁ.
nucleotidos de adenosina, anestésicoes, stec. (Ottoson, 198;1.; Stai-ke
1981).

En su origen el concepto de modulacién de la llberagién y
sintesis de neurctransmisores mediado por receplores presinipticos
{que ha reclbido amplia atencién desde la década de los setentas)
(Starke, 1981), surge como una hipdtesis para explicar resultados
farmacoldgicos obtenidos del sistema nervioso periferico
.(Chesselet, 1984) y el primer candidato para determinar el efecto
brde' modulacién  fué el neurotrasmsor noradrenalina. Ast, “Tla
noradrenalina reduce su propia liberacidén al activar receptores
noradrenérgicos sobre terminales nerviosas noradrenérgicas
'(Langer. 1881 ; Starke, 1977; Westfall, 1977),

1.2 DEFINICION. Al tipo de receptores modul ados por el
neurotrasmisor liberado por la propia neurona se les ha denominado
Yautorreceptores presinapticos”. El termino autorreceptor indica
que el receptor es sensible al neurotrasmisor liberado per la
propia neurcna y el términc presinapliceo nos seflala gue los
receptores se localizan en las terminales nerviosas de la misma
neurona. La liberacién de un neurotrasmisor puede ser modul ada por
otros neurotrasmisores que activan receptores presinapticos, a los

cuales se les llama "heterorreceptores” (fig. 1). La activacién de




autorreceptores heterorreceptores

Figura 1. Representacion esquematica de Jlos dos Lipos de
' receplores presinapticos C(auterreceplores ¥  heterorreceplores).
presentes en las terminales nerviosas del sitema nervioso central.



1.3 Mostrar

LOCALIZACION,

dificil, ya que en tejidos con redes Jl‘aeurpnalé

que las drogas medifiquen la libe;-acibn
nerviosas eliminando la 1m.era::c1cn rreAc4echres‘
soma-dendri{ticos. asf mism> se debe ev“.ar que las drcgas usadas
activen interneuronas que hacen .contacto’ con les axones
terminales. Mediante algunas técnicas de estudio se ha podido
proporcionar evidencias directas de la exis!.ren.c.i.a de receptores
presinapticos y su amplia distribucion en el sistema nervioso,
como “en los experimentos de liberacidén de neurotransmisor
radiactivo que incluyen un mecanisme de inactivacién para células
vecinas; experimentos con sinaptosomas; experimentos con neuronas
en cultivo; experimentos con radioligandos de enlace espécirico.
etc. (Starke, 1981),

1.4 FUNCION. Los receptores presinapticos sirven al menos a L.res

propésitos fisiologicos:

ad) Modulacidén de la actividad en la Lerminal axénica por la"

accidn de agentes LransporLados por el tcrrente sangulneo.,

pero originades en una parte remota dei: sitio de aceibn

b) Modulacién por sustancias secretadas: por ceélulas vecinas.

en particular por neuronas veci nas.




[} Hodulacién bor el mismo Lransmisor u olros agentes
presentes en’ 1a sindpsis, sobre la lilberacitn del

transmisor CStarke, 1981).

La. RECE‘.F‘TOREﬁ DOPAMI NERGI COS.

: ,Arc’k\.ualnywent.e es muy aceptada la hipdtesis de que hay solo dos
caLegori'as ae receptores dopaminérgicos, come los describleron
Kebablan 'y Calpe, en 1979. Se hallan presentes en el sistema
‘nerv{ﬁso central y en ciertos lejidos endécrinos. Estos dos tipos
de .receptores dopaminérgicos, se les denomina: receptor D1 vy
recsbt.of De CKebabian y Calne, 1979, los cuales se caracterizan
;;or Ceus pnohxédades bPioquimicas y farmacoldgicas especificas
(Stoof;'y Kebabian, 19843,

2.1 PROPIEDADES BIOQUIMICAS. El concepto de dos categorfas o
Clpés 7 de receplores dopaminérgicos surge de investigacliones

»bi’oquimicas que mostraron ia habllidad de la dopamina para
estimular la actividad de la adenilate ciclasa en tejidos
nerviosos C(Browm y Makman, 1972, Kebabian y ©Greengard, 1971
‘Kebabxan et al,, 1978). Ahora se sabe que la activacion del
receptor DI es el que estimula a la adenilato ciclasa y el

: receptor D2 inhibe la estimulacion de esta enzima o inhibe el
metabalismo de Fosfoinositésidos CKebablan y Calne, 1978). Bajo
este modélu  bioguimico  del receptor dopaminérgico, muchos

.Agonistas’ 'y antagonistas dopamlnérgicos despliegan los efectos
"apropiados (Clement~Cormier et al.. 1874; Iversen, 1973).

2.2 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS. La aceptacién general de la
existencia de dos tipos de receplores dopaminérgicoes radica

también en la disponibilidad de agonistas Y antagonistas



select.ivos con alta a!‘inxdad.; capaces de ‘discriminar entre estas

,dos :at,egorlas de ecepv.ores.

Lo_s cc:mpues‘tos que se mencionan mas
Vamado compuestos de la Yprimera generacion®
ebablan, 1984, ya que son compuestos coon

) relau.va selectxvxdad ‘pero suficiente para mostrar la extstencia

de los ;:!os recept.ores dcpam.lnerglcos Es posible que en futuras
investigaciones Se ysen compuestos Cagonistas y antagonistasd
altamente selecuvos y con gran afinidad, los cuales pueden ser
ut.“es como agenl.es terapeéuticeos en enfermedades en las que hay

g al Leracxbn g de los  sistemas dopaminérgicos. Por ejemplo en

paclentes del m.al ‘de Parkinson se presenta una degeneracién de vla

mgroertla!.al .dcpaminérgica acompaffada de una alt.eramén en el

,ccm.emdo de dopanu.na en-el npeostriado y cierta paLologla de la

pa_rs »co‘\mpavy.a‘de la sustancla nigra C(Hornykiewicz, 1988; Zigmond.

23 ’AGONISTAS 'SEL'ECTIVO‘S DE RECEPTORES Di. . Actualmente el
§ agé:{iéfa mAs b‘se'.lrecc‘_.{vo,es la droga SKF 38393, que mimetiza la
habilivdad &e la dcpamipa para estimular a la enzima adenilato
ciclasa (Setler;.;et‘aly‘ . k.|97‘8; Watling y Dowling., 1881). La droga
di hidroxi ;-;om.i!‘ensxna res otro ‘agonista selectivo Di. Este
cémpuesto estjmuia ;a adenilato ciclasa CPoat et al.. 1978 y
causa vasodilatacion de los vasos sanguineocs en perro (Kohl!l y
Goldberg, 1880). El enantiomero active de dihidrexi nomifensina es
el enantiomero-S.

2.47 ANTAGONISTA SELECTIVO DE RECEPTORES Di. El antagonista
selectivo de receptores D1, SCH 23390 es un anAlogo estructural
del SKF 38293 (lorio et al, 1883, Hyttel, 1583; Kelly y Nahorsky.

1987),



D2, Las familias formadas
fenetilaminas, RU-24820 y RU-24213,
S-dihidroxi-2-aminotetralinas NO-434

parcial LY-141865 que estimulan los
receptores DI C(Euvrard et al., 1980; Horn e!_ -.-;1‘_1f

2.8 ANTAGONISTAS SELECTIVOS DE RECEPTORES qa

domperidone., (-)-Sulpiride y YMOBIS1-2,: c'aaa'un,
receptor D2 y no bloquean al receptor Di tGrewe ‘et al

Compton y Johnson, 1985; Kelly y Nahorsky,. . 1€87).

2.7 AGONISTAS Y ANTAGONISTAS NO ELECTIVOS.V Existen alflﬁ' en usb_
clinice y de investigacién, drogas que no tienen accioén selt}_ct;iya
sobre un Lipo de receplor; la dopamina misma es un agonista de
ambos receptores, desconocieéndocse aun las condiciones en las. gue
activaria a un Lipo especifico de receptor. La apomorfina derivado
de la morfina es un ageonista de ambos receplores que mimetiza la
aceion de la dopamina, sin embargeo parece ser mas afin de los
receptores D-2. El haloperidol potente antipsicetico prototipo de
las butirofenonas es un antagonista de Jla dopamina y la
apomeorfina, sin aparente mayor afinidad por un Llipo de receptor.
En una categoria especial se puede situar a la anfetamina
estimulante psicomotor ¥y farmaco facilitador de monoaminas en las
terminales presinaplicas, y sus derivados ya que no son drogas que
activen directamente a receptores dopaminérgicos, pero prvoquen la
movilizacion de dopamina de log compartimentos intraneurocnales al

medio extracelular y esta es la que activa los receptores.



2.8 FISIOLGGIA DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS. Muchos esfuerzos
se han ehcémxnédo a dilucidar y determinar el papel funcional de
.lbs r;ecéétebeé dopaminérgicos DI y D2. Estudios iniciales con
,agonistés'j antagonistas dopaminérgicos relativamente selectivos
"p'ar:.a Vell' receptor. D2 suglieren que muchos de los efectos
'neur‘-o‘l_‘lsvioicglcos y conductuales son producto de la estimulacién
‘.Vde‘ré‘c‘e:pto’res dopami nérgicos del tipe D2 (Seeman, 1980; Creese et
7“31.‘;‘ 1983)-, en los sitios donde se localizan parecen inhibir la
libehab,{ér;"Ae neurotransmisores por un lado y por otro estimulan
“:blya %cLyL\EiLdgd de neuronas no dopaminergicas. No se conoce bien el
papél ':‘ft.irncylena.lrde los receptores DI en la mediacion o modulacién
decualqulera de estos efectos.

iLos receptores Dl en la glandula paratiroidea de bovino
regulan:la tasa de liberacion de la hormona paratiroidea. que al
ser estimﬁlados por dopamina. causan un aumento en la actividad de
) :1a,$denllato cieclasa, incremento en la produccion del AMP ciclico
‘asi como la activacién de una proteina kinasa dependiente del AMP
cielico (Brown et al., 1977; Attie et al., 1980; Bium et al.,
~19805.

Los receptores dopaminédrgicos y en particular el receptor Di
ce ha encobtrado en la retina de varias especies de mamiferos
‘(Brckwn y Makman, 1977; Schorderet y Mcdermed, 1978; Bodis-Wolliner,
1990>. La dopamina se encuentra también en retina de teletsteos
”EB;'cwr; e:'; a’l’.r‘ 197;1‘) y el receptor D1 despliega sus propiedades
caracteristicas de acuerdo al modelo bloquimico de activacidédn y
respuesta fisiologica (Kebabian et al., 19886).

Poco se sabe acerca de los receptores DI en el sistema

nervioso de los mamiferos; tanto anatdémica como bioquimicamente se



ha asociado a los.receptores Dl con ‘una fosfoproteina (DARPP-32)
que posiblemente. se encuentra pres/EHLe‘en celulas..que . poseen

"eé!.os CWalaas - ¥

receptores - DIy no asociada direcLamente g

Greengard, 1084; Ouimet. et .al..: 1984-»'

emml ngs y Greeengard .

1984). Se ha sugerido que la t‘osforilacic de DARPP-~

2 vcgnducre al
una respuesta fisiolégica ~1nd$rec'.ra4 i V'ebs'i.'ad;);
fosforilado de otros sustratos de,'pr:‘:t,e;nals u;-é ;les F(Nes'u'“é‘r »y
Greengard, 18984). . : :

Se sabe que los receptores D2 se. encuentran en ia glandula
pituitaria tanto en mamotropos como en melanot.rcpos (Sto!‘f Y
Kebabian, 1984); en mamotropos los agonistas selecuvos b2 lnmben.
la formacién de AMP ciclico y la liberacidn de pro:lact.ina CBach et
al,, 1980)0. Los agonistas D2 bloquean este efecto de los agonistas
depami nérgicos, En melanotropos del lébulo intermedic, los
agonistas D2 inhiben la formacidn de AMP ciclico y la li{beracion
hormonal CCote et al., 1683; Munemura et al., 19800,

De estudios in vitro se conoce que la liberacion de dopamina
puede ser inhibida por agonistas D2 y por la misma dopamlna CStoof
et al.,1980, Starke et al.. 1983; Kamal et al., 1981D.

La dopamina es un neurctrasmisor presente en el necestriado.
La dopamina liberada de las terminales nerviosas de las neuronas
dopaminergicas de la via nigroeztriatal, puede ser modulada por
muchas sustancias quimicas {ncluyendo a la dopamina misma y drogas
dopaminergicas (Starke, 1880: Langer, 1081)>

LY 141885 inhibe la liberacion de la dopamina provocada
electricamente o por alto potasio, en tantoc gue el SKF 38393 no
tiene efecto alguno scobre esta provocacien. El efectio de LY 141B85

es antagonizade por ¢(~)-Sulpiride y otras benzamidas (Starke et



al., 19873; Stoof et al.., 1982). Sugiriendo la presencia de
autorreceptores D2 en las terminales dopaminérgicas y corroborada
posteriomente por estudios de union de ligandos radiactivos
CMorelli, et al., 19883,

‘Existen evidencias de que autorreceptores dopaminérgicos
localizados en las terminales y en el soma de las neuronas
dopaminergicas de la via nigroestriatal, modulan la cantidad de
dopamina presente en el medio extracelular (Goldslein et al.,
1973, Iversen et al., 1976; Westfall et al., 19783

Cuando - se  estimulan los autorreceptores se deprime la
actividad eléctrica de las neuronas dopaminérgicas
‘higroestriatales, ‘este efecto es bloqueade por neurolépticos
Cax;Lragc':Vnris\:as‘ dopanﬂnérgscos JC¢Bunney et al.,1873; Guyennet et
al., 1978) .

Existe regulacian dopaminérgica en la liberacién de péptidos
come la f3- endorfina en el cerebro (Vermes et al., 1985). Y en el
cuerﬁc carotideo de cenejo se hallan presentes receptores D2 (Mir
et al., 19840,

En el necestriado exasten ambos receptores dopaminérgicos D1
y D2 C(Lehman y Langer, 1683). Y su estimulacion genera una
conducta estereotipada y el estudio de esta conducta puesde ser
facilitade con el desarrollo de agonistas ¥y antagonistas
dopaminérgicos selectivos C(Rosengarten et  al. .1983; Molloy vy
Waddington, 1984 ) y la estimulacién de receptores DI {nduce
conducta de giro en ratas con lesién unilateral en al wvia
nigroestriatal con 6-OH-Dopamina CArnt. y Hyttel, 1084; Gower y

Marriot. 1982; Gershanick et al., 1883,

11



3. sx_sn:MAs DOPAMI NERGICOS. . :

Los . sistemas neurcnales que cani‘enel"\v dopaminar son’ muy
complejos en suU anatomia, en Su .\ocall%éci@h y en' su-aparente
funcidén, con respecto a otros slst‘e:’nas:‘ caLeéro'illami.nér'glcos‘, La

variacién anatdmica de los sistemas dbﬁa;ﬁi‘nérgibS§'comprende desde

sistemas de neuronas sin axonesf' yi - con ,]'a:roye’cciones” muy
restringidas Cretina. bulbo olfa!.orié) ii‘as\.ai:' ’sls}.e_m;.s néuronales
con arborizaciones exXtensivas (nigrq Vk;s'.x;',:\é_’t_.ajl). ’La::pll-im:ip'al
diferencia morfelégica entre el sistema n’orae‘pxnet‘rlnicofy el
sitema dopaminérgico es que los sislemas drépaléunérrgico(s' pal:'ecen
ser  sistemas %locales® con alta cspeC:U"i:idad’. y proyecciones
organizadas lopograficamente (Moore y Bloom, 197854 ‘

El conocimiento de la anatomia, bioquimica y funciones de los
sistemas dopaminérgicos: sistema nigroestriatal, el sistema
mesolimbico y el sistema ventral Legmen'.ax-nﬂcleé accumbens 'ha
aument ado consideralmente en los afios recientes, Estas
investigaciones se han llevado a cabo, por impulso que se ha dado
durante mAs de dos decadas. Al observarse que existe un déficit de
dopamina, en pacientes con el mal de Parkinson y mas recientemente
corn el hallazgo de que !as drogas antiesgquirofrenicas (drogas
neurolépticas) son antagonistas dopaminérgicos C(Hernykiewicz,
1978; Randrup, 1S80), han contributdo a estas investigaciones. La
dopamina juega un papel (mportante en la esquizofrenia, ya que
altas dosis de estimulantes dopaminérgicos tales como  la
anfetamina pueden inducir psicosis en sujetos normales semejante a
la paranocia esquizorrénica, y a dosis bajas puede exacerbar
psicosis en pacientes que sufren de esquizofrenia (Horrrxyfdevicz.'

1978>.



El ) {siéfb_e_ma ~dopamip‘érg.{,co nigro-estriatal tiene un papel
cflLiéo en 15_ inLégrécion sensormotora como se ha hecho evidente
por -ribﬁmer'n‘:sors‘esx.udios en animales, por ejemplo, la depletacidn
del 'siét..emav dopami nérgico estriatal induce en animal es
hipocrinesla. disfuncién en la regulacién postural, ihatencién a
estimulos sensoriales y déficit en las conductas de la
alimentacion ¥y de la toma de liquidos (Cools y van Rossum, 1880,
Dunnet y Iversen, 1981; Kozlowsky y Marshall, 1980). También
. sistemas dopaminérgices estAn i1nvolucrados en cambios en la
actividad motora ¥y en la conducta emocional (Scheel -Kt-uger, 1988;
VSalomone. 1991).

Las anfetaminas inducen en animales una conducta anormal y
éslreotipada caracter{stica, la cual se relaclona con los efectos
sobre los receptores dopaminérgicos en el estriado y en el nucleo

accumbens (Scheel -Kruger 1972; Scheel -Kruger et al., 18977b).
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4 SUSTANCIA NIGRA.

.41 CANATOMIA. La sustancia nigra es el‘“mﬁcleo’ mesencefalico. mas.

ruz cerébr'i'. yise extlende a

grande. se localiza dorsalmente ‘a; 1

io largo del mesencéfalo. La sust.ancia nigr CSN) se. esLudLa junto’:

con los ‘ganglios basales 'y el nuclec subLalAmico debido a. que hay
una  relacidn - funcional y sinaPLica . 1mpor\,ante‘ enLre esLas
estructuras. Los ganglios basales son grandes masas de susLanCSa
gris ,- derivados Lelence(‘alicos y relacionados con 13 runcionr

| somato-motora. En el caso de los mamiferos se encuen\.ran formados

Jpor; el cuerpo estriado, que consiste de putamen, nucleo caudado yo
el ‘globe palido (Carpenter, 1984).

La-'sustancia nigra (SN) se divide

rica en celulas que contiene melanina.
11) La pars reticulata o sustancia nigra’
pobre en células y sin melanina.:-

114> La pars Jateralis es unpa mezcla de’ am.vbavs, regiones ~en’ su

porcion anterior.

4.2 CITOLOGIA.Las células de la susLa;acia:mgra son Lif,iahéulé}es °
fusiformes y miden de 1B a 50 um‘;(Rinv.\k y_Gr_or_ova. 1970) en el
gate y de 15 a 80 um en el mono (Schwyn. y Fdx. 19743, Se  han
descrito tres tipos de células en la SN en la . rata: 1) néuronas
grandes distribuidas en la sustancia nigra re\.i:u)ni.a. 2) neurcnas
medianas en la sustancia nigra compacta, y 3) neuronas pequefias.
con axdn corto que se encuentran en ambas regiones. Las neurcnas

grandes que se localizan en la SNR, especialmente se agrupan en
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las regiones rostrolaterales y estan embeblrdas‘én ‘ﬁeuropilas dé
1."1 br‘as _n; "l_nle.l inxéadas. Las neurcnas de tamafio medio. se erj;uenit.ran
:ag?upadas. muy estrechamente en la SNC, audque separa'd'a por fir;xas'
envelturas de astrocites. Pequeflas neuropas’ de 10 a “15‘_;417-’_"

‘consideradas como interneurcnas. integran un 10% de la SHC y un'’

40% de la SNR.

Se ha demostrado que las neurcnas delasus nﬁéra
vistas en preparaciones con 1la !,é.cnica dg Golygil.:/ta;ﬁr c'flgen_cé
dendritas de gran radiacien, lisas .y 'éon éx;éas rvamsv_j(Rsk;xvxk yk
Grofova, 1970). Las dendritas de .lra:s cé.\ulés de’ la; SNC_ tienen una
orientacidn dorsoventral priﬂcipalment.é; fas dendritas d‘e las
células de la SNR tienen una orientacién rostrocaudal y se
sobrelapan <on las dendritas de la SNC. Aungue los axones de
neurcnas nigrales son dificiles de impregnar por nedioco de la

técnica de Golgl, estructuras semejantes se han observado que

originan finas colaterales en Angulo recto al axédn principal.

4.3 RELACIONES DE LA SUSTANCIA NIGRA:

4.3.1 FIBRAS AFERENTES DE LA SUSTANCIA HIGRA. La sustancia nigra
recibe fibras aferentes del estiriado, del globo paAlido, del nticleo
subtalamieo, del naecleo dorsal del rafé y del nuel eo
pedincul apontine, Ademis, el nuclec accumbens proyecta *
topograficamentes sobre ambas divistones de la sustancia nigra
(Swanson y Cowan, 1975; Nauta et al., 1878). Las proyecciones
aferentes mas importantes de la SN y mas abundantes son las que
proyecta el nGcleo caudade y el putamen (Voneida, 19680; Szabo,

1970). Casi todas estas fibras estriadonigrales terminan y hacen
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s;naps;s eh. 13 SM> CC-rofova y Rinv;k. 197}5;' Kemp". 1970 Schwyn y

Fox, .\974- Hattor: et} al.’ . 1978> . la proyecclen ‘o

estrladonigra ‘se origlna de’ neuronas eerlaLales espinosa

Lamaﬂ’o medxo (‘Grcfova 1975) que Lienen como sus neurotransuusores o

al. GABA. la encefalina CDU‘iglia eL al.y 1982) Y. 1a sust.anc.la P

(G‘foies.‘ 1983, La proyeccién del globo pélido a 1a SUSLAncln'

~n1”gra Ces relat.ivamente menor - " comparado con la’
eer.ladon-gral y se consideran come SUS neurotransmisc

: yla sustancia P (Hat.v.ori ‘et al., 1673; Fonnum et-al., 1874,+1976:7 "

C DiFfglta el al., 18815, Se han mosirado évsdencxias'r'dé'ﬁug' 1a vria""'“
palidonigral terminan pr.\nclpalmgnle en la SNt y rcor;‘ .gran’;
.distribucién sobre neuronas dopamlnerglcasr(HaLLc.ri et al.; 1975, '
Bunney v Agha J;nia;n. 16762, :

Las fibras que ) recibe . la susLanE.\a nigra ' del nucl ec
subtalamico , terminan prlnclpalmen\.e ‘en la SNR CKannazawa et al..
1576;' Carpenter et al‘.". brlfgaila‘)', El neurotransmisor de las flibras
subt.‘alramicon.lgrales?es:“elv Aéid:q glutamico CKitai y Kita, 1987).

La sustanc.\ak'lrilg.r:av r‘e‘t‘:ylbe- una proyeccion del nucleo rafe en
paercular ‘de’ la'par'.e dorsal y ‘termina en la SNR segun varios

estudios (Kuhar'e{. alis 1972' Dray et al., 1978; Kanazawa et al.,

1975-;Bunhéy 1976; Carpenter el al., 1881ad, es

éidelriEniiéof ‘principal de esta proyeccién

—probable c ]
V'rafé nXQra.l sea 1a serctomna CDescarries et al., 1982).

: “"especbo al nucleo penduncul opontine tambien proyecta a la
.sust;ancia mgrfa. l’.a‘sustancia nigra recibe mas fibras del nocleo
pedt]rnculopéhj.ir;b’,que las que este manca al! globo paltde o al
nucyleovsubtélaﬁxco &éarpenter et al,, 1¥81a), el neurotrasmisor es

i1a 2ceotil colina y termina en la SNC (Beninato, 1988).



4.3.2 FiBRAS EFéREuTEs DE LA susrm’lé:m NIGRA. Las fibras eferentes
se . aglfupaq‘,, el;x ; dors4 clases: ;queli'as ;;:';ue, vsonv dopamnergicas ¥
aqv;yellas dﬁg sen !}o-dopamlhérgicas‘ L.a’V.lAa nigroestriatal es las
mas grande'y la . .mas e:-d.ensamenb'.e estudiada de las proyeccicnes., y
se’ ’dlslribl;ye en casi’ Ltodo el estriado Cver rev, Carpenter, 1884).
Esta via.estA formada por fi{bras dopaminérgicas que se originan en
ia SNC ‘CAnden et al., 1984; Ungerstedt, 1971). Aunque se sabe que
la dopamina es el neurctrasmisor de la wvia nigroestriatal, no se
ha podideo es!.abl’ecer‘ cual es :su accidn pesinaptica, ya que se han
mostradao evxdencxas de etecto.. excltatories (K.l!.a. et al., 71976;

VWALSon et al..v 1982) y de efectos' lnhibitorios CCnnnor. 1870;

Gonzal ez— Vegas, 1974) Pue t.o qu neuronas est.rlat.al es tienen

los ‘dos: tipos - de rece Lore’ DL y oa Cca.labresl. 71887; Akalka.

C1ee7E Reid'.

'ét, ,al

motor CPenny y . Young 188%)

agrupadas como: fibras

'Vayi.ay{jeﬂsk—pr"oyecciones de 1a SN reticulata es
1 'ﬁﬁél‘ec talamico, a la region ventral anterior,
)V"'b 15 medigl de este nucleo (Carpenter y Peter,
d’ru’n.‘a. p_ébla{:.ion de neu::onas de la SN reticulata
:crol‘at.erales que di vergen hacia el nucieo pedunculo

‘el ‘colicula superior (Bentivoglio et al., 19789,
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Ademas la proyeccion nigrotalamica y la p;royeccién palidotalamica
ejercen una fuerte inrluer.\cia sof;ré los patrones de disparo de las
ﬁeuronas de la w?' talamocortical CKultas-Ilinsky et al, 1983).

De di:’elrent.es esLudios Se sabe que. la via nigro-tectal se

crxgina de células de la SHR Y termina en el coliculo superior

(Rinvik et al’ Graybxel. 1978) y se ha sugerido que son
fibras GABAérgxcas (Grofova et al., 1978). También se la ha
relacionado ccn “una 'variedad de respuestas auditivas y visuales
‘con respueﬂ.as de conducta de orientacidn, fijaciéon de la atencidn
'y de 1a percepc&én CHikosaka y Wurtz, 1983, 1983a, 1983bd.

2o Por .Gltimo,se sabe que algunas fibras del haz nigrotegmental
Vterminan en el ntcleo pedinculopontine y son no-dopaminérgicas

,actualmente se desconoce el papel funcional de estas fibras

CCarpenter et al.., 1981ad,
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S. LIBERACION DENDRITICA DE DOPAMINA EN LA SN

- La’existencia de dopamina en dendritas de la sustancia nigra
compac!.a se descubrid primero por Bjorklund y Lindall en 1875. Del
contenido total de dopamina de la SN, un 30-40 % se encuentra en
"la SNR ¥ el restoc en 1a SNC CDray. 1980). La liberacién provocada
de :dopamina en la SN por estimulacién eléctrica CAceves y Cuello,
1981) y'ﬁor una alta concentracién de K° (Geffen et al., 1978) es
dependiente . del Ca™. También es liberada 1la dopamina por
estimulacion con veratridina en la SN (Tagerud, S.0O.E., and
‘Cue}lo. A.C., 1879)., Respecto al origen de la dopamina liberada
dendriticamente en la SN se piensa que proviene probablemente del
reticulo endoplésmico, Ya que no sSe han observado vesiculas
sinapticas en las dendritas de las neuronas dopaminérgicas C(Wassef
VeLral. , 1981). La liberacion de otros neurotrasmisores entre ellos
GABA en SN puede se cobtenido por estimulacioén eléctrica, alto
potasic o por veratridina (Aceves y Cuello, 1881).

Estudios mic¢roeleclroforetlicos han mostrado que 1a dopamina y
los agonistas dopaminérgicos en la SN inhiben la actividad de las
celulas dopaminérgicas (Bunney et al., 1873). Es decir estos
agonistas disminuyen la tasa de disparo de las neuronas
dopaminérgicas y se piensa gque este efecto estia mediado por
receptores D2 (autorreceptoresd (Bunney et al 1973; Mereu et al..
1934 ; Pipnock, 1983; Walters et al., 19865.
£n la sustancia nigra reticulata las células son
relativamente insensibles a la dopamima y a la fecha no se ha
podido mostrar la presencia de receptores dopaminérgicos en estas
neuronas. Sin embarge por estudios de receptor ligande se ha

encontrado una alta densidad de receptores Dl en esta parte del
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ntcleo C(Filloux et ‘al.,. 1887; Barone et al., 1987; Aiso et al..
1987; ‘Porceddu. et al.., 1988), estos receptores parecen estar
localizados en las terminales GABAérglcas estriatales que llegan a
este nucleo. El papel funcicnal de estos receptores nc ha sido
aclarado atn y se desconoce si la dopamina liberada de las
dendritas es capaz de activarlos. Estudios farmacolégicos sugleren
que la adenilato ciclasa sensible a la dopamina se encuentra
localizada sobre neuronas GABAérgicas en la SN (Premont et al.,
1976).

La dopamina liberada de las dendritas parece formar una
proyeccién nigro-nigral C(de la pars compacta a la pars reticulatad
usande dendritas en lugar de axones, las cuales hacen sinapsis con
los - axones estriatales, originando una verdadera proyeccién
nigro-nigral.

Es ampliamente reconocido que la liberacién dendritica de
dopamina en la sustancia nigra puede ejercer una influencia
auterregulatoria de las mismas neuronas dopaminérgicas CAghajanian
y Bunney, 1977; Filloux et al., 1987; Beckstead, 1988; Porceddu et
al., 1688). Pero también es posible que la dopamina liberada
dentro de la SN tenga influencia sobre los otros elementos
neuronales en esta regidn (Van der Heyden et al.,1880). Respecto a
esto n0ltimo, estudlios de registro unitarie han tratado de
e;lidenci ar el papel de la dopamina como regulador de la funclién de
las neuronas de salida de la SNR , sin lograr establecerlo
adecuadamente CRuffieux y Schultz, 1980; Waszczak y Walters, 1983,
19840,

Como se observa hay discusion acerca del papel funcional de

la dopamina liberada por las dendritas en la sustancia nigra.
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PLANTEAMI ENTO DEL PROBLEMA

ExiLe_é Q;:;és _J.Sneés de investigacién que tratan de dilucidar

el pap;l fl;wcl‘onal de la dopamina liberada en la SN.
:‘L:a 'pf;imera de estas suglere que la dopamina activa un
autﬁrreceptor somato-dendritico que controla el disparo neuronal.
:Por otra parte la segunda linea de investigacidn propone que la
dopémina modula la accién inhibitoria de GABA y de la via
esiriatonigral sobre las neurcnas Gabaérgicas de proyeccidn de la
pars reticulata atenuandola. Esto se basa en estudios en que la
dopamina parece.” estimular la tasa de disparo de las células de la
SNR. y atenuar la respuesta inhibitoria a GABA de estas células
(Waszczak ¥y Walters, 1983). A pesar de esto nho se conoce el
receptor invelucrado, ni el mecanismo de modulacién.

-Una Ler-cera hipotesis propone que la dopamina tiene un
efecto presinaptico de modulacion de la 1iberacidén de GABA.
hipétesis de que es objeto este trabajo.

Aun cuando existen reportes o estudios sobre los receptores
presinapticos, en estos no se ha dilucidade sastifactoriamente su
funci{onami ento ya que se desconoce si la dopamiha liberada de las
dendritas (enddgena) actua sobre los receptores de las terminales
estriatonigrales de la SNR. Esto puede deberse a que se encuentran
pocos o escasos estudios sobre la modulacién de la liberacidn de
GABA en SNR, se ha desarrollado una gran variedad de técnicas
experimentales y las dificultades propias de la interpretacién de
resul tados de estudios de estos receptores, no han aclarado el
funcionamiento,

La importancia del estudio de los receptores presiniptices D1



resalta si se Liene en cuenLa que ].a sustancia nigra interviene en
el contrcl mo\.or y de 1a pcsLura CDeLong. 1990) . Esta se lesiona
con ia ef ermedad -de’ Parkinson‘ De aqul que cualquier r.;.ont.rlbucl:bn
al esLudic de 1os recep\.ores Di en .\.a SN, puede contribuir a un
'me,)or conocxmlem.o de la risioxogla de este importante nacleo, asi
como. brindar meJores*alternaL.\vas terapéuticas a estos pacientes.
La presenLe t.esis esta dedicada al estudic de los receptores
resinApLicos Dl acuvados por dopamina enddgena y que modulan la
,flipqqacion de GABA princi pal neurotransmisor de la sustancia

nigﬁ;a También hay que seﬁalar que son muy importantes los modelos

‘de l‘unclonaudad de as es\,ructuras nerviosas y .los resultados de

est.e Lraba_lc conLNbuye 'a la estructuraclbn de "un modelo de
runcicnall raclén dendritica.,’ poco

estudiado en 1a”



HIPOTESIS DE TRABAJO:

La existencia de liberacién aéhdri,hléa'"t de ',dc:aﬁan\lr;a : er; “1a
sustancia nigra C(SN> (Geffen et al,’ 1976 Y i‘la:ip.re'sencia’ de
receptores presinapticos Di sobre sus" af‘ereﬁ.t.es GABAérgicés
CRibak, et al.,1980), nos indica que la 'dopa‘mlr;a enddgena modul a
presinapticamente la liberacidn de GABA de la pars reticulata de

la sustancia nigra.
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LOBJETIVCS.

nigra de 1a rata.’

Objetivos p.aar y:.\'.c.:‘ui T

‘;,Estudiar el erecLo de drc-gas que movilizan dopamina _dé

‘.

4.

comparu.mlen!.os endogenos Ccomc la met.ant'e!.amlna). para ve‘r'
st la dcpam&na de las dendritas es capaz de acuvar los
receptores. presinapticos.

Estudiar el efecto de la dopamina en la pars. reLiculaLa de la
sustancia nigra de ratas nermales  y ‘ralas . con leslbn :

unilateral de la pars compacla por 'G—Hidroﬂdopam{na :

eliminando asi efectos de la dopamina endogeha que pudiera

l iberacién de GABA.

Aclarar el efecto de la dopamina ,_s'obfe

para entender la interaccion| * presinaptica’

receptores (D1 y D25,
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MATERIAL.

;g) ‘;.cs ,anxn‘ales Vde éxpe.rimentacién fueron ratas macho de l; raza
Vylis!.a.r' c';ayo pesc oscile entre 250 y . 300 gramos, los cuales .se
"mantuviercn en wun ambiente con temperatura contrelada, kﬂcl‘oé.de.
’lué/oscuridad Cde 12 horas cada etapad) y libre acceso a: agua y
alimento., mientras no estuvieron en sesionQS'experlmentaies‘ Se
usaron dos grupos de animales experimentales (ratas ‘Rormales v
ratas con lesion cerebral de la via dopaminérgica nigro-estriatal
con B-Hidroxidopamina con peso de 200 a 220 grs. al mofnentio: de la
lesiénd para experimentes de liberacion. Prervior a: estos se
realizaron  selecciones de  individuos nediante eval vaciones
canductuales del grupo de ratas con lesiédn cerebral, 30 minutos y

7 dias después de la lesidn. Al  nmomento’ de realizar el
experimento de liberacion de GABA con ratlas denervadas se hizo una
previa evaluacidan histolégica para seleccionar las muestiras con la

implantacidn de la lesion en el sitio requerido,

b Scoluciones,

1>. Solucién de Krebs— Hanselein normal . CmMsLd,

NaCl Lo E Tasadoo
xci o e 500
T T e X )

1.00

= MgSOL
: 'LKH;PQ. B 1088
NaHCO, 25.00
BLUCOSA” 10.00

Ac., amino-oXiacetico 0.01
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La sclucion de Krebs normal se prepara mezclando lo ‘anterior

exceplo clorurc de caleio CCagl 3 y  burbujeada.:.con: ;jafbcgené‘
Cmezcla de oxigens 85% y didxide de carbono B 20 m.lr/sut;os‘ después
se le aRade CaCl, al estar burbujeada la mues(ra. Dur.antert;yédo el .
Liempo que durd el experimento se mantuvo la Lemperatura_ de 37°C a

esta solucidn y 2 un pH de 7.4

11> Sclucidén de Kreps despolarizante (15 mM de potasiod. Para
tal solucidn la concentracion de NaCl se mantuve constante con
respecto a la solucién de Krebs normal, es decir que la
disminucién de Cl°, se sustituy® con S0°° en la forma de Naa504 v
de K,SO0, . La osmolaridad se mantuve affadiendo sacarosa y la
solucidn se obtuve a partir de soluciones madres al f{gual que 1la
solucion de Krebs control. La mezcla de la solucién despelarizante
fue la siguiente.

SOLUCION DE KREBS (15mM de K°D

NaCl 55. 58
Na,S0, 39.21
K250, 6. 87
CacCl 2.00
Mgs0., 1.00
KH.PO,

GLUCOSA

Ac. amino-oxiacetico LT

Se les agregé a las  soluciones: de Krebs “narmal. -y
despolarizante =l Acido nipecotico. (10 uMd durante taeds el tiempo -
de perfusion. El meta-sulfite de sodio es un a;genté aﬁi;oﬂdanﬂe»

que se le afadid a la solucidn de dopamina a una co_nréent'racgwo"n de
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'S0 EM. -
144> Liquido. de centelleo Cpor litro-de Soluciond,

8B7I.Of ml

l”r. O, P. O, Cax

®). 2,5-Difeniloxazol
mum) 1,4-bis-2-(S-feniloxazold~-benceno
La eficacia del ligquido al esbectrémeﬁro fue de 55% y la

‘radicactividad se determind por estandarizacion exterh'a;

c) DROGAS. -
1> [H)-GABA con actividad especifica de BS Ci mol fue obtenido
del Centro Radioquimico, Amershan, Inglaterra. Se ﬁa_n;yvo en .
refrigeracién €4 °C) hasta el momento de usarse,

{1 p-alanina fue adquirida de la CompaRia Quimica Sigma . Se
disuelve en agua por lo que se prepard una solucidén madre 10™M y
se conservd a 4 °C.

111> Acido nipecético se obtuve de Sigma. Se disuelve en agua.
1v) Dopamina de Sigma se agregd directamente a la solucidn de
Krebs en presencia de meta-bisulfito de sodio a una concentracidn
de S0 uM

V) SCH-23320 adquirida de R.B.I. Se preparé una solucidn madre en
agua a una concentracicn de 107M, de la se que se tomd al "momento 7
de usarse y agregarse a la soluciédn de Krebs en presencia de
meta-bisulfito de sodic come agente anti{oxidante.

vid Sulpiride s@ obtuvo de Sigma, Se prepard una solucién madre

a7



10™M en Krebs y‘kal momento de su uso se \tdm§‘d§ “dicha ‘'solucidn. :
viid D-l-metamfetamina adquirida por medio’'de Sigma Se prepard
. una solucién salina al 9% que se adm.lnls!.ré subcu'.aneamem.e y en
experlmentos de liberacién se ad.l::.lané directamente. a la so.lu:xen
de Krebs al momento de su uso y a la concentracion deseada. o

viid Meta-bisulfito de sodio de Baker. Se affadis. a 1a soluclbn ‘de -

Krebs al momento del experimento.y a la concentracién de’ 50 I-IH

d) Dispositivo experimental.

El dispositivo requerido para'c_o.\e'c!.}

y de rata lesi{onada, estuvo 1n9.egr"a&’§ r-el:isistema :’d;irper.tr;.u‘squn
que a continuacién se menciona. : ‘ .
El sistema de perfusién le forlnarj; B{;auﬁras en paralelo y los
sigulentes aparatos Cver fig.2):
1). Bomba peristaltica (Cole-Parmer). Bomba éncargada de propulsar
las scluciones que bafian los LéJ.ldos dentro de las camaras a
traves de catéteres conectados a la entrada y a la salida de
ellas,
ii) Aparato regulador de la  temperatura. Este aparate lo forman
los catéteres enserpentinados y sumergideos en un bafic de agua a
una temperatura constante de 37 °C, la cual se mantuvo por medio
de una resistencia y un termostato. Con esto se logrd que las
soluciones y las camaras se mantuvieran a 37 °C , durante todo el
experimento,
11>, Camaras de perfusién. Esta la rcr.man dos cilindros huecos.

uno de los cuales funciona como contenedor de la camara cilindrica



Sistema de periusion

Figura 2. Representacion esquematica de la etapa de
equilibrio-marcaje del procedimi ento y del dispositivo
experimental mediante al que fueren sometidos las rebanadas de
reticulata de la sustancia nigra. A y B representan los periodus
de equilibrio y de marcaje con ['H1-CABA. & representa el sistema
de perfusién: r.t. reebanadas de tejido nerviosc, f.s. filtro
superior, f.i. filtro i{nferior, c.l. cAmara interior, c.e. camara
exterior, t.¢. tapédn de la camara, K solucidn de Krebs, m.g.
mezcla gaseosa, b.p. bomba peristaltica, s.r.t. sistema regulador
de la temperatura, a.c.f. colector de fracciones. Las flechas
pequelias indican el curso de del liquide de perfusién que parte de
la soclucion de Krebs y termina en el colector de fracciones.
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de 2.2 mm de diadmetro y de 10 mm de largo, en ‘el fondo de ‘esta se
colocd una malla fina de nylon para sostener y mantener al tejido
dentro de la camara con el fin de evitar 1a>”p'ér'alda del "tegido. .
Ademas este primer cilindro, tiene espacio pa"ra?bontener a;yoLrp
cilindro con filiro, que embona en este espacl@ Ambas ;é 'sel"\k;ron‘

con grasa de silicén, para no tener pérdi_da_s' de ™ 1§q|j;;19‘de

perfusion.
i1v). Aparato colector de fraccliones CLKB L’xu‘_‘rér.'ac‘
aparato ceolecld fracciones de ligquido perl‘undidé"cada

con una velocidad de 0.8 ml/min.
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METODOS. .

1. Leslén;g:!efvia 'dop‘avmi‘nél:gica" nigro-estriatal de SN de rata.

Para:’los: exﬁeriix\entés en que .‘Se utilizaron rebanadas de

‘4 r:u'grja re'ur."qlrat.'a en.las cuales se hubieran degenerado

las! dendritas’ dopam{nérgicas derivadas de la sustancla nigra

fue :neceSario. producir denervacién de Jla via

compacta

o”e.st.rivata’l mediante lesién quimica de la pars compacta de la

;sus't.ia'n’c_,l; mgfa. aplicando quirdrgicamente 8-hidroxidopamina
CHatlorl, 18783, :
: ‘:':AiLa:r“chencién de la denervacién unilateral de la via ntigro
: gs_t;lfxfat..al. se obtuvo mediante la lesién quimica de las neuronas de
la sustancia nigra compacta como ya se menciond aplicando
B8~hidroxidopamina una toxina que destruye selectivamente neurocnas
dopaminérgicas., La lesidén se efectud en ratas que pesaron entre
200-220 gramos, las cuales fueron anestesiadas con hidrato de
cloral €400 mgrKg de pesod y montadas en el estereotaxico en donde
se Iij& la cabeza y se realizé un corte sagital en la plel del
craneo de- la rata; una vez expuesto el craneo y tomando a las
fisuras Bregma como el origen de coordenadas o cero, se implanté
en el pr.;mLo de las coordenadas 2.2 mm lateral y S.5 mm posterior,
.en este pynL'o'se trepand el craneoc produciéndole un orificio de

1;5 mm.de. diaAmetro. En este lugar se introdujo un canula de

perfusion: a’,‘a, una - profundidad de 7.2 mm a partir de la

dﬁramaare‘conectada a una Jeringa Hamilton (se purgd y se infiltro
S pl-odel solucién de 8-hidroxidopamina). Estas coordenadas se
obLuviercri"pr'evlamenLe de ratas a las cuales se les inyectd azul

de metileno y se corrohord histolégicamente [ sitio de
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implantacion. Se i'nyec!.aro‘n_ £ ! de solucién de B-hidroxidopamina
[4<] pg/yl diSuql ta “gn solucidn salina isoténica y 0.02 % de acido
ascortﬂco como agerﬁ.e antioxidante) la perfusion se realiz2é a unpa
veiocidad de 1 pl/min. Después de extraer la canula, se suturéd
Lantie los réujsculcs‘pox‘"“ planos y la ‘plel. Posteriormente se observé
qdé a: los Lré.\nt,a" minuLps después de la cirugla, las ratas

"mos!.r‘akfon "una‘.',‘pdst,ura asimétrica y una conducta de giro

contral ateral

“1."Los animales lesionados mostraron
cq;xducta de glro espontaneo ocasional,
;_irnn‘;ediatv';ilr‘xéhi.e,al" despertar de la anestesia. Esto indica que la
‘a{:liéééf&h'de é—hidroxidopamlna fué en la pars compacta de la SN.
b);"— EQ;[uaoLenr conducthal 2. A la semana de la aplicacidn de la
toxina, los animales recibieron una inyeccién de d-1-metanfetamina
€10 mgsKgd y una hora después se procedid a evaluar la conducta de
giro ipsilateral producido por la droga, evaluando que con 12
giros completos por minuto equivale al 80% de lesion (Ungerstedt,
1971ad), Se descrimind a las ratas que presentaron una menor
canud-ad de 12 gires~-/min.
€. Evéluacxén histolégica. Dos semanas después de la lesion se
realizaron los experimentos de liberacién con los animales
-seleccionados -y - al disecar. la pars reticulata de la sustancla
-niéra 's:e observo bajo el microscéopio estereoscopico la marca de la
trayectoria de la canula sobre el tejido de la sustancia nigra
ccmpact.a, qesc’arLa;\dose ;quellas ratas que presentaron la punta de

la canula fuera de la pars compacta de la SN por considerarse que
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la lesion no se efectUo en la reg.l:én desedda del cfareﬁro de ylaﬂ,
rata. : 8 : )
3. Diseceidn de la pars reticulata de la SN, ' ;

Para los experimentos de liberacidn se obtﬁvi ef'én V‘rébadlérdasj
de sustancia nigra obtenidas de ratas (8 por experimentos‘ wi;yt@f"_:

macho de 250-300 gramos de peso (ratas normales y ratas con lesion:

unilateral del sistema dopaminérgice nigro est.r'.lat,al‘)';, CLos

individuos se sacrificaron por dislocaciédn cerebral, ;seguido pc

decapitacion y obtencidn del cerebro completo.. . Se obutvo i la

porcion que incluia la sustancia nigra ., segun el ALlVars qe ’K’qq{nél‘.
y Klippel (19702 esta se encuentra aproximadémer;t,e ‘eﬁ’u;e,ieﬂoo yr..»
2580 .um del planco frontal, se rije esta’ pér(é’ :ér{:irﬁx;t;o[m‘;rt.e:
metalico el cual se intredujo en un vibratome Cé:dol"d..: Mod. ‘B) ﬁue
contenia en el sitic de corte solucion de !'V(rebs‘-Ha.nsel.glnra 4
grados centigrados y gasificada con una mezcla de_ oxigeno 0, (85%)
y dloxido de carbono €O, (5% ). Se ocbtuvieron de 3 a 4 cortes
seriados de cerebro de 300 uym en el plano frontal de la porcién
que contenia la sustancia nigra. Los cortes se montaron sobre un
portaobjetos frio utilizando microscépio  estereotaxico y con

bistur! se disecd la reticulata de la sustancia nigra.

4. Procedimiento experimental.

Las rebanadas de pars reticulaLQ.

I3. Al término de” este periocdo -,

equilibrioe
reemplazar la solucién de Krebs por - una  solucién. (re&ﬁa que

contiene 2 x 10® M. de H’-GABA (65 Cisnmoll) y fi-alanina. €1 pMd
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como bloquga;dor de la ’c‘apLura glial, durante 30 minutos (periodo

‘de marca_‘e) 'Vl)‘iés.pues s‘é'jlavarcn las rebanadas son solucidn fresca
de _Kr"é»l‘:s"—.,‘. :Ha_riis‘éle}n. i:;ra eliminar el exceso de marcaje
l_’rag:iicram.‘gvo’. yra.. éor;LS nuacién dichas rebanadas se transfirieron al
g sis':!.'em"arvfde.y ﬁerfbv'.xs‘l‘on continua CAceves y Cuello, 1981),

: ' Al ’Lé.rm.im: del pericdo de marcaje las rebanadas se colocaron
al :azar, dent.ro' de las camaras. En cada camara se depositaron 3 a 4
rebana:-ias de . sustancia nigra reticulata, cuyo peso humedo
aproximado fué de 10 mg. En estas condiclones el tejido se
perfundi¢ durante una hora (periodoc de equilibrio II), con
solucidn de Krebs normal €6.25 mM de K'D>, antes de iniclar. el
experimento de liberacién de GABA. Esta solucién contenia acido
nipecédtico (5-10 uyM) que es un bloqueador de la captura de GABA en
las terminales nerviosas Yy en las células gliales
CXrogsgard-lLarsen y Jhonston, 1975).

En la evaluaciédn de la liberacién espontinea de GABA, se
sometid a los tLejidos a un periodo de edquilibrio Il durante 1 hora
y 16 minutos, a continuacién se tomaron fracclones de solucién
perfundida (en las que iba el neurotransmisor liberado) de 4
minutos durante 80 minutos Cen total fueron 20 fracciones).

Por otra parte los tejidos sometidos a una concentracion de
K* de 15 mM (alto potasio) se les deja urn periodo de equilibrio II
por -upa-hera .y en seguida se colectaron cuatro fracciones de medio
perfundido de 4 minutos cada una para determinar la liberacién
basal de GABA. La solucién de alto potasio con KC1 constante,
geners la liberacion de GABA radiactivo por depolarizacién de las

terminales gabaérgicas. esta estimulacion duréd 80 minutos.
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Pe' . las dfoégs ‘que .s€  probaron en las ‘muestras para la

.lx‘beracirlén de GABA expugstas a alto potasio, primero se tomaron

“ebatro f}aééi ones durante los primeros 18 minutos de perfusién, al

L‘érrnixyno ;-ie e'st_e;.lapso de Lien;po se le aplicd un pulso de la droga
2’ pr;obar Cpor ejemplo anfetaminad segtn el experimento,
colectandose B fracciones durante 32 minutos. Después de esto se
r‘egreso a la solucion de Krebs normal por 32 minutos mas (8
fraccionesd y a continuacién se recuperd el tejido de las caAmaras.
Este se transfirié a viales agregandoles 0.5 ml de solubilizador
de tejidoes ¢ NCS Amersham >.

El tejido se dejd solubilizando 30 minutos; después se
afadieron 12 ml de lfiquido de centelleo tipo tolueno a los viales
del sistema, asi como a los que contentan las fraciones de
liberacion, en seguida se determind la radiocactividad presente en
las mqestras mediante el usc de un espectrometro de centelieo de
liquido convencional CPackard 20002,

S. Analisis de resultados.

La cuantificacion de la radi{ocactividad en cada fraccién de
las . muestras tomada cada cuatro minutos, se expresd como un
cociente. . de la radioact{vidad de la muesira entre la
radipact}vldad del tejido correspondiente al momento de 1la
. coleceion ’de aquella, y a este cocliente se le denomina fraccion de

“liberacien Cf-f.L;); en el caso de la cuantificacién de las muestras

1to . potasic al cociente de liberacidn se le denomina

" expuestas’ a’

Tfraceion: de ‘liberacion. estimulada (F.L.E.D y el coclente para
muestras no‘e-xpuestas a alto potasio recibe el nombre de fracciédn
ae liberacién basal CF.L.B.D. los cuales se pueden expresar de la

siguiente. manera;



Radicactividad de la muestra
expuesta a alto poltasio CDPMD
F.L.E. =

Radicactividad del tejide al momento
de tomar la muestra CDPM

: !‘racclcn representiva de la liberacidn basal ¥y ia inducida por K*

Radiocactividad de la muestra no
expuesta a alto potasio (DPM
FiL.B. =

Radiocactividad del tejido al momento
de tomar la muestra CDPMD
rracclon que representa la liberacitn basal exclusivamente
DPM = Desintegraciones por minuto.

La parte de la liberacién debida exclusivamente al" efeclo del

alto K" se determind a partir de la siguiente ecuacidn, »
F.L, =<F.L.E. > - <CF L. B '

Para determinar el efecte de las drogas se cuantificéd 1a
relacldén de la fracecion de la liberacion '_de' las - rebanadas
‘expuestas  a laCs) drogalsd Canfetamina, .. dopamina. VSCH—ZBSQ!V.).
sulpirided y la fraccién de la llbérac.ién fio eipues\.a. perc que
corrieron paralelamente a aquellas. JTal rqlacifs_n se le denomind
caficiente de 1a fraccion de la llberac.\%:n CC‘. F.oL:JL
8. Analisis estadistico. .

A los resultados de los experimem.os de leer ciéh de GABA se

les aplicd un anilisis de varlanza. Y la signlfl ancia del efec!.c‘

de agonistas y antagonistas dopaminergicos se mostré mediante ‘una;

prueba de L-student para datos pareados

diferencia del promedio de las observaciones antes y despué'— de ya

aplicacion de las dreogas no dit‘.&ere de ceror hipct.esls pulal. Para
" comparar los efectos de las drogasren!.r,e s! durante leos per-lodoé
de prueba, su significancia se obLiene por ‘medio de 1a prueba de
student para dalos no apareados d_e los promedi os durante  ja

aplicacidén de la droga.
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RESULTADOS.

1. Liberacién de GABA radiactivo inducida per arlﬂ.onp{:\.a‘éio'”

en. la pars reticulata de sustancia -rgiigr‘ai' de

normales y de ratas denervadas,
En la grafica 1 se muestra la ,\lberac.lénl‘ de

15 . mM <Calto potasio , que

concentracion normal de potasic

normales y denervadas, Al comparar ‘ia libéraycylén: de ‘r,éb-ar;.;ria:s)v‘. aev'
la pars reticulata de sustancla nigra de ratas ﬁorn\éle§ Y de rra.'.as
dener vadas, se observd que la continua exposicion a la
despolarizacion produjo una prolongada liberacidn de
radiactividad, como lo muestra aqui el incremento de la fraccion
AG liberacion, Al principie hubo un incremento significativo en
forma transitoria en las fracciones 1 y 2 el cual disminuyd
lentamente al transcurrir el tiempo. pero siempre por arriba de la
liberacion basal que en el grafico corresponde a cero. No
encontramos diferencias estadisilicas significativas entre ambos
grupos (C,F.L.=1.05 * 0.04, n=50 para las ratas normales y
C.F,L.=1,03 * 0.08, p=30 para las ratas denervadas). ‘

En la par!.e inferior se graficéd el coclem.e de l‘a !‘raccibon de

la liberacion o la relacidn en el 1ncremento de’ la fracClén de la"
liberacidn del grupo experimental con respecLo a.\ grupc control'
seleccionades al azar (Nota en esLe caso:ali grupo:- experxmenbal no‘
se le efectia ninguna manipulaclén ya que es ‘un :onLrol para las

maniobras experimentales), el cual cscxlé alradgdor de uno. Esto
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Grafica 1. Liberacién de GABA radiactivo inducido por 15 mM de K'
obtenida de rebanadas de la pars reticulata de sustancia nigra de
ratas normales y denervadas. La estimulacidén se mantuve durante 80
minutos desde t=0 y se colectaron 20 fraccliones de 4 minutos cada
una. En la parte superior se muestra la liberacién de
radicactividad como cambio de la fraccidn de liberacidn
CEstimulada-Basal), En la parte inferior se muestra el coeficiente
de liberacten (C. F. L.D correspondiente a 2% pares de valores
para reticulata de rata normal y 15 pares de valores para
reticulata de rata denervada. Los pares de valores fueron tomados
al azar de los valores correspondientes de las Qraficas
superiores. Los valores representan el promedio de 50
determinaciones para normales y 30 para denervadas (C.F.L.=1.058 =+
0.04 n=2% para ratas normales y C.F.L.=1.03 » 0.08 n=15 para
ratas dener vadas).



nos indica que la liberacien de ’HfGABA e‘s‘_’ hqinogénea ‘en las

rebanadas estimuladas con 2lio potasio, ﬂ;ﬁgovdév‘fatas_,pormé;e_s

como dener vadas.

La cuantificacién de este parametro

de liberaciénd serviri para determ@haq y- earacteriza os: efectos

liberacidn de (’H)I-GABA.

2. Efecto de la dopamina exﬁ_&gén
inducida por alto poLas’L&"en““l

normales y denervadas:.

En estos resultades se muesira.la ‘acclén '.d‘er 1a
uM> exégena sobre la liberacion de GABA lnducid; p'or‘pot_aslro_'(v_err'
_grafica 2). Aparentemente en rebanadas de SN de ratas n’ormayli_es ,ﬁo
modificéd la liberacion de GABA inducido por potasio fC.'F.bL. =0, S8+
0.01, n=4 p=0.001), comc se puede observar en la parte A de la
grafica 2. En la parte B mosiramos que la aplicacién de d-opamina a
rebanadas de ratas denervadas incrementd la liberacién de GABA
radiactivo en un 75% CC.F.L.=1.76 =+ 0,04 , n=5 p= 0.001d, el
incremento fué inmediato a2 la administracién de la .droga y. al
retirarse ésta del medioc, el efecto se revertie paﬁlatinamentg.

Los resultados de la grafica 3 son producto de una serie.de
experimentos en la que se muestra el efecto de:la dé;;arhlna sobre

1a liberacién de GABA inducida por alto potasic C(linea continuad -

en rebanadas de ratas denervadas en donde Lambién.se ‘estudie el
blequeo de los receptores DI y. D& en muestras ,:alrr'ida_s, en.

paralelo, para determinar el tipo de receptor "thc}ucrado.: La

39




Normgl

: dopamina (1uM) A

20— \—————{l—\

15+

10} L Maach

ot

. Oenervada

dopamina (1 B

20 pa | M)

COCIENTE DE LA FRACCION DE LIBERACION

1 i i N | i
] 8 7 % 20
Fraccidn
Grafica 2. Efecteo de la dopamina exogena sobre la liberacion de
--GABA  radiactive inducidq por alto potasio en rebanadas de
"' reticulata de ratas normales y de ratas denervadas. La

administracion de la dopamina se realizé en forma de pulso a
partir de la fraccién 4 y se mantuvo hasta la fraccién 12 en donde
se elimine la droga. Los valores son el promedio de 8
determinaciones * error estandar,
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prr'es’enclar del antagonisg.é" :srel'ecuvo kde -los  receptores D2
i-sulpiride €10 HHD no Mif;;b Ta f{acl‘;ri‘rtach’sn de ifa liberacidn
erjﬂe‘rcridya'por la dopamﬁna CCFL = 1751 0.03 , sin diferencia
estadistica respectoial c’ent.:rcl - .el grupe tratado scle con
dqpamlna). La lirea cont‘inu‘a‘ con circules negros representa los
Yalores de muestr;s coyrri'd;s e‘n"nparalelo con bloqueo selectlvo de
receptores Dirp’or bél SEH-ESBQO €L uM> el que antagonizd totalmente
el efecLa_r‘ac‘f,‘l‘itac_!n‘:n" dé‘ la-dopamina €C. F.L.=1.00 + 0.03, p=0.01

n=4 para elfrgrﬁpo tratado con dopanuna solo).

" Efecto de'los antagonistas de receptores dopaminérglcos
la liberacién de GABA inducida por K° en

" rebanadas de ratas normales y de ratas denervadas,

En- la ‘grafica 4 se muestra resultados del efectce del
antagonista de receptores D1 SCH-23390, scbre la liberacion de
GABA - radiactivo 'en rebanadas de ralas normales y de ratas
denervadas. Este bajo el supuesto de que 1a estimulacion con K° en
ratas normales produce la liberacién de dopamina dendritica ademas
de VGABA radiocactlvo,

En la parte A se nmuestra que la droga produjo (ratax
normales) una inhibicidn del S04 aproximadamente de la liberacion
al adn&$l;trar a. manera de pulso a la concentracion de 1 uM
(C.l;'.L. =0:51°+ 0.01..,...n*B p=0.001) con respecto al control.
Wprespuesii;de(-g“reurado‘ el farmaco del medic de perfusidn la
iibej‘acigr; ",se'rebt‘;_uperc pauiatinamente, como se puede ver en las

1“racc‘iones' 12;2{) de la grafica.
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Grafica 3. Efecto factllitador de la activacion de los receptores
D1 de la liberaciédn basal de GABA radiactive en pars reticulata de
rata denervada. En la parte superior se muestra la facilitacion de
la doepamina C(limea rcontinua) sobre la liheracién de (’H}I-GABA
tnducide por K. La linea punteada expresa el efecto de la
dopamina junto con el antagonista del receptor D& l-sulpiride. La
linea continua con puntos negros representa el efecto de la
coadmi pistractan de dopamina ¥ el antagonista del receplor D1
SCH-23390 a2 las concentraciones arriba i1ndicadas. Los datos son el
promedioc de 8 determinaciones perlenecientes a 4 experimentos por
separado, mas-menos el error estandar.
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Grafica 4. Efecto del antagenista selective de receptores DI

SCH-23390 sobre la liberacidn de GABA inducido por alto potasio en
la pars reticulata de ratas normales y en ratas denervadas. El
farmaco Se administré a la concentracion seBalada en forma de
pulso desde la fraccidn 4 hasta la fraze:én 12 Los valores son el
promedio de 4 a 8 determinaciones en por 1o menos 2 experimentos =+
el error estandar.
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En 1a,'parte B ‘(,r‘at»{a’s . ‘\‘adés) se ‘mueera que el
antagonl sta: @H
“no tuve® ningﬁr}

0.04,

“n=5sin

de’ GABA inducido por potasio en

rebanadas de:pars:reticulata: de ratas normales y de ratas

En‘ 1a ;:arte A-de Vl.a‘grafi:':a S _.se muestra el'b)oquec de: los
receptores: D2.en la pars reLiculaLa de sust,am:la nigra tie ral.as
normales, producido  por el antagonlsta l—sulp.\rlde'a una
concentracioén de 10 pM. Se nota una facilitacién de la liberacion
de GABA de wun 9S1% aproximadamente (C,F.L.=1.55 2+ 0,04, ned
p{O. 00135, Al retirar }a droga del medjio de perfusién disminuyd
esta liberacién paulatinamente hacla su recuperacidén. En la parle
B es claro que e; l-sulpiride no causé ningun efecto sobre la
liberacidon de Eel;;na’daé de ratas denervadas (C,F.L.=0,99 + 0.02) a

Juzgar . por la _ause'm:i‘a de cambios en la fraccion de liberaciodn,

5‘ Liber:ac(on Basal ‘de GABA radiactivo en pars reticulata de

‘ratas’ nc!;males 'y dener vadas.

mueera .la 11beracién basal Cespontanea) de GABA

radiactive lnduc&do por alto potasio en rebanadas de SN de ratas
normales y de SN denervadas. Se ceolectaron 20 fracciones de
scliucloh-de 4 mlnui,os cada una (F=238.20 , n=18 para rata normal

Y -n=10.  para rata denervada, p< 0.01). Al comparar las
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reticulata de ratas normales y de ralas denervadas.
apiice en la fraccidn 4 y se mantuve hasta la fraccisn 12, lLos
datos son un promedio de B determinacicones do cuatro experimentos

mas=menos e] srror estandar.
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Efecto del antagonista dopaminérgico de receptores D&

en la pars
La droga se



llbéricioﬁés se - puede ver que ) deciinh l’entamen'.e ‘-conforme

Lranscurre el Liempo y de;forma

"ratas,normales, en !.odas 1as rra:cl

,'CC F‘.L. =1 OO + O o2, 1
O oa. n=5 ‘para reUculaLa
“muestras oscilando alrededor
e:ds!.e homogeni edad en 137’11
las . rebanadas de Le_lr.l;iq» de

denervadas.

8.

Efects de-la

espontanea o basal.
En: la grafica 7 se,'mu'es,t,ra
experimentos en los. que se observiée

un pulso de dopamina exdgena . .

espontanea de GABA en rebanadas de r:at..a nor ales. 1a éu;ﬂ tuve un e

incremento moderade (C.F.L.B. igual .a 1 13 -& 0 02. ‘n= 4 diferente

del periode contrel p= 0,.05). En 'ae rtb nadas dAV SN, denervadas se, B
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Grafica 6. Liberaci®dn basal de ’H-GABA de rebanadas de la pars
reticulata de ratas normales y de ratas denervadas. En la parte
superior se muestra la iiberacién de ?H-GABA como fraccién de
liberacion basal ¢ F.L.B. ). En la parte inferior se muestra o}
cociente de la fraccién de liberacion de 8 pares de datos para
rata normal y de S pares de datos para rata denervada. Los datos
para los pares fueron tomados al azar de las graficas superiores,
Los valores son el promedio mas~menos el error estiandar de 16
determinaciones para rata normal y de 10 determinaciones para rata
dener vada.
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Grafica 7. Efecto de la dopamina sobre la liberacion basal de
’H~GABA de rebanadas de la pars reticulata de sustancia nigra de
ratas normales y de ratas denervadas. La droga se administrdé en
forma de pulso a la désis seffalada en la figura. En la parte A se
muyestra el efecto de la dopamina sobre la liberaciéon de GABA
radiactivo en la pars reticulata de sustancia nigra de ratas
normales. fLos valores representados =son el promedio de 6
determinaciones y su error (+~ la desviaction estandar). En la
figura B se muestra el efecto de la dopamina sobre la liberacion
de OGABA en reticulata de ratas denervadac Clinea continual.
También se muestra el bloqueo del efecto de la dopamna por el
antagonista selectivo de los receptores D1 el SCH-23380 (li{nea
di seontinuald. Estos resul tados son el promedio de 4
determinaciones.
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Grafica 8. Efecto de la anfetamina sobre la liberacién de GABA

radiactivo, de rebanadas de reticulata de ratas normales y de
ratas denervadas. En la figura A se muestra el resultado de la
aplicacion de anfetamina (100 D unticamente (linea continuad) o en
presencia de SCH-23390 (linea discontinua)d, socbre la liberaclén
basal de GABA de ratas normales. En la figura B se observa el nulo
efecto de la droga sobre la liberacien de GABA en rebanadas de
ratas ‘denervadas ‘con ©-Hidroxidopamina. Los valores son el
_premedio mas-menos -la desviacion estandar de B determinaciones de
CUALro experimentos.
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chserve. un incrementa de la. liberacif6n de GABA, de un 40%

»_(C..F‘,L'. =42 0.0‘24. n=4  p=0.001>. este se mantuvo hasta que
. pgr;:tanééio‘ ei rpdlsa de dopamina y despues disminuyd paulatinamenie
:él eli'minai“,la‘dr-cQa del medio de perfusien. Come se puede ver la
R e,s!.x:nul’acrion, 'h)e bloqueada al aplicar SCH~23390C al medic de
berrpsich ‘Cc.bF. L.B.=0,83 * ¢.02, n= 4 p=0.001 estadisticamente

d&feren\.e._ pero no con respeclo al controll,

La dopamina extdgena facilitd la liberacion basal de GABA, la

cual Sfue »1vnhib1dA‘ por SCH-23390. Una pregunta que surgio respecto

A 'ést'és f;.sultgdds es. la de saber si la dopamina endédgena liberada

;dve, 1asj_de}id‘ri“£‘as es. capaz de facilitar 1a liberacisn de GABA.

to dérla an[‘et.amlna sobre la llberaclén basal de GABA

radlyacuvo de rebanadas de pars reUculaLa de sustancla

nigra de ratas: nermles y de ratas denervadas

Enla {gfafica 8 se muestra la liberacion  espontanea de GABA
en r’e‘ba‘nadasﬂ de' ratas ncrma_l'es (p’arLe‘ A en las cuales la
aplicacién de anfetamina nyoolr'pMkD produ_jo una estimulacidn
paulatina. que alcanzd su. maximo ESOfA'ap}omeadarf\enLe) a los 16
miﬁut,cs Bé su aph’cacién‘ Y q'ue regresb a sus valores control
cuando se eliminé 1a droga cc'.uF‘L..B.éx.eg' ¥ 0.03, n=68 . p=0.001
con  respecto del  contreld.: En '»preéencia de SCH-23390 ésta

_estimylacidn no se produ_jér‘(C'F B'ﬂ, 6374 0705, "h=4 resultands

estadisiticamente diferente respecto del grupo tratade solamente
con anfetaminal. En la part.e ‘Bise rnuestra que la anfetamina no
tiene efecto sobre l}a‘ libetar;lén en rebanadas de SN denervadas

CC.F.L.P.50.88 + 0,01, " n<437



DISCUSI ON.

1, Justi!‘icacién de la preparaciOn‘

Estudiar mecanlsmos de cont.rc.l presinam,lcc en. el sSsLema

:nervioso central es partlcularmen\.e dlfic.ll ya'ique :se requlere

medl.r la uberaclén de’ neurotrasmsores e

cambios en la actlv.ldad somaLo—dendrlLlc
vdesarrollo experlmental. Es!.e requer
preparaclones in"'vitro que contenga
nerviosas’  como las rebanadas _de:

(Chesselet, 1984).

en general de 300 um de gr_-osdrr

nerviosas, cuerpos de ‘las neuronas posiﬁépt..l:a

salino balanceado, suplementado con glucosa

‘e.\’ bloque (Orrego , 18S79),

tiene sus ventajas y. sus desvenhé)_a'
mencionan.

Las ventajas son: S

ad “En. las ‘rebanadas hay una " gonlbls'.a‘s_‘y.

Yy por.; LanL’

antagoni stas,

tefertas’

sal. de

met bﬁlfcas}



) -Es poﬂsi-blre estudiar nuclecs 'jespgcl.f3cos:_r del si‘stérqa nervioso

permn.xeron ~est.udlar . muy

rarmaco ‘691ca pcr medic de cier\.as drogas. algunas de 135 cuales 3

I‘Acume'te degradadas en Lelidos perlféricos como la"

. dopamina.”.

- Las desvenLaJas so

-ad Algunas drbgas pueden presen!.ar difteultad. en di!‘undlrse 'y

alcahzar la oncentracléh deseada en el espaclc sinéptico. sl es~'

niclec

exi,raceldl_.a

hacer 1a muestra no- tuncienal

L_a' Vl‘uncionalld:sd Tde ;as:,' Lef‘rhiné.les

ésCudio) contenidas’ en. la. . preparzcsyén. i fixe uev;\deﬁte. ya qde

conser varon . su _capactdad de capL

"!ér‘.'almacenar y Uberar GABA

'como respuesta a- Un esumulo depolarizam.e depemnem.e del  Ca*’

»ex&race.\ular. como se mueera en las graricas 1y 7



Las drogas mues!.ran tna gran solubnldad y son faclles de

du‘undxr en agua.« Lo que aunadu aila orLa latencla observada a

una respuesta dada nos las concentraciones

alcanzadas de,las drogas en el espacl

'sih‘b_t..!co ‘'son similares a

las prerentes en el medio de perrusion.
: Es~xmpcrt.ante mencionar que .la ccmposscién n'or'mal del medio

‘de perfussén es: muy similar al flu!dc extrace.\ular y en el caso de

1la solucibn que contenla alte pcl.asio Se . mam.uvo el producLo
[K'}JICL'] constante: con respectc«'a_‘ ncrmal y' la

‘osmolaridad se compensé con sacarcsa. Conilo ‘queise evild cambios

o;mtlct;s “de ' “tonicidad unew pudi éf';n‘ Ay" :Vdauﬁaf la
prepara‘cn_bn. alterandc su respuesta. o

‘ El Vu’srck:' dé vrebanadas finas de 300 pum de grosor nos permitio
una -adecuada difusibilidad de nutrientes y de las dregas a todas
las terminales nerviosas ¥ cuerpos de las neuropas posinadpticas., Y
por: otra parte.la rebanada es lo suficientemente gruesa como para
conéervar buena parte de tejido no traumatizade por la diseceiodn,
lo cual reduce muche este factor CCohen . 1974,

Sg prv'eﬂ rid trabajar con rebanadas de cerebro ya que en estas
se conserva la organizacién anatomo-funcicnal de la terminal
GABAdrgica y la. neurona dopamix;nergica. En cambio con sinaptosomas
‘se pierde esta crganizacxcn y por‘ tanto. el esclarecimiento del
‘papel de la depamina sobre l:'; liberacioﬁ de " GABA ‘en 1a pars

reticulata encontrando dificultadiyen “aél‘caﬁz‘ar: los objetivos  de

este trabajo.

La dificultad en la medicisn dé 1 1beracién de GABA en las

termnales, nerviosas eer cLores que dopenden del slstem

y de la met.odo].ogla empleada mer}:ionarv ;los siguientes:




captura gital :de: GABA inét'ébolisnio'denla marca, homolintercambic,

captura iyl ) A continuacion

: sefial aremo!

:oceso. mediante el cual las terminales
"libe'ran el neurotrasmisor marcado
nte }.; ’_estimuiaclﬁn {Fagg y Lane, 1979). Las
pa}:es de liberarlo bajo determinadas
1973). F;‘or otra parte el aminoadcido /7-alanina

or de la captura glial de GABA peroc no de la

onde - 'su potencia es menor (Johnston, 1977,

Para evitar el efecto de la captura

es.i:kt;é'pt‘icas se realizé el marcaje radiactivo en
a: de ﬂ:alansna.

. Una vez recapt.urado el GABA se metaboliza rapidamente por la
enzima GABA-Lransamlnasa CGABA-T> en un procese dindmico de
;gintesis-al macen-liberaciodn~recaptura-metabolismo (Sellstrom, et
al., 1975; Bernarth y Zigmond, 1888). Debido a esto es necesario
'a‘segurarse que la marca radiactiva corresponda a GABA y no a uno
de sus metabolitos y este efeclo se minimiza usando un inhibidor
de la enzima GABA-T que es el Acido amino-~oxi-aceético al agregarce
a los medios de incubacidn y de perfusién, Ademis este Acido es un
gobrejnhibldor de la captura y liberacidn de GABA (Snodgrass e
Iversen, 1873).

El sistema de captura que sirve para el marcaje de las

terminales nerwviosas puede activarse al ser estimuladas con alto

S4e



- ‘potasio .y . modificar medicién de.

radiactivo, El bloqueo de 1a recapLura de GAB

verat.rldina). Aun cuando la esLimulacio

Csykova.r 1980). “1.‘as

”'ﬂs‘ olOgicamenLe : por

icon'entraciones arrlba de la usada en nueero slstema experimental
:pueden provocar daﬁo. ya que né manti.enen la Lonicidad del medio.y
l pueqen provocar Lambl énila’ movxlizacicm de GABA de :ompaermlcn‘os
:‘:i‘!.oplas'mat.xcos y glkales que se marcaron radia:tlvamon'\.e (Fagg Y
“Lane, 197€). La tonfcidad del medio. se conservé ‘al mantener ‘el

I producto [KJ[Cl'] constante,



Los resultados de las grdficas 1 y & mu’es'_.ryax_\ ;; ‘co‘ridiéiol*:és

de la respuesta espontanea y de liberaci6n con’ alto Pct.as'io ‘ é_n

rebapadas de sustancia nigra. Aungque los  datos 's'on":crdci‘em.eyé o

relativos, cabe destacar 2 hechos. Primero existe una ‘;ifer'enc"i‘a
clara en la liberacién basal en rebanadas de SN pars reticulata de
ratas normales en relacion a las ratas denervadas. lLas reﬁénaaa.s
de cerebro provenlentes de ratas normales liberan aparentemente
mas GABA que las denervadas probablemente por una Lnfluehciar_5:’
ténica estimulatoria de la dopamina que se evidencia _Vdrurant.e‘ Vlafw

denervacién., Segundo la liberacién inducida por K' es ‘slmi,ibarr*‘en

ambas casos, pero debide a que el procesamiento de datos i’mp.\.‘lia;”'

restar la liberacién basal los cambios debidos.a laausencia . de

dopamina no son evidentes. . Ademas durant.e la li era

puede en estas condiciones representar una liberacibn de
especificos (Orrego, 1979 )

dependiente de calcio representa 1a uberacién de GABA' del poo.\.

vesicular. 'Por otra parte la 1iberacién mueera a‘ mueera fue,

hemogénea en genera.\r en \.odas 'las cémaras. ya que el cociente de

la fraccién de 1a Mberacién oscilé alrededor de uno. LanLo para‘ )
muestras expuest.as a potaslo como’. aquellas que no se expusieron a

Ky con o sindenervacién;. Esto. nos -indica que las condiclonesv

experimentales fueron las mismas para todas las’ mues!.ras. atn 'las'
que recibieron estimulacién, lo que permitid estLablecer ‘al azar

los grupos control y experimental.

St nos fijamos dnicamente en los resultados de la gr’aﬂca 87

encontramos una diferencia en las liberaciones para’ ‘rebanadas - de




SNR normales y denervadis. E;'\ rebanadas‘r"rde SNR d4e rat.as,normal»es
hay una mayor liberacién que "en rebanadas de ' SNR de -raLas
derer vadas. Esto se debe a q;Je en ra;.as normales existen dendritas
dopaminérgicas funcionales y debi do al fgﬁémeno dé homointercambio
hay dopamina en el medio. 1; culxai pQ’ng activai- los receplores
presinapticos D1 presentes . 'én ,':i‘as"‘ Lerminales GABAérgicas

estimulandolos para produ:ir una't‘acslh.acién de 1a liberacién de

GABA. Resulta difici

4



3. ;‘,Dopan;lna_ér@‘égéﬁa vs do;a'mvl;xa é;ebgena:u

La 1do§$r;|1né exégena® parece ‘no’ modi ficar ‘1a ‘l'iberacion de GABA
‘en rata§~norr;\qles (rver.’gréﬁ.ca 2) y por lo tanto resulta diffcil
deddcir el .papel- de la dopamina en ta p:’irskreticulat,a de 1a
v:susLanc'la _nfgra_de la rata, aun cuando se conoce la existencia de
receptores D1, sin embarge se puede establecer que la dopamina
exégena. y la endodgena estimulan la liberacién de GABA en base a

los datos experimentales que a continuacidn Se mencionan.
7 ‘La ‘dopamina exdgena a la concentracion wusada <3 M no
modificd la liberacidn de GABA producida con K en rata normal
- Cver lado A de la grafica 2). Esto podria ser resultado de que no
sélo - se libere GABA sino también se libere dopamina endégena de
) las neuronas dopaminérgicas que proyectan a la pars reticulata, lo
éual posiblemente enmascare el efecto de la dopamina exdgena, come
Vlo sugiere el efecto de la dopamina en ratas denervadas CArbilla,
et al.; 1981 . Tomando en cuenta que en condiciones de no
depo;larlzacibn ne hay dopamina en el sistema y que la dopamina
‘exébgena puede activar los receptores dopaminérgicos se puede
: en'.relruder que la dopamina exégeﬁa €100 uMd facilite una pobre
) 11b§rac1¢n de GABA en rata normal (Iver grafica 7). En cambic en
rebanadas de SN dener vadas, la liberacion de GABA es
apreciablemente mayer ¥y puede ser bloqueada por la aplicacién de
SCH-23390 (10 M) como se observa en la parte inferior de la
grarica 7. Tal efecto facilitador se puede explicar si se
considera' que se activan receptores Dl ¥ por aNadidura se presenta
el fendmeno de supersensibilidad de receptores como en casos de
';lesién —CUngersted, 1971 a). Dichos fendmenos incrementan

-grandemehte la liberacidn de GABA de las terminales nerviosas



y‘”la apemorfina que scon drogas que desactivan o

- ai:tlv}sn a;‘los dos tipos de receptores (Stoof y Kebabian, 1982),

Perj_c's por ;u inespecificidad no se usaron en el presente trabajo.
baun” cuando. se ha encontrade que la apomorfina inhibe la liberacidn
de GABA por ‘la'dopamina endogena CArbilla et al., 1981).

B Los resultados de las grafica 3, 4, 5 y 7 nos inuican que la
x‘;cllita:xorx de la liberacion de la dopamina en rata denervada fue
bloqueada por. la adiclén del antagonista. selectivo - de 1los
recéptores D1 SCH-23380 y el antageonista de los receptores D2
isul‘pirlde no tuvo ningun efeclo sobre la liberacidn de GABA. Lo
cual se puede explicar por la existencia y funcionalidad de los
r;cgptcres D1 'en la pars reticulata de rata denervada los cuales
al sen?r acLiVa‘dos por la dopamina enddgena facilitaron la
VVU peracibn'de GABA .y el bloqueo de aquellos por SCH-23380 produjo
una ihhiblciérf de esta., Se puede menciohar de paso que todo esto
nos indica.la’ausencia de receptores D2 modulando la liberacion de

CAEA.

En rebanadas de ratas normales y denervadas se estudié el
efecto de los receptores D2 sobre la liberacion de GABA, ya que se
sabe que se  localizan en- el soma y en las dendritas de las

neuronas dopaminérgicas y se les- asocia con el control en o}



disparok neuronal ~CAgnaJaniar; y Bunney. 19775 Y- que _.al ser
a:t.ivados podrlan inhibir la l.lberacién de" dopan\xna endbgena, la
cual modiflcarla de una manera analoga la .Uberacivbn de GABA. la
que. estavrlan medul ada por leos recepLores D1 ‘presgntes en las:
Lérmlnalés de la via estrlaté-nigl;ai. "Aq'u'!' radic; la, supuesté
explxcaclon del efecto de sulp.\rlde Cver graflca 5> -que 1m:rement6
la lsberacion de GABA en raLas normales. Lo cual se debe an que
bloqu°é los receptores Da . :onduclendo por t.ant.o a una mayor

llberacién de dopamlna y ésta a su vez produjo una esumu.\acxé de'

enera do una’ mayor =a.lida, de

:GABA.

,ms,sz:

se seﬁala en Ja paﬂ.e correspondiente de

dela gréflca 4 se puede mes?.rar 1a evidenLeA

conl.rarib".
caracterlstlca de }.a' droga SCH—23390 sobre " les
recechres Dl es decir aqui.se encontré’el- efecto inh’ibitorio de
la 'droga o bl oqueo de la acciédn de la dopaml na endbgena Cparte. A,

Para su corroboraci®n podemos mencionar - que SCH-2339‘01 no‘mcdi]‘.{cd‘

la liberacion de GABA, como se muestra en lc° resultado de “la

parte B de la grafica 4. Esto ecs pcslble s1- supcnemos que deblduaf
la eliminacidén de las dendritas dopamihérgicas . de la ‘—‘,‘p;ars' &
reticulata no hay liberacién de dopamina endégena y‘_p'c.ar Lg.nté no

se observa ningun efecte al afadir el antagonist

receptores D1 sobre la liberacién de GABA.

La anfetamina, que es una droga que mov“.i'za : dppariliné de

60




:oq—i;ﬁ_‘ari;mx.en:tost‘ inLrarcel ulares, produje un aumento en la
;l.\beraciyén de éAEA‘en rebanadas de SNR de ratas normales, efecto
qué “fue: bloqueado por la droga SCH-23300 (ver grafica B).' Para
v é){pj{icar dxé‘{;c éfectc ponsames que la dopamina movilizada estimuleé
recept.ores o r‘ac:litando la liberacion de GABA. Los resultados .de
ra mxsma grafica perc para ratas denervadas reruer-an al: hecho de
Ja modulacién de la' liberacion de  GABA por: la depamna. si se

tiene .en. cuenta que ' con: la elri"minacxollj; .de’":las -dendritas

dopaﬁi nérgicas del .sistema

El -mecam smo subyacente ,an
facilita Ja'1d beraci¢n : _.de.l'

esclarecer - aun cuando "ser de los

receptores Di aumen(.aﬁ la-activie adenilato ciclasa en la

sustancla nlgra Yy .la ror cién de AMP clclico ‘el .cual ss posible

que este: involucrado en 1 rosrnril'aclén«‘dé prot.etnas asociadas a

.las vesu:ulas ﬂnApLicas parUcular la sinapsina y la

proteina ‘IIl1, ssta fcsroruacion es qulzas la responsable de la
Jsberacién !‘a:.iln.ada C\Ja.laas e!. al‘ ., 1688,

Por o\.ro Jada alguno. sstudxos han enconlrado que la l!-dopa

que es un agen e an 1park nson.ano Tactlita la liberacién de GABA
enla ‘sustancsarnigra por acti_vm:xén de receptores D1 y estimula a
la "d;.:svc:,rrbomlas_a ‘del acido glutamico C(GAD) en los ganglios
basale; de los pacientes con . mal de Parkinson <(Lloyd 'y
Hormykiewiez, IQTS;V Weick, et al. .;’1990). lo cual sugiere que la
activacion de los receptores. [ esta involucrada en la sintesis de

GABA, afectando la sintesis de'la enzima limitante que es la GAD .



Queda esto’ por. ‘resolver, ya 'rmq’uje “no' esta claro el papel de los
receptores D1 en el- cont.'r,él-rtii.e 1”3"' slrﬁ.esls de GABA.

De ‘los récépLéf-,es' p‘a;g-a 1 'do‘;ﬁa',mina.’“ lqs" autorreceptores son

mas . sensibl es. a ,‘;os’,; agp stas qué ".los receptores posinaptices

C'Skirbol.l‘. 19?9>l.a eh:yibi V.l.yzacionv es un fenémeno que se
presenta por. e‘xp’,os]‘:‘s‘én “p:;j-olv;ongaaa‘del receptor al agonista (Goth,
1é84:f; en éI' ca".sq"g.:!ev};s ‘receptores dopaminérgicos D1 no se
pr_esyénto_est;:l"e’-ly'.loﬁe*n’o d’ll.llrante i1os 32 minutos de exposicion.

“La runcvion’aly.ld‘ad‘ de"lo:s ;'eceptores D1 en la sustancia nigra
rédica én que . 1a: act.lvac‘ién de estos conduce a una liberacién de
GABA en -la par§ ret..'icu;lata‘de la sustancia nigra. El sistema
aopam‘;érg;cq ni’g;oesgriatalk produce © ejerce control sobre el
syiSLe:ma GABAéFQi:o e;LfiaLcnigral a dos niveles que son el soma
donae—‘kla,rdo'paiﬁina activa a las neUronas GABAérgicas en el estriado
y el presinaptico donde estimula la liberacisn de GABA. Por otra
parte los recept,oi-es Di participan en la generacidén de conductas
B ééteréotipadas en las querestan involucradas deficlencias en el
rslysLema dopami nérgicos donde la coactivacién de los receptores
dopami nérgicos D1 y D2 provocan una respuesta potenciada evaluada
conductuyal mente conocida como conducta estereoti{pada que {ncluye
aéicalamlem.o. hiperactividad, conducta exploratoria, etc. Si se
admipistran solamente agonistas para receptores D2 la respuesta
ébéervada es‘de un incremento de la actividad motora pero no
presenta es&.ereotiplas, como  sucede con la administracion de
agonistas 'Dl. . @ora.bien si  se administran ambos agonistas se
producé un "p;Lro;a" "a’ﬁ_alé’g's; cdvyb."" el que se presenta con la

aplicaclén;de»ap'omor‘ffpa L Aun cuando se ha observado que la

admini'stracién» de atrgoni_fsrl.'a;‘jm;_":‘ genera un patrén parecido a la

e



estereotipia, este es fuerv.emen'.e potencxado sl se aplican también

agonistas D1. Los antagonlstas de los recept.ores Dl como el

SrH-23390 aumentan la acuvldad 'neurcnas dopamnergicas

CMereu, et. al., 1985), La sxplica:ién se é-porqut? el SCH-23390

bloquea los receptores Dl terminales GABAérgicas

disminuyende con esto ia llberacién’ ABA lo que equivaldria a

un aumento de la actxvxdad de 1as neuronas "dopaminérgicas. Aunque

se sabe que la apormcrfina inhﬁb ct.sv.\dad de las ' neuronas

GABASrgicas de la pars re!.lcula!.a ,denervada con G- hsdrox.ldopamsnar

CWelck y Walters, 1987). Lo anteri_or*lo*podemos resumir diciendo
que los receptores Di mimeuzaﬁ "1"3" accion: de ‘la ‘apomorfina, - pero

no los receptores D2 o con oLras palabras la apomorﬁn e acLiva'

preferencialmente los receptores D1, generando un aument.o de “lal

liberacién de GABA. Este uliimc efecto se produce ‘come; resul_Lado

de la accion de los agonistas de los re’cept.or
tiene con los receptores D2

La accién de la dopamina a los .

anteriormente implica un doble ccnt.rnl e

accion . de la ddpamna en el eeriad

nigral, por 1lo. que lo‘;‘. recepLores D
importantes (Roberston y Poberst.on. iQLEl7)‘V. ., -

Segun les resuliades de esLe Lrabajo ‘e probable que- en oLro>
sistemas similares ‘a lo° que se encuenl.ran en la pars reticulata

Cde origen estriatal. ccmc el nucleo entopeduncular) los recephores

D1 controlen: 1a lxberachﬂm de GABA ejerclendo un’ segundo control

anal ego al que se. encuenlra en 1 VsusLanc.la nigra.'




CONCLUST ONES. ) ’ . el

1.- La liberacion de GABA en la pars reLicu.\aLa de la’ sustanc_\a‘ X

nigra estid modulada de una manera direct.a por os receptores Dl

presentes en las terminales GABAérgicas.

2. Modulaci¢n indirecta de la Mbérac@-a : GAB

autorreceptores D2 gque regulan la’1ib r

dendritas de las neuronas dopamin‘erglc'as‘

3. La dopamina enddgena liberada de las dendrﬂ.as ‘o capaz de
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