
\-:1 ::> 
¿'; ~ .... / 

UNIVERSIDAD NACIONAL AU'fONOMA DE MEXICO 

•'.; 

FACUL TAO DE CIENCIAS 

Modulación de la Liberación de GABA por 

Dopamina Endógena en la Pars Reticulata de la 
Sustancia Nigra de la Rata 

T E s I s 
QUE PARA OBTENER EL TITUW DE 

B o L o G o 
p R E s E N T A 

AGUSTI INEZ 
lr'~l" C1:N L.~ u ... 

MEXICO, D. F. FALLA LE CRiGEH 
1991 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE: 

Pg. 

RESUMEN ••••••••••.••.•..•••••.••••••.•.•••.•••••.•.••••••••••. 

INTRODUCCION ..••...•.•...•..•.••..••••••••••••••••• '.......... 2 

l. RECEPTORES PRESINAPTICOS .•..•...••••••• :· •••••••.• ' ••••• • :: 2 

1 . 1 Aspee los general es ................. , . , . . . . 2 
1.2 J)efinici6n ......................••••.•• ;.~. 3-· 
1. 3 Localización .......................•..• · ........... , 5· 
1. 4 Funci 6n ............•......•.....•.•.••.•.•. ; •. _; ,'. , 5. 

2. RECEPTORES OOPAMINERGI COS .. , •..•...•••..•••.•••••••••• ~ • 6 

2.1 Propiedades bioquim1cas ............••. ,............. 6'.; 
2. 2 Propiedades f armacolOgicas ............ , .•.••.•• -•. ·_:•_• --" 
2. 3 Agonistas ~electivos de receptores 01 .. , ••.....•• • -:.-, 7--
2. 4 Antagonista selectivo de receptores 01 .......• , ..•• , 7 
2.5 Agonistas selectivos de receptores 02 .............. : 8 
2.6 Antagonistas selectivos de receptores 02 ..•.•...••.. B 
2.7 Agonistas y antagonistas no selectivos .............• 8 
2. 8 Flsiologia de los receptores dopaminérgicos .....•..• - Q 

'.3. SISTEMAS DOPAMINERGICOS ...............•..•.....••.••..•• 12 

4. SUSTANCIA NIGRA .........................•....•.•••••.••• 14 

4.1 Anatonúa de la sustancia nigra ...................... 14-
4.2 Cilologia de la sustancia nigra ...............•..... 14 
4.3 Relaciones de la sustancia nigra ..............••...• 15 

4.3.1) Fibras aferentes de la sustancia nJgra ...•••• 16 
4.3.2) Fibras eferentes de la sustancia nJgra ....•.. 17 

5. LIBERACION DENDRITICA DE DOPAMINA EN LA SN ....•.•••••.•• 19 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. • . • . . . . . . . . . . . . . . • . • . • • • . . • • • . • • • • • 21 

HI POTESIS DF. TRABAJO ................. , • . . . . . . . • . . • • • • • . . • . . . . • 2'.3 

OBJ E:TI VOS DE LA TES! S. . . • • . . . . • • . . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • • 24 

MATERIAL ..............•.•.•...•.•••..••••••..•••..•• , •.•••••.• 25 

a) Animal experimental ...•......•••••.••.•.••••.•..••.....• 25 
b) Sol uc 1 ones ........ , .... , • • . . • . • • • . . . . . • • • . • . • • . • . . • • • . . . 25 
e) Drogas ......•.•.......•..••..••....••••...••..••••....•. G7 
d) Di sposi t.i vo exper 1 mental ...•.•.. , . • • • • • . • . . . • • . • • . . • . • . . 28 



HETOOOS ....................................................... 31 

1. Lesión de la v1a dopaminérgica nigro-est.riat.al en SN ..•. 31 
2. Evaluación de la lesi6n ............•.•........ , ........ , S2 
3. Disecci6n de la pars reticulala de la SN .........•...... 33 
4. ProcedimJ.ent.o experimental ..•........ , •••.....•••.•....• 33 
5. Análisis de resultados .. , .•.•...•• , •.•......•...•.• ,., .. 35 
6. A."lAlisis est.adl~lico ........•...•......•.•.. , ..•.....•.• 36 

RESVL!ADOS ................••.....•.•••••..••••••••.•••••.•.••. 37 

1. LiberaciOn de GABA radiact..ivo inducida por alto 
pot.asio en \.a pars ret.iculata de sust.ancia nigra de 
ratas normales y de ratas denervadas ......... , ......•.•. 37 

2. Efecto de la dopam.1na exOgena sobre la liberación de 
GASA inducida por alto pot.asio en la pars ret.iculala 
de ralas normales y denervadas ................ , ......... 3Q 

3. Efect.o de los antagonist.as de receptores 
doparninér91cos D1 sobre la liberación de GASA 
inducida por polaslo en ralas normales y denervadas ..... 41 

4. Efecto de los antagonistas de receptores 
dopam1nérgicos D2 sobre la liberación de GABA 
inducida por potasio de pars reliculala deo ralas 
normales y denervadas ...........................•....... 44 

6. Liberación basal de GASA radiactivo en pars 
ret.iculala de ratas normales y denervadas ............... 44 

6. Efect.o de la dopamlna exógena sobre la liberación 
basal d& GABA en la pars reliculala de ralas normales 
y ralas denervadas.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40 

7. Efecto de la a.nfelam.tna sobre la liberación de GASA 
radiactivo de rebanadas de pars reliculala de 
suslancia nigra de ratas normales y de ratas 
denervadas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • • . . . . SO 

DISCUSION •.•••••••..••.••••••••...•••.••••...•.••••••••••••••• 51 

l. Justificación de la preparación ......................... 51 
2. Liberación basal vs liberación inducida por alt.o 

potasio ........................................•.••.•... 50 
3. Dopamina end6gena vs dopamina ex6gena .....•........••... 58 

CONCLUSI ONE..S. • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . . • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 13¿ 

BIBLI OGRAFI A. . . • . . • • . • . . . • • • • . • • . . • . . . . . . . . . • • • • . • • • . • . . . . . • • . 135 



RESUMEN. 

Se estudiaron los efectos de agonistas ·Y .anlagoni~t.as 

dopam.1nérg1cos sobre la liberación de GABA indúcida P?Z:. K~: C15ml-O 

y el erecto de la dopam!na endógena (moviliz.3.da por la 

anfet.am.1 na) sobre la 11beraci6n basal o espontÁnea·. :·de.~::GA.BÁ ·.en la 

pars ret.iculala de la sustancia nigra de ralas nOr1na.18'~~ y·d~ rat.as 

lesionadas unilateralmente de la via dopamin~rgica·n1gro-eslriatal 

con 6-hidroxidopamina. La doparnina (lµMJ no afectó la liberación 

en pars ret.iculala de ratas normales y en ralas denervadas 

facilit.6 la liberación en un 75Y. aproximadamente. Incremento no 

modificado por la presencia del antagonista de los receptores re 

sulpiride. efecto revertido t.olalmenle por SCH-23390 ant.agonlsla 

selectivo de los receptores 01. SCH-23390 inhibió un 50~ la 

liberación en pars reliculala de ralas normales y de ratas 

denervadas no la efecló. Sulpiride facilitó la liberación un 

51"' aprox.imadamenle en pars ret1culata de rat.as normales y en 

ratas denervadas no tuvo ningún efecto. La dopa mi na ( 100 µM) 

incrementó en forma moderada la liberación espontánea o basal GABA 

en ratas normales y en ralas denervadas provocó una l1berac1ón 

esponlAnea de un 40"'· efecto revertido totalmente por SCH-23390 . 

La liberación espontanea fue fac1lit.ada un 30% por la anfetamina 

en ratas normales. efe-::to que fu~ revertido p':'r la pre~cnc1a de 

SCH-23390. y en ratas denervadas no causó efecto alguno. Los 

resultados sugieren que la liberac!On de GABA de las terminales 

GABAérgicas es modulada por la dopam1na endógena a través de los 

receptores pres1nAplicos 01 presentes en la pars reliculala de la 

sustancia nigra de la rala. 



INTRODUCCION. 

,·' ·,, 

El- Presente trabajo representa una aprox.imación· ~1 .,e:s.t'~~i6 de 

un LJ.~ de receptor presináplico doparninérgico J.n~1Úcr.ad6<en _el 

papel de la dopamina liberada de las dendritas de l~:s neuronas de 

Ja sustancia nigra de la rala. Es por est.o que -~n_f:~~ ~-:-~~p{~:~l::~a~ 
el problema que pretendemos resol ver 

necesarios sobre receptores y organ1::ació!"I anatomo-funcfonal .de la 

sustancia nigra. 

1. RECEPTORES PRES! NAPTICOS: 

1.1 ASPECTOS GENERALES. En el sistema nervioso hay dos mecanismos 

mediante los cuales las neuronas comunican. Uno es de 

naturaleza qu!mica y el otro es de naturaleza eléctrica, siendo el 

primero el m:ts común para la fisioJogla neuronal COlloson, 

1983). La comunicación de naturaleza quirnica se dA por medio de 

sustancJas conocJdas como neurotransmisores, los cuales se unen a 

receptores Cson complejos protelnlcos) situados en la membrana de 

la neurona bl aneo. El resul lado de es la un! On puede ser una 

excitación o bien una 1nhib1cJ.6n de la aclivJ.dad neuronal. Los 

receptores se localizan en toda la celuJa neuronal Csoma, 

dendritas y en las terminales axónlcas) CSta.rke-, 1981), y seo 

pueden clasirtcar en dos grandes grupos. El primero Jo forman los 

ret:&pt..ores somato-dendr1licos que se localizan en el soma y en las 

dendritas, y al ser activados, mod1r1can Ja sinlesJ.s de proLelflJ.!; 

y/o la generación de potenciales de acción CStark:e, 1981). El 

seQUndo grupo lo integran los receptores presinAptJcos que 



localizan en las t.erminales axOnicas y cuando son .activados, 

pueden modular la liberación: del· 'neurot.rasmi.sor· Y/_C?J .su·. sfnt.es1·s 

CStarke, 1981). 

La cant.idad de neurot.ransmisor liberado puede·.· ser ,modulada 

por depolarizacion local de las t.erminales nervi,Osas .. CKals· y 

Milide, 1969) asi como et.ros factores que 1nfluyen sobre el 

potencial de membrana de est.as terminales tales como: hormonas, 

nucleotidos de adenosina, anestésicos, et.e. COl.t.oson, 1984; St.arke 

1981). 

En su origen el concepto de modulación de la liberación y 

sintesis de neurotransmisores mediado por receptores presinApt.icos 

(que ha recibido amplia atención desde la década de los setent.as) 

CSt.arke, 1981), surge como una hipótesis para explicar resultados 

f'armacológicos obtenidos del sist.em;,. nervioso perif'ér!co 

CChesselel, 1904) y el primer candidato para det.erminar el ef'ect.o 

de modulación f'ué el neurot.rasm1sor noradrenal!na. As!, la 

noradrenalina reduce su propia liberación al activar receptores 

noradrenérgicos sobre terminales nerviosas noradrenérgicas 

CLanger, 1981; St.arke, 1977; Weslfall, 1977), 

l. 2 DEFI NI CI ON. Al t.ipo de receptores modulados por el 

neurotrasmisor liberado por la propia neurona se les ha denominado 

•aut.orreceptores presi nApti cos11 . El lérmi no aut.orreceptor indica 

que el receptor es sensible al neurot.rasmisor liberado por la 

propia neurona y el término presinápt.!co nos seNala que Jos 

recept.ores se localizan en las t.erminales nervios.as de l"' misma 

neurona. La liberación de un neurotrasm1sor puede ser modulada por 

ot.ros neurotrasmisores que acllvan receptores presinápt.icos, a los 

cuales se les llama 11 helerorreceplores11 (fig. 1). La activación da 

3 



autorreceptores het ero rrece p tor es 

Figura 1. Representación esquemática de los dos tipos de 
receptores pres1napticos (autorreceptorez y helerorreceplores) 
presentes en las ternúnales nerviosas del s1tema nervioso central. 



aut.orrecepLores conduce a una 1nhíbic16n_ dE-·- ·1~ lit:er:a:c_~6n del 

propio neurot..ransm1 sor neuronal;por' ·-~~ra;': par Le los 
':--· "~:,,:~ ~·, _.:, 'º .- - . 

het.erorrecept..ores pueden aument..ar. o ·i-~h~"'~~~~\·,,:~a·. ··l~~k?:~raí::'ión deL 
;~-,. -

neurot..ransm!sor CLanger. 1991: St.arke, -1981). ~-,'}..·: :f':,:. ~~~~'. . 
1. 3 LOCALI ZACI ON. Mostrar la· 1 oc~l ~ii~C{~~ ··}:~~~:; ·'.:',·r.e~~plO~_es 

''. :··(_·. ".',.':-- -;: : ,· .. --
di !'1 ci l , ya que en t.ej idos con redes ;,eurona(8s --~~ "ci_~be C?bservar, 

que las drogas modifiquen la liberaci6n . :de:-. las: t.erminales 

nerviosas eliminando la inleracc16n con recept.ores 

soma-dendr1Licos. as! mismo se debe evitar que las drogas usadas 

act.i ven 1 nt.erneuronas que hacen cont.act..o con los axones 

t.erm1nales. Mediant..e algunas t.écnlcas de estudio ha podido 

proporcionar evidencias direct.as de la exist.encia de receptores 

presinapt.icos y su amplia dist.ribucion en el sist.ema nervioso, 

como en los experimentos de liberación de neurot.ransmisor 

radiactivo que incluyen un mecan1smo de inact.ivaci6n para células 

vecinas: experiment.os con sinapt.osomas: experimentos con neuronas 

en cultivo; experiment.os con radioligandos de enlace especifico. 

et.e. CSt.arke, 1991). 

1.4 FUNCIOH. Los receptores presinapt.icos sirven al menos a t.res 

prop6sit.os fisiológicos: 

a) Modulación de la actividad en la lerminal axónica por la 

acción de agentes t.ransport.ados por _el- t.or.renle ·sangllineoo 

pero originados en una parle remola dei~ sit10-_,_"d_e--~Cci6n. 

b) Modulación por sustancias secretadas por c&l ul as vecinas, 

en particular por neuronas vecinas. 
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e) Modulación por el mismo Lransnú.sor u ot.ros agentes 

presentes en la sinápsis. sobre la l!beracion del 

transmisor <St..ark:e. 1981). 

2. RECEPTORES DOPAMINERGICOS. 

Act..ualmenle es muy aceptada la hipótesis de qoe hay solo dos 

cat.egorlas de recept.ores dopanunl!-rgicos, como los describ1eron 

Kebabian y Calne. en 1979. Se hallan presentes en el sistema 

nervioso central y en ciertos tejidos end6crinos. Estos dos lipes 

de receptores dopam.inérgicos, se les denomina: re-ceplor 01 y 

receptor r:e CKebabian y Calne, 1979), los cuales se caract~rizan 

por ·sus propiedades bioquimicas y farmacológicas e-speclficas 

CSloor- y Kebabian, 1984), 

e.1 PROPIEDADES BIOQUIMICAS. El concepto de dos cat.egorias o 

(!pos de recep\.ores dopam.inérgicos surge de invest..igaclones 

bioqu1micas que mostraron la habilidad de la dopatn.ina para 

eslimular la actividad de la adenilato ciclasa en tejidos 

ne-rv1osos CBro'fw'fn y Makman, 1972.; Kebabian y Gro-enga.rd, 1971: 

Kebabian al al., 1972). Ahora se sabe que la activacion del 

receptor 01 es el que estimula a la adenilat.o ciclasa y el 

receptor re .inhi~ la estimulac1on de esta enzima o inhibe el 

rnetabol i smo de Fosfoi nos1 t.ósidos (Kebabian y Cal ne. 1979). Sajo 

este modé-lu b.ioql!ir.ucu del receptor dopa.m.iné-rgico, much0o;; 

a9orüst.as y antagon1st..as doparn!nérgicos despliegan los efe-et.os 

apropiados (Clemenl-Corrni.er et al., 1974; lversen. 1975). 

z.e PRO?IEDADES FARMACOL.OGICAS. La aceptación general de la 

exJ.slencia de dos 1..1pos de receptores dopaminérgicos radica 

también la disponibilidad de Agonist.as y antagonistas 

B 



select.ivos con alt.a .afinidad. capaces de discriminar ent.re- est.as 

dos c~t.egoria!:! de :recE-pt.ores.' Los compuest.os que se mencionan mAs 

adelánt.e se JeS .ha 11.am.t.t.do compuestos de la "primera generación" 

Cv9r-· r-éiov. sl:~cr.::: .. y Kebabian. 1984). ya que son com¡:-ue!;t.c~ con 

relat.iva 'selectividad, 'pero suf'ic1ent.e para mostrar la &x.1st.encia 

de los doS receptores doparninérgicos. Es posible que en rut.uras 

inves~igaciones se usen compuestos Cagonist.as y antagonistas) 

altaniente··select.ivos y con gran arinidad, los cuales pueden ser 

út.J les- ·como .3;gent.es terapeut.1 cos en enfermedades en las que hay 

alleraCióri·, de los sist.ema~ dopaminérgicos. Por ejemplo en 

pacienles del mal de Parkinson se presenta una degeneración de v1a 

nigroeSliat.al dopaminérgica acompaf"iada de una alterac16n i:n el 

cont.e~:f,do=-de·_dopanuna en el neostriado y cierta patologla de la 

pars c0;_mpa7.t..a de la sustancia nlgr-a CHornykiewic:z. 1988; Zigmond. 

et. al. , :1990) 

2. 3 ºAGONISTAS .SELECTIVOS DE RECEPTORES D1. AeLual menLe el 

agonista más select.ivo es la droga SKF 38393, que m1met.i2a la 

habilidad de la dopamina par-a est.imular a la enzima adenilalo 

c!clasa CSetler,el al., 197.Bt Watling y Dow11ng. 1981). La droga 

dih!drox.i nomif"ensina es otro agonista selectivo Di. Est.e 

compuesto estimula la adenilat.o c1clasa CPoal et. al .• 1978) y 

causa vasoc:Ulatación de los vasos sanguineos: en perro CKohli y 

Golrtberg, 1980). El enAnliomero activo de dihJdroxJ nom.if'ens1na es 

el enantiómero-S. 

2. 4 ANTAGONISTA SELECTIVO DE RECEPTORES D1. El antagonista 

select1vo de receptores Di. SCH 23390 es un anAlogo estructural 

del SKF 38?93 Ciorio el al, 19830 Hyt.tel, 1983; Kelly y Nahorsky, 

1987). 
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2. 5 AC--0!-IIsrAS SELECTIVOS DE RECEPTORES .re. En ·1os ,pasad'os \o ai'los 

se ha mostrado que varias familias quimlcas ást.imulan.::-!"."~~Pt.?'res 

re. Las familias formadas por los 

feneli 1 ami nas, RU-24926 y RU-24213. los · ~us·~'iluYint.~·s ··~i-N· 

5-di hidroXl -2-arn.1 not.etral i nas N0-434 y ~0-43?, :,::y .: .. :Y-·i'-· i~~,g~Í\. na 
~· ··~"-~'' ,:;:~- <~· 

pare! al LY-141865 que esll mulan los receplores}'~.:{'-y\g~n,o },;J:.;s 
receptores 01 <Euvrard el al., 1980; Horn et. á~-~ •.. -.~~~~:~{'/ _-:,;:~'.·;,. 

2. 6 AllTAGONI srAS SELECTIVOS DE RECEPTORES re. . e;,,~ x~~l~~~~~~~la~ . 

domperidone, C-)-Sulpir1de y 

r ec.,plor re y no bloquean al 

.. ·,'":·.5 .:::· - _ .. -
receptor 01 CGre .... e· et. ·al'.:~ 1982; 

Compt.on y Johnson, 1989; Kelly y Nahorsky, 1987). 

2. 7 AGONISTAS Y ANTAGONISTAS NO SELECTIVOS. Existen aún- en uso 

clinico y de invest.igac16n, drogas que no tienen acción selectiva 

sobre un tipo de recepLor; la dopam.ina misma es un agonist.a de 

ambos receptores, desconociéndose aún las condiciones en las que 

activarla a un tipo especifico de receptor. La apomorfina derivado 

de la morfina es un agonista de ambos receptores que m.imeti2a la 

acción de la dopamina, sin embargo parece ser mas afln de los 

receptores D-2. El haloper1dol potente antipsicolico prototipo de 

las bulirofenonas es un antagonista de la dopamina y la 

apomorfina, sin aparenLe mayor af1n1dad por un l1po de receptor. 

En una calegoria especial puede situar a la anfetamina 

estimulante pslcomot.or y fármaco facilitador de monoam1nas en las 

terminales pres1nápt1cas, y sus derivados ya que no son drogas que 

activen dlreclamenle a receptores dopaminérgicos, pero prvoquen la 

movilizac1on de dopa.nuna de los comparlimenlos intraneuronales al 

medio ext.racelular· y est.a es la que activa los receptores. 
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2.0 FISIOLOGIA DE LOS RECEPTORES DCPAHINERGICOS. Huchos esfuerzos 

se han encam1 nado a dilucidar y deter rni nar el papel funcional de 

los receptores dopaminérgicos Dl y De. Est.udios iniciales con 

agoni slas y ant.agoni slas dopami nérg1cos relati vamenle selectivos 

para el receptor D2 sugieren que muchos de los efectos 

neuroflsiológicos y conductuales son producto de la eslimulación 

de receptores dopaminérgicos del tipo 02 <Seeman. 19800 Creese et 

al.'• 1983); en los sitios donde se localizan parecen inhibir la 

liberación de neurotransmisores por un lado y por ot.ro estimulan 

la acti~id_ad de neuronas no dopamin~rgicas. No se conoce bien el 

papel -funcional de los receptores D1 en la mediación o modulación 

de cualquiera de estos efectos. 

Los receptores Dl en la glándula paraliroidea de bov1no 

regular_l_.la lasa de liberación de la hormona parat.iroidea. que al 

ser eslimulados por dopam1na. causan un aumento en la act.ividad de 

la _adenilato ciclasa, incremento en la producción del AMP ciclico 

asi como la aclivaciOn de una prot.elna kinasa dependient.e del AMP 

clclico CBrown el al., 1977~ Allie el al., 1980~ Blum el al., 

1900). 

Los receptores dopaminéorgicos y en particular el receplor 01 

se ha encontrado en la ret.ina de varias especies de mam.lferos 

CBro'WTl y H.akman, 1977; Schorderet. y Hcdermed, 1978¡ Bodis-Wollner. 

1990). La dopamina se encuentra también en rel.tna de teleósteos 

CBrown el al., 1977) y el receptor D1 despliega sus propiedades 

caracterist.icas de acuerdo al modelo bioqu1mico de aclivación y 

respuesta r1siolOg1ca CKebabian et al., 1986). 

Poco se sabe acerca de los receptores Dl en el sist.ema 

nervioso de los mamiferos; tanto anatómica como bioquimicament.e se 
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ha asoc1 ado a los receplores 01 con una f'osfoprot..e1 na C DARPP-32:> 

que pos1blemenle se encuentra pr.esenle. en células que poseen 

receptores D1 y no asociada directamente, 'a "eslos CWalaas y 

Greengard. 1984: Ouimet.. et al .• 1984; Hemmings ):'· Greeengard. 

1984). Se ha sugerido que la fosforilaci6~ de OARPP-32 conduce a 

una respuesta t'is1ol6gica indirecta al regt'.ilar:.,' .::·'_el estado 

fosforilado de et.ros sustratos de proleinas· neuronale·s CNe.st..l~r y 

C--reengard, 1984). 

Se sabe que los receptores 02 se encuen~ran '. . .;~-:-·1a--·g1Andula 

p1t.u1 t..aria tanto en mamotropos como en melanolropoS CStoff y 

Kebabian, 1984): en mamotropos los agonistas selectivos D2 inhiben 

la formación de AMP clcl1co y la liberación de prolactina CBach et 

al., 1980). Los agonistas ce bloquean este efecto de los agonistas 

dop.aminérgicos. En melanotropos del lóbulo intermedio, los 

agonistas De inhiben la formación de AMP clclico y la liberacion 

hormonal (Cote et al .• 19830 Munemura et al .• 1980). 

De estudios in vilro se conoce que la liberación de dopamina 

puede ser inhibida por agonista~ 02 y por la misma dopamlna CStoof 

el al. ,1980~ Starke et al., 1983; Y.ama! el al., 1981). 

La dopamina es un neurotrasm1sor presenle en el neoeslriado. 

La dopamina liberada de las terminales nerviosas de las neuronas 

dopaminérgicas de la vla nigroe:::;trialal, puede ser modulada por 

muchas sustancias qulmicas incluyP-ndo a la dor~~1na mism~ y drog~~ 

dopam1nérgica~ CSlarke, 1990~ Langer, 1981) 

LY 141885 inhibe la liberación de la dopanuna provocada 

electr1camente o por alto polas10, en tanto que el Sl<F '38393 no 

tiene efecto alguno sobre esta provocac10n. El efecto de LY 141865 

es antagoniZ•do por (-)-Sulpiride y otra~ benzam1das CSlarko et 
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al .• 1993; Stoof et al .• 1982). Sugiriendo la presencia de 

autorreceplores 02 en las terminales dopaminérgicas y corroborada 

poster1omenle por estudios de union de ligandos radiactivos 

CMorellt, el al., 1988). 

E:-dslen evtdencías de que aulorreceplores dopaminérgicos 

1ocal1 za dos en 1 as lermi nal es y en el soma de las neuronas 

dopanunergicas de la vla nigroeslriat.al, modulan la cantidad de 

dopam1na presente en el medio ext..racelular CGoldsl.ein et al., 

1973; !versen el al., 1976; Weslfall el al. , 1978). 

Cuando se estimulan los aulorrecept.ores se deprime la 

actividad eléctrica de las neuronas doparnln&rgicas 

n1groeslrlatales, este efecto es bloqueado por neurolépticos 

<antagonist.as dopaminérgicos )(Bunney el al .• 1973; Guyennet el 

al., 1978). 

Existe regulación dopaminérgica en la liberación de péptidos 

como la (3- endorfina en el cerebro (Vermes el al.. 1985). Y en el 

cuerpo carotideo de conejo se hallan presentes receptore-s 02 CMir 

el al . , 1 984). 

En el neoeslriado eXl!>len ambos receptores dopam.lni&rglcos D1 

y D2. <Lehm.an y Langer, 1993). Y su eslimulacion genera una 

conducta estereotipada y el estudio de esta conducta puede ser 

facil1t.ado con el desarrollo de agon1slas y ant..agonist.as 

dopaminérgicos selectivos CRosengart..en et.. al. ,1983; Molloy y 

Waddington, 1984 ) y la estimulación de receptores D1 induce 

conduela de giro ratas con les!On unilateral en al via 

n1groest.r1alal con 6-0H-Dopanuna CArnl y Hyt.lel, 1984; Go""'8r y 

Marriot. 1982; Gershanick et al., 1993). 
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3. SISTEMAS DOPAMINERGICOS. 

1-os sistemas neuronales que contienen dopamina son muy 

complejos en su anatorr..!.a. en su locali:zaci6n y en su aparente 

función. con respecto a et.ros sistemas cat.ecolaminérgicos. La 

variación anatómica de los sistemas doPandnergiCoS comprende desde 

sistemas de neuronas sin axones y con p.royecciones muy 

restringidas Cretina. bulbo olfalorio) hasta- sist.emas neuronales 

con arborizaciones extensivas Cnigro est.rlat.al). La ,principal 

diferencia morfol6gica entre el sistema noraepinefrinico: y el 

sitema dopaminérgico es que los s1stemas dopa~nérgicos parecen 

ser sistemas "locales• con alta especificidad, y proyecciones 

organizadas topogr~ficamente CMoore y Bloom, 1978). 

El conocimiento de la analom.la, bioqulmica y !'unciones de los 

sist.emas dopaminérgicos: sist.ema. nigroest.riat.al. el slslema 

mesol 1mb1co y el sjstema vent.ral t.egmental-núcleo accumbens ha 

aument.ado consideralmente en los anos reci ent.es. Est.as 

investigaciones se han llevado a cabo, por impulso que se ha dado 

durante :nAs de dos décadas. Al observarse que existe un déficit. de 

dopamina, en pacient.es con el mal de ParY.inson y mas recientemente 

con el hal 1 a:::go de que las drogas anl1 esqui :!ofré'ni cas (drogas 

neurol é'pt.i cas) son antagonistas dopam1 nérgi cos C Hcrnyk i ewi cz, 

1978; Randrup, 1980), han contribuldo a estas investigacjones. La 

dopamina juega un papel 1 mpor tante en la e-squ! :;:of'reni a, ya que 

alt.as dosis de estimulantes dopaminérgicos tales como la 

anfetamina pueden inducir psicosis en sujetos normales semejanle a 

la paranoia esquizofrén1ca, y a dosis bajas puede exacerbar 

psicosis en pacient.es que sufren de esquizofrenia CHornykiewic:z, 

1Q78). 

12 



El sistema dopaminérgico nigro-estrialal tiene un papel 

crltico en Ja integración sensormolora como se ha hecho evidente 

por numerosos estudios en animales, por ejemplo, la depletación 

del sistema dopami nérgi co eslri atal induce en .ani m.al es 

hipoc:inesia, disfunc!ón en la regulación postura!, inatención a 

esl1 mulos sensor 1 al es y déf i ci l en 1 as conduct.as de- 1 a 

alimentacion y de la loma de llquidos CCools y van Rossum, 1980; 

Ounnet. y I versen, 1981; Ko2l owsky y Marshall, 1980). También 

sistemas doparninérgicos est.An involucrados en cambios en la 

actl vi dad motora y en 1 a conducta emocional CScheel -Kruger, 1986; 

Sal omone. 1991). 

Las anfetaminas inducen en animales una _conducta anormal y 

estreolipada caraclerist.ica, la cual se relaciona con los efectos 

sobre los re-ceptores dopaminérgicos en el estriado y en el nOcleo 

accumbens CScheel-Kruger 1972; Scheel-Kruger et. al., 1977b). 
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4 SUSTANCIA llIGRA. 

4.1 ANATOHIA. La sustancia nigra es el núcleo mesencefálico más 

grande. se localiza dorsalmery;t.e :a ,la ,cruz ce~ebri. y se exliende a 

lo largo del mesencéfalo. La suslanci'a nigr:á.".cSN) se. est.udia junt.o 

con los ganglios basales y el noC1e.o- Súbt.aiamico ·debido_ a qu'e hay 

una relación funcional y sinApt..ica import.anle ent.re eslas 

est.ruct.uras. Los ganglios basales son grandes _masas de sust.ancia 

gris • derivados t.elencefAlicos y relacionados c'ón -.~a '_runci6n 

somat.o-mot.ora. En el caso de los rnarn1feros se encuent.ran formados 

por el cuerpo est.riado. que consist.e de put.amen, núcleo caudado y 

el globo pAlido CCarpent..er, 1994). 

La sust.anc1a nigra CSN) se divide en t.res Par~es; -,.--.-

!)La pars compacta o sust.ancia nigra ~o;np~~\..+;i CSNO~f.- r~i"6~- -

rica en células que contiene melanina. 

ii) L.a pars reticulat.a o sustancia nigra ret.iculat:a ;-~~sri-·~- .'·r;g·i6n_ 

pobre en células y sin melanina. 

iii) La pars lat.eralis es una mezcla de' ambas r&Qiones en su 

porción anterior. 

4.2 CITOLOGIA.Las células de la sustancia nigra son t.rianguláres o 

fusiformes y miden de 16 a 50 µm CRinvik y Gr-ofova. 1970) en el 

gat.o y de 15 a 00 µm en el mono CSchwyn y Fox. 1974). Se han 

descrl.to t.res tipos de células en la SN en la rata: 1) neuronas 

grand&S distribuidas en la sustancia nigra reticulat.a. 2) neuronas 

medianas en la sust.ancia nigra compacta. y 3) neuronas pequef'\as, 

con ax6n corlo que se encuent.ran en ambas regiones. Las neuronas 

grandes que se localizan en la SNR. especialmente se agrupan en 
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las regiones rost.rolat.erales y están embebidas en neuropilas de 

fibras no mielínizadas. L.as neuronas de lama~o medio se encuentran 

3grupadas muy estrechamente en la SNC, aunque separada por finas 

envolt.ura~ de ast.roeit.os. Pequettas neuronas de 10 a 15 µm 

consideradas como inlerneuronas, integran un lOY. de la SNC Y un 

40X de la.. SNR. 

Se ha demostrado que las neuronas de- la ,suslancla-:ni9ra 

vist.as en preparaciones con la t.é-cnica de Golgi, dan 01-igen a 

dendrit.as de gran radiacion, lisas y ·con pocas ramas CRinvik y 

Grofova. 1Q70). Las dendrit.as de las células de la SNC tienen una 

or1entac10n dorsovenlral principalmente; las dendrit.as de las 

cé1ulas de la SNR \..ienen una orient.aciOn rostroc:audal y 

sobrelapan con las dendrit.as de la SNC. Aunque los axones de 

neuronas nigrales son diflcile-s de impre-gnar por medio de la 

Lécnica de Golgi. estructuras se-mejantes se han observado que 

originan finas colaterales en Angulo recto al axón prlnclpal. 

4. 3 RELACIONES DE LA SUSTAflC!A NIGRA, 

4.3.1 FIBRAS AFERENTES DE LA SUSTANCIA NIGRA. La sustancia nigra 

recibe fibras afer&n~es del estriado, del globo pálido, del núcleo 

subt.al Ami co, d .. 1 núcleo dorsal del rar& y del núcleo 

pedOnculopontino. Ademá.s, el núcleo accumbens proyecta 

topogrAficarnenles sobre ambas divisiones de la sustancia nlgra 

CS.....anson y CO\Jan. 1975: Nauta et al. , 1970). L.as proyeec.i ones 

aferentes mas 1 mpor lant.es de la SN y más abundantes son las que 

proyee\.a el núcleo caudado y el putame-n CVoneida, 1960; Szabo, 

1970). Casi todas estas f Jbras estrladon1grales term1nan y hacen 
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. . 
sinaps1s eñ la SNR CCTofo.;3. y Ri·nvik. 197.o:· Kemp. 10'?0; ·s'ch.,.iyn y 

Fox. ,1974; Hat..t.or1 et. al., 1975). -La próyecciory o via. 

es.l.riadonigra.l, se origina de neuronas est..r.ialal_es espinosas de 

t..3.maffo med_io JGrofova,1975) que tienen como sus neurotransmisores 

al GABA. 1a· enceraliná. CD!f'iglia et. al.. 1982) y la sustancia P 

CGroves, H~83), La PJ'.'Oye<:ción del globo pálido a la susl.anc1a 

nigr3 es relat.i vamente menor comparado con la pr_oyec,~1.ór\ · 

eslriadonigral y se consideran como sus neurotransmiS(?reS::_at:J3iASA 

y la sustancia P CHatt.ori el al., 1973; Fonnum et. al. ,-:_1074, 1_978; 

DiFi.gl1a et al., 1981). Se nan mostrado evidencias de que ra via 

palidonigral terminan pr1ncipalmente en la SNC y con gran 

dist.ribución sobre neuronas dopaminerglcas CHalt.ori et. al .• 1975; 

Bunney y Aghajanian. 1975). 

Las f"1bras que recibe la suslanc1a n1gra del núclec-

subt.alam.ico • lermlnan principalmente en la SNR CKannazawa et al., 

1976; Carpent.er et al .• 1981él). El neurot.ransmisor de las fibras 

subt.alAmiconigrale~ es' el Acido glut.Amico CK1ta1 y Kit.a. 1987). 

La sust.ancla nigra recibe una proyección del núcleo rafe en 

part.icular de la parle dorsal y termina en la SNR segun varios 

esludios CKuhar el al.; 1972; Dray et. al., 197B; Kanazawa el al., 

1976;. Bunney "Y Aghajan·ian, 1978: Carpent.cr et al., 1991...,). es 

raf"é-nigral· sea la·serolonina CDescarries et al., 1982). 

R~spect.o "al núcleo pendúnculopontino tamb1en proyecta a la 

sus'Lancia nigra. La sust.ancia nigra recibe mas f"ibras del núcleo 

pedünculopont.ino que las que este manda al globo pAlido o al 

núcleo subtalamico CCarpent.er el al., 1981a). el neurolrasmisor &S 

la. acet.11 colina y termina en la SNC CBeninato, 1988). 
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4.3.Z FIBRAS EFERENTES DE LA SUS'fAN°CIA N!GRA. Las fibras eferentes 

se agrupan en dos clases: aquellas que son dopamln~rgicas y 

aquellas que son no-dopaminérgicas. La v1a nigroest.riat.al es las 

mAs. grande y la 11\As ext.ensament.e EtSt.udiada de las proyecciones. y 

se di"ilribuye en casi' lodo el estriado Cver rev. Carpent.er. 1984). 

Est.a via esta formada por fibras dopantinérgicas que se originan en 

la SNC (Anden el al .• 1964; Ungersledt.. 1971). Aunque se sabe que 

la dopamina es el neurc.1t.ra~misor de la via nigroest.riat.al. no se 

ha podido establecer cual es su acción posinapt.ica, ya que se han 

mostrado evidenc.tas de efectos exci la.torios CKi ta el al. , 1976; 

Wllson et. al., -1982) .y -de ef_~cloS-. !nhibit.orios CConnor, 1970; 

C'"'Onzalez- Vegas, -1974). Pue~t.o qtie las- n~uronas estr!atales tienen 

los dos lipes de r,eceP·~ ... ore~< 01·· y--.02 ·CCalabr~si, 1997; Akaike, 

l 987:- Reid-, -et: al\~-- :i~~9o)>. e~~pr:~~-~~l-~,--~ue el efecto de la dopam1 na 

dependa ·de la. c6-~~-~~r~-~~-~:~~--·_'·;~----~~i '~i~o de receptor que se act.1 ve. 

V.irlualmente ·~1->~~-~;~·':~~·'.:}ás;;~~-l~~a·s e~er~n.t.es nigrales se originan 
!' ' ' ' i .:_r" - ' ,,,, · .. ,•.' 

de las- cél ul aS. d&-~:1a-:"'Si-(··¡:.>~ti~'Úlal.a y· const..i luyen en gran parle e1 

sistema '·de ~-'Sá1id~-~:~~~~:.·.·cont.ro1 motor CPenny y Young 1985) 

ext,..api_-;a.fuid~-J:.L <(~~i:~;~·: »::,'~~~ed.~n ser 

n.i grot.:a1-á~-i¡~~:;· {~~·:ir~~- ni grotectal es 

agrupadas como: f1 bras 

y fibras nigrot.egmenlales. 

los d:~~ -~(~~~}·~~ ,~fUPC?S son· de, naturaleza GABAérgica CD1Ch1ara et 

al.' , '1 979) • .. ',:··, 
y-;~~J~~ :i-3.: ;_~ayO~es proyecciones de la SN ret.iculat.a es 

dfrigi_da<~a~~a _el· noCleo t.alAm.tco, a la región ventral anterior. 
\:':::. , 

v~ntr.clL J'~t.eral y· la medial de es le nlícl eo CCarpenter y Pet.er, 

1972), Taritbién- una población de neuronas de la SN reliculalA 

proyec.l'a. aX~nS.~ colaterales que divergen hacia el nucleo p&dt'.rnculo 

ponlino y--h~cla el collculo superior CBent.ivoglio el al., 1979). 
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Además la proyección n1grot.alámica y la proyección palidot.alámica 

ejerceri una fuerte influencia sobre los palrones de disparo de las 

neuronas de la via \.Alamocorlical CKult.as-Ilinsky el al. 1983). 

De diferent.es esludios se sabe que la via nigro-t.ect.al se 

or1gina de células de la SNR y termina en el colic'...llo superior 

CRinvH:: et. aL, 1976·; Graybiel. 1970) y se ha sugerido que son 

fibras GABAérgicas -cGrofová el al.. 1978). También se la ha 

relacionado con _una' -variedad de respuestas auditivas y visual es 

con respuest.as de conduela de orientación. fijación de la atención 

y de ~a percepción CHikosaka y Wurt.2. 1983. 1983a. 1903b). 

- Por úllimo,se sabe que algunas fibras del ha:z nlgrot.egrnenlal 

terminan en el núcleo pedúnculopont.1no y son no-dopam.lnérgicas 

aclualmente se desconoce el papel funcional de eslas fibras 

(Ca~penl~r el al .• 1981a). 
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5. LIBERACION DENDRITICA DE DOPAMINA EN LA SN 

La existencia de dopami na en dendr 1 tas de 1 a suslanci a ni gra 

compacta se descubrió primero por Bjorklund y Lindall en 1975. Del 

contenido tolal de dopamina de la SN, un 30-40 Y. se encuentra en 

la SNR y el resto en la SJ-IC CDray. 1980). La liberación provocada 

de dopamina en la SN por estimulac!6n eléctrica CAceves y Cuello, 

1991) y por una al ta concentración de K' CGeffen el al .• 1975) es 

dependi ent.e del Ca••. También liberada la dopamina por 

estimulacion con veratrid1na en la SN CTagerud, S.O.E .• and 

Cuello, A.C .• 1979). Respecto al origen de la dopa.mina liberada 

dendr!t.icamente en la SN se piensa que proviene probablemente del 

retlculo endoplásmico, ya que no se han observado vesiculas 

sinApticas en las dendritas de las neuronas dopam.inérgicas CWassef 

el al., 1981). La liberacion dt!' otros neurotrasmisores ll!nlre ellos 

GASA en SN puede se cbtenido por est.imulac!On eléct.rica. alto 

potasio o por veratridina CAcevas y Cuello. \981). 

Estudios nucroeleclroforéticos han mostrado que la dopamina y 

los agonistas dopaminérglcos en la SN inh1ben la actividad de las 

Células dopam.tnérgicas CBunney el al., 1973). Es decir ftst.os 

agonistas di srru. nuyen la lasa de disparo de las neuronas 

dopamin€org1cas y se piensa que este efecto esta mediado por 

receptores DG Cautorreceptores) CBunney el al 1973; Me't'eu et al .• 

190·1 ; Pi nnoci<:, l 983; Wal ter!:> et al .• 1986). 

En la sustancia nigra ret.iculata las células son 

relativamente insensibles a la doparn.ima y a la fecha no se ha 

pedido mostrar la presencia de receptores dopaminérgicos en estas 

neuronas. Sin embargo por estudios de receptor ligando se ha 

encontrado una alta densidad de receptores 01 en esta parle del 
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núcleo CF'illoux et. al .• 1987; Barone et. al .• 1987; Aiso et. al .• 

1987; Porceddu et. al. • 1986), est.os recept.ores parecen est.ar 

localizados en las t.erminales GABAérgicas est.riat.ales que llegan a 

est.e núcleo. El papel funcional de est.os recePt.ores no ha sido 

aclarado aún y se desconoce si la dopam.ina liberada de las 

dendrit.as es capaz de act.ivarlos. Est.udios farmacológicos sugieren 

que la adenilat.o ciclasa sensible a la dopamina s& vncuent.ra 

localizada sobre neuronas GABAérgicas en la SN CPremont. et. al., 

1976). 

La dopamina liberada de las dendrit..as parece formar una 

proyección nigro-nigral Cde la pars compact.a a la pars ret.iculat..a) 

usando dendrit..as en lugar de axones, las cuales hacen sinapsis con 

los axones est.riat.ales. originando una verdadera proyección 

nigro-nigral. 

Es ampliament..e reconocido que la liberac16n dendrit...ica de 

dopamina en la sust..ancia nigra puede ejercer una influencia 

aut.orregulat..oria de las mismas neuronas dopamin6rgicas CAghaJanian 

y Bunney, 1977; Filloux et. al .• 1987; Beckst..ead, 1988; Porceddu el 

al., 1985). Pero t..ambién es posible que la dopa.mina liberada 

dent.ro de la SN t..enga influencia sobre los et.ros elemenlos 

neuronales en est.a región (Van der Heyden et al. ,1980), Respecto a 

esto Olt.imo, est.udios de registro unit.ar.io han t.ratado de 

evidencJar el papel de la doparn!n~ como regulador de la función de 

1 as neuronas de salida de 1 a SNR sin lograr establecerlo 

adecuadamente CRuffieux y Schultz. 1980; Waszczak y Walt.ers. 1983. 

1984). 

Corno se observa hay discusión acerca del papel funcional de 

la dopamina liberada por las dendritas en la sustancia nigra. 
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PLANTEAHI E/ITO DEL PROBLEHA 

Ex.it.en lres lineas de invest.igación que lralan de dilucidar 

el papel runcional de la doparnina liberada en la SN. 

La primera de est.as sugiere que la dopam.1 na act.1 va un 

aulorrecept.or soma.lo-dendrllico que controla el disparo neuronal. 

Por olra parle la segunda linea de investigación propone que la 

dopamina modula la acción inhibitoria de GABA y de la via 

est.riatonigral sobre las neuronas Gaba&rgicas de proyección de la 

pars rellculala at.enuAndola. Esto se basa en est.udios en que- la 

dopam!na parece estimular la lasa de disparo de las c~luJas de la 

SNR y at.enuar la respuesta inhibi loria a GABA de estas células 

CWaszczak: y Walt.ers, 1983). A pesar de esto no se conoce el 

receptor involucrado, ni el mecanismo de modulación. 

Una t.ercera hipOt.esis propone que la doparnJna tiene un 

efect.o presinApt.ico de modulación de la liberación de GASA. 

hipótesis de que es objeto este trabajo. 

Aun cuando eXi sten report.es o estudios sobre los r&eept.ores 

presinApt.icos, en eslos no se ha dilucidado sastifact.orlament.e su 

funcionam.tent.o ya que se desconoce si la dopam.ina liberada de las 

dendritas (endógena) aclúa sobre los receptores de las terminales 

eslrialonigrales de la SNR. Eslo puede deberse a que se encuentran 

pocos o escasos estudios sobre la modulación de la liberación de 

GASA en SNR, se ha desarrollado una gran varil!'dad de t.knicas 

experimentales y las diricult.ades propias de la interpretación de 

resultados de est..udios de est.os receplores, no han aclarado el 

funcionamiento. 

La importancia del estudio de los receptores presinAplicos D1 



resalta si se llene.en cuent.a que la sustancia nigra int.erviene en 

el control mot.or y de la post.ura.COeLong, 1990) . Esta se lesiona 

con la efermedad de·Parkinson. De aqu1 que cualquier conlr1buc16n 

al estudio de los recept..ores D1 en la SN. puede cont.ribuir a un 

mejor conocimient.o de la fisiolog1a de este import.ante núcleo. as1 

com6 ·brí.ndar mejores al ternat.i vas t.erapéut.icas a estos pacientes. 

La presente tesis esta dedicada al estudio de los receptores 

presinapt.icos 01 activados por dopamina endógena y que modulan la 

liberac-i6n .-de GABA, principal neurotransmisor de la sustancia 

ni"gra> T3.rñbi-én-hay que- sef'ialar que son muy importantes los modelos 

de funci.onalidad_.de:ras' É!st.ruct.uras ·nerviosas y los resultados de 

este t.rabajo cÓntr:1buy&~ a .;la est.ruCt.uraci6n de un modelo de 

funcionalidad 
: ~'-. : .. -" : - : '. :.-

.del - i fenóm&no de· liberación dendr 1 li ca. poco 



HIPOTESIS DE TRABAJO, 

L..a existencia de liberación dt!Íldr1.t.ica, de' dopamina en la 

sustancia nigra CSN) CGeffen el al. 1976) y la, presencia de 

receptores presin.áplicos 01 sobre sus aferentes GABAérgicas 

CRibak:, el al. ,1980), nos indica que la dopam!na endi:>gena modula 

presinApt.icament.e la liberación de GASA de la pars ret.iculat.a de 

la sustancia nigra. 
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OSJETI\IOS. 

Objet.i vo General. - -Probar qUé la· dOJ)arni na l.iberada ~_e_ndr 1 t..i_cament.e 
., . . ·.: .;·. 

modula la libeoraci6!" de GAS~· e~e··:i··a.)~~i:s:·:re·~-~.~ul~ta ·de ia .sust.an~ia 
nigra de la rat.a. 

1). 

recept.!='r'·es 

·~n~ag1.::friis~3.s--,_., s~le.ct.~ vos de los 

sobé-e l'a ·liberaciórÍ de GABA 

i~~~~:~~a-.:.~~~-.::~~{~si~~- e~- SNR·: de~r_a~:as nor~~es _Y_ en rat.as 

_ ~e_ner_Vad_as~-~·e·-:fa-_.-vra·_ ni.9ro-~st.ri at.al ~u~~l-~_t.~~~~. 

¡?)_ Est.:udia;r el· efect.o de drogas que movilizan_ ·dopam1na _de 

compart.imlent.os endógenos Ccomc la ·met.anfet.arnina). -Para ver 

si la dopamina de las dendrit.as es capaz de act.ivar los 

receptores presinapt.icos. 

3). Estudiar el efecto de la dopa.mina en la pars ret.iculala de la 

sustancia nlgra de ratas normales y ralas con lesiOn 

unilat.eral de la pars compacta por 6-Hidro~dopam.ina 

eliminando asi efectos de la dopa.mina endógena que pu~iera 

liberarse durante la depolari:zac16n usada _.para, "1ndUc,1r la' 

liberación de GABA. 

'.-··. -·· 

4). Aclarar el efect.o de -la dopamina s-obre -1~ ;_-1'1·b~;aci-6n ·de GASA 
. '·'··.··:,·:.,e-.',.· 

par a ent.ender la i nter acc16n presi ~~p\.i.ca· de a~bos 

r.cept.ores CD1 y 02.). 



MATERIAL. 

a) Los animales de experimen~aci6n fueron ralas macho de la raza 

Wistar cuyo peso osciló ent.re 250 y 300 gramos, los cuales se 

manluvieron en un ambiente con ~emperalura controlada, ciclos de 

luz/oscuridad (de 12: horas cada etapa) y libre acceso a agua y 

aliment.o. mientras no estuvieron en sesiones experimentales. Se 

usaron dos grupos de animales experiment..ales Crat.as normales y 

ralas con lesión cerebral de la via dopaminérgica nigro-estriat..al 

con 6-Hidroxidopanuna con peso de 2:00 a 220 grs. al moment.o de la 

lesión) para experimentos de liberacion. Previo a estos se 

realizaron selecciones de individuos mediante evaluacietnes 

conductuales del grupo de ratas con les! ón cerebral, 30 mi nulos y 

7 dlas después de la lesión. Al momento de realizar el 

experimenlo de liberacion de GASA con ralas denervadas se hizo una 

pr&via evaluación his~olOgica para seleccionar las muestras con la 

1mplant..ac1ón de la lesión en el sitio requerido~ 

b) Sol uc 1 ones. 

1). SOlución de Krebs- Hanse1&1n normal CmM/l), 

lfa.Cl 

KCl 

CaCl~ 

--MgSO-. 

KH~PO. 

NaHCO:i 

GLUCOSA. 

Ac. .amino-oxi acet..i co 

25 

134. 00 

5.00 

2.00 

1.00 

l. 25 

29.00 

10. 00 

0.01 



L.a. soluc10n de Krebs -normal se prepara mF.!'Zclando lo anterior 

excepto cloruro de calcio (Ca~l ) y burbUJeada con carbógeno' 

Cmezcla de oXigeno 95~ y dióxido de carbono 5Y..:> 20 m!r1utos después 

se le aNade CaCl~ al estar burbujeada la muestra. Ouranle,todo el 

tiempo que dur6 el experimento se manluvo la temperatura de 37ºC a 

es~a solución y a un pH de 7.4 

11) Solución de Krebs despolarizante C15 mM de potasio). Para 

tal solución la concentración de NaCl se mantuvo constante con 

respecto a la soluc16n de Krebs normal, es decir que la 

di~m.inución de c1-, se sustituyó con so·- en la forma de Na~so4 y 

de K~so •. La osmolaridad se mantuvo anadiendo sacarosa y la 

solución se obtuvo a par~ir de soluciones madres al igual que la 

solución de Krebs control. La mezcla de la soluc16n despolari2ante 

fue la siguiente. 

SOLUCI ON DE KREBS Cl 511\M de K ') 

HaCJ 55.50 

Na,,so. 39.21 

K.rSO• 6. 87 

CaCl .a: 2.00 

)!gSO, l. 00 

KH.a:PO. l. 25 

G!..UCOSA 10.00 __ 

Ac. ami no-oxi acet.1 co O.O! 

Se les agregó a las soluciones de Krebs ~normal y 

despola~izante el Acido nip~Otico ClO µt-0 duraryte todo el tiempo 

de perf'us.16n. El meta-sulfi t.o de sodio es un agente ant~o?ddant.e 

que s& lo a~adiO a la solución de dopamina a una concentrac16n de 
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50 µH. 

iii) Liquido de centelleo Cpor lit.ro de solución). 

·_.Tol U~!10, 887.0 ml 

Triton :X-1000; 333.0 ml' 

¡>. p;o.Cw) -4.0 1119 

P.O.P.O.C-) 200.0 mg 

M) 2, S-Di renil oxazol 

..,., 1,4-bis-2-CS-feniloxazol)-benceno 

La eficacia del liquido al especlr6melro t'ue de ~/. y la 

radioactividad se determino por eslandarizac16n externa. 

e) DROGAS. 

i) c>HJ-GABA con actividad especifica de 65 Ci/mol !'ue oblen.tdo 

del Cent.ro Radioqu!m.ico, Amershan, Inglalerra. Se mantuvo en 

refrigeración C4 ºC) hasla el momento de usarse. 

J.i) {1-alanina rue adquirida de la Compal'Ua Quimica Sigma . Se 

disuelve en agua por lo que se preparó una solución madre 10""'M y 

se conservó a 4 ºC. 

111) Acido nipecólico se obtuvo de Sigma. Se disuelve en agua. 

iv) Oopamina de Sigma se agregó directamente a la solución de 

Krebs en presencia de mela-bisulfilo de sodio a una concenlraci6n 

de 50 µH 

V) SCH-23390 adquirida de R.B.I. Se preparó una solución madre en 

agua a una concenlraciOn de io-,H. de la se que se lom6 al momento 

de usarse y agregarse a la solución de Krebs en presencia de 

mela-bisulfito de sodio como agente anlioXidante. 

Vi) Sulpirid~ se obluvo do Sigma. Se preparo una solución madre 
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lO"""M en Krebs y al momento de su uso se ,tOmó de Cuéha solución. 

vi!) 0-1-metamfetam.ina adquirida por medio de Sigma. Se preparó 

una solución salina al 9"~ que se administró subcut.aneamente Y en 

experimentos de liberación se adicionó directamente a la soluciOn 

_de Krebs al momento de su uso y a la concentración deseada. 

vii) 1-Sela-bisulfito de sodio de Baker. Se a~adió a la solución de 

Krebs al momenlo del experimento y a la concentración de .. 50 µH. 

d) Dispcsi ti vo experimental. 

El di sposi ti vo requerido para -col eCt.ar,-~-rr-éú:-C1~n-~.s~: ~é .-1i-qlii~O 

con radioactividad liberada de cortes Cinos'd<;~~~JÍ;~~ h~rvioso o 

rebanadas de pars ret.iculala de la sust.-aOc1a .. :-nJ.Qra de i-ata~-normal 
-··---

y de rala lesionada, est.uvo inlegradO Por-- el: si_~t._ema de perf'usi6_n 

que a cont.inuac16n se menciona. 

El sist.~ma de perfusión lo forman e·c.imaras en paralelo y los 

siguientes aparatos Cver fig.2): 

1). Bomba perist.Alt.ica CCole-Parmer). Bomba encargada de propulsar 

las soluciones que baf'ran los t.ejidos dentro de las cámaras a 

lrav~s de catéteres conectados a 1 a enlrada y a la salida de 

ellas. 

ii) Aparat.o regulador de la temperat.ura. Est.e aparato lo forman 

los cal.éteres enserpent.J ~ados y sumergidos en un baNo de agua a 

una temperatura constante de 37 ªC, 1 a cual se mantuvo por medio 

de una resistencia y un lermost.alo. Con esto se logró que las 

soluciones y las cámaras se mantuvieran a 37 ºe • durante todo el 

experimento. 

111). CAmaras de perfusi6n. Esla la forman dos cilindros huecos, 

uno d• los cuales runciona como contenedor de la cámara cilíndrica 



8 

~ O• e.e. 
-~, _.... 

~· c.I. 
lba>jl 

+lit-~2 .. >'\ 
t B·-tOpM 

e 
=====-a.e.f. 

te. t.s. 

37"C; 3()llÍI. Lr.l 

Sistema de perl.W. 

Figura 2. Representación esquemática de la etapa de 
equilibrio-marcaje del procedimiento y del disposit..lvo 
experimental mediante al que fueron sometidos las rebanadas de 
ret.iculala de la sust..ancia nigra. A y 8 representan los perlodo'.:i 
de equilibrio y de marcaje co11 r 1Hl-Cl..BA. C representa el sl"':lPma 
de perfusión: r. t. reebanadas. de tejido nervioso, f. s. filtro 
superior. f.1. f1ltro inferior, c.i. cAmara interior. e.o. cámara 
exter 1 or. t.. e, tapón de 1 a c.l.rnar a, K solución de Krebs, m. g. 
mezcla gaseosa, b.p. bomba perist.alt1ca, s.r.t. sistema regulador 
de la temperatura, a.c.f. colector de fracciones. Las flechas 
pequen.as indican el curso de del liquido de perfusión que parte de 
la solueion de Krebs y termina en el colector de fracctones. 
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de 2.2 mm de diAmelro y de 10 mm de largo, en el fondo de esla s& 

colocó una malla fina de nylon para soslener y mantener al tejido 

dentro de la cAmara con el f'J.n de evitar la pérdida d&l t.ejido. 

Además este primer cilindro, liene espacio para conlener a ot.ro 

c!lindro con filtro. que embona en este espacio. Ambas se sellaron 

eon grasa de silic6n, para no tener pérdidas de'·. l~qu1~~, de 

per.fusión . 

.1v). Aparat.o colector de fracciones CLKB ult.rOrac JI). -.Est.e 

aparato colect.6 fracciones de llquido perf'undido.cad.a 4:ininutos, 

con una veloc:idad de O. 9 ml/ntin. 
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HETOOOS. 

1. LesJón ?e· via doparni~é,.:g1ca· nJgro-éStriat.al de SN de rala. 

Para ·los, experimentos en que se ut.111 zaron rebanadas da 

sustancia> ry.ig~a ret1~~lala en las cuales se hubieran degenerado 

l~~ de.nd~J.l.as .. d?paminérgicas derivadas de la sustancia nigra 

compacta .fue necesario, producir denervaciOn de Ja v.la 

ni_~r?:e:strJ.at.a~ mediante lesión qulmica de Ja pars compacta det la 

_sustanci a:c ni gra, apl 1 cando qui rórgi ca.mente 6-hi droxi dopa mi na 

CHalLori, 1979). 

t.a obtención de la denervac!On unilateral de Ja via ntgro 

eslrialal, se obtuvo mediante la lesión quim.ica de las neuronas de 

la sustancia nigra compacta como ya menciono aplicando 

6-hJdroXidopamina una toxina que dest.ruye select.ivarnent& neuronas 

dopam!nérgJ.cas. La les.ion se erect.uó en r.a.t.as que pesaron ent.re 

200-220 gramos. las cuales rueron aneslesJadas con hidrato de 

cloral (400 mg/Kg de peso) y montadas en el estereotax.ico en donde 

se fJj6 la cabeza y se realizó un corle sagital en la pJel del 

craneoo de la rata; una vez expuesto el cráneo y tomando a las 

fisuras Sr~gma como el origen de coordenadas o cero. se implantó 

en el punto de las coordenadas 2.2 mm lateral y 5.5 mm posterior, 

en e-ste punt:o se trepanó el crAneo produciendole un orif'icio de 

1. 5 mm de -diámetro. En este lugar SP lntrodujo un canula de 

per!"usion_}_e!!J_a_ a una prot~und1dad de 7.2 mm a partir de la 

duramadre conectada a una jeringa Ham.ilton Cse purgó y se infiltró 

5 µl de solución de 6-hidroxidopanúna). Estas coordenadas se 

obtuvierori previamente de ratas a las cuales se les inyect.6 azul 

de melilano y se corroboró hlslológicament.e el sitio de 
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lmplant.aci6n. Se inyect.aron 2 µl de solución de 6-hidroxidopamina 

C6 µg/µl disuelta en solución salina isolóniea y 0.02 Y. de Acido 

ascórbico como agente antioxidante) la perfusion se realizó a una 

velocidad de 1 µl/min. Después de ext.raer la cánula. se sut.urO 

t.ant.o los ~úsculos por planos y la piel. Post.eriorment.e se observó 

que a los treint.a m.inulos después de la cirugla. las ralas 

moslraron una post.ura asimélrica y una conduela de giro 

con.tralat.er_al. 

2:· EvaiUa~·ion -,d-é la lesión. 

a)~ E'{a1Uac"io·r;.~.: cOfidUct.ual 1. Los animales lesionados mostraron 

--.-Pos:~'-!r:a: .. aSi-mé-Lf.t"ca y conduela de giro espontaneo ocasional, 

inmedialamente. al despertar de la anestesia. Esto indica que la 

aplicación.de 6-hidrox.idopamina fué en la pars compacta de la SN. 

b). Evaluación conduct.ual 2. A la semana de la aplicación de la 

toxina. los animales recibieron una inyección de d-1-melanfet.amina 

(10 mg/Kg) y una hora después se procedió a evaluar la conduela de 

giro ipsilaleral producido por la droga. evaluando que con 12 

giros complet.os por minuto equivale al 90% de lesión CUngersledt., 

1971a). Se descrimin6 a las ralas que presentaron una menor 

cantidad de 12 giros/m~n. 

c.). Evaluación hi st.ol Ogi ca. Dos semanas después de 1 a 1 esi ón se 

realizaron los experimentos de liberación 1 os ani ma.l e-s 

seleccionados y al disecar la. pars. reliculala de la sust.ancia 

nigra se observo bajo el núcrosc6pio eslereoscopico la marca de la 

trayect..oria de la e.a.nula sobre el lejido de la suslanc!a nigra 

compact.a. descartándose aquellas rat.as que presen~aron la punt.a de 

la canula fuera de la pars compacta de la SN por considerarse que 
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la lesión no se efectúo en Ja región deseada del cerebro de la 

rat.a. 

3. Disección de la pars reliculat.a de Ja SN. 

Para los experimentos de liberación se obt.uvleron t0banadas 

de sust.ancia nigra obt.enidas de ratas ce por experimento) Wist.ar 

macho de 250-300 gramos de peso Crat.as normales y ralas con lesión, 

unilat.eraJ del sistema doparninérgico nigro est.riat.al). Los 

individuos se sacrif'icaron por dislocación cerebral, seguidO-pcr 

decapit.ación y obt.enc16n del cerebro completo. Se obutvo_- ·1a 

porción que 1nclula la sustancia n\.gra • según el Al.las de .K°:~ing 

y Klippel C1970) esta se encuentra aproximadamente entre .1600 y-

2680 µm del plano frontal, se f'ijó est.a parte -en un -soport.e 

met.alico el cual se 1nt.rodujo en un vibralomo CCx:ford, Mod. 8) que 

contenla en el sitio de corte solución de Krebs-Hanselein a 4 

grados cenllgrados y gasificada con una· mezcla de_oXigeno o~ (95%) 

y dióxido de carbono co~ (5Y. ). Se obtuvieron de 3 a 4 corles 

seriados de cerebro de 300 µm en el plano f'ront.al de la porción 

que contenla la sustancia nigra. Los corles se montaron sobre un 

portaobjetos frlo ut.ili2ando m1crosc6pio estereotáxico y con 

bist.urJ se disecó Ja reliculat.a de la sustancia nlgra. 

4. Procedim.ient.o experimental. 

Las rebanadas de pars reticulat.a de sustancia nígra "s.~ 

colocaron inmedialament.e después- de -su.--o:-disección~-'en~: Una- ·s-01uc1-=ón--
d~ Krebs-Hanselein 37 ºC durante 30 minutos Cperiodo de 

equilibrio l). A1 termino de este periodo se pr ocedi 6, a 

re-emplazar Ja solución de Krebs por una solución fresca que 

conli9ne 2 x 10~ M. de H'-GABA (65 Ci/nmol) y ~-alanina (1 µM) 
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como bloqueador de la capt.ura glial, durant.e 30 minut.os (periodo 

de marcaje), .~~pués se lavaron las rebanadas son solución fresca 

de Krebs- Hanselein. para eliminar el exceso de marcaje 

radioact.ivo, y a cont.inuaci6n dichas rebanadas se t.ransfirieron al 

sist.ema,de.perfusiOn cont.inua CAceves y Cuello, 1981). 

Al t.érmino del perioclo de marcaje las rebanadas se colocaron 

al azar. dent.ro de las cámaras. En cada cámara se deposit.aron 3 a 4 

rebanadas de sust.ancia nigra ret.iculat.a, cuyo peso hútnedo 

aproXimado fué de 10 mg. En est.as condiciones el t.ejido se 

perfund16 durant.e una hora Cperiodo de equilibrio II), con 

solución de Krebs normal C6. 25 mM de K"'), ant.es de iniciar el 

experimento de liberaci6n de GASA. Est.a soluc16n cont.enia Acido 

nipec6t.ico CS-10 µl-D que es un bloqueador de la capt.ura de GASA en 

las t.ermlnales nerviosas y en las células gliales 

CKrogsgard-Larsen y Jhonston, 1975). 

En la evaluación de la liberación espont.ánea de GASA, se 

somet.i6 a los tejidos a un periodo de equilibrio II durant.e 1 hora 

y 16 minutos, a cont.inuaci6n lomaron fraccion&s de solución 

perfundida Cen las que iba el neurot.ransmtsor liberado) de 4 

minutos durant.e 80 minutos Cen total fueron 20 fracciones). 

Por otra parte los tejidos sornet.idos a una concent.raclon de 

K• de 15 rnM Callo potasio) se les deja un periodo de equilibrio Il 

por -una hora y en seguida se colectaron cuatro frac;;.iones de m~lo 

perfundido de 4 rn.tnutos cada una para de\..ermlnar la liberación 

basal de GASA. La solución de alt.o potasio con KCl conslant.e, 

genero la liberaciOn de GABA radiactivo por depolarizaci6n de las 

terminales gabaérgicas. esta est1mulaci6n dur6 80 m.tnut.os. 
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Oe las drogas que se probaron en las muaslras para la 

liberación de GASA expuest.as a alto polasio, prirriE"ro se t.om.aron 

cuatro fracciones durante los primeros 16 minutos de perfusión. al 

término de est.e lapso de liempo se le aplicó un pulso de la drOQ:a 

a probar Cpor ejemplo anfelarnina) según el experiment.o, 

colectándose e fracciones durante 32 minulos. D&spués de es.lo 

regresó a la solución de Krebs normal por 32 mi nut.os más ca 

.fracciones) y a conlinuación se recuperó el leJ1do de las cAmaras. 

Este se lransfiri6 a viales agregAndoles 0.5 ml de solubilizador 

de teJidos C NCS Amersham ). 

El t.ejido se dejó solubilizando 30 minutos; despué-s 

anadieron 12 m.l de liquido de centelleo l1po lolueno a los viales 

del sistema, as1 como a los que contenl an las f'r.aci ones d& 

liberación, en seguida se delerm.inó la radJoact.ividad present.e en 

las muestras mediante el uso de un esp&et.rómelro de centelleo de 

liquido convencional CPackard 2000). 

5. AnAllsis de resultados. 

La cuanli.ficaclOn de la ra.dioact.ividad en cada fracción de 

las muestras lomada cada cuatro minutos. se e-xpr&só como un 

cociente de la radioaclividad de la muestra entre la 

radioactividad del t.ejido correspondiente al momttnlo de Ja 

colecclon de aquella, y a est.e cociente se le denomina traccJOn de 

liberación CF.L~); en el caso de la cuanL1ficac!6n de las muestras 

expuest.as 3::·alt.o.pot.as1o al cociente de liberación se le denorn!na 

-f'ra-CCj_on d9 ___ J.Ú);;raci6n estimulada CF.L.E.) y el cociente para 

mueslras no expuestas a alto potasio recibe el nombre de fracción 

de 11berac1ón basal cr.L.B.), los cuales se pueden exprl!-Sar de la 

sigui&nl& manera; 



F.1...E. = 

Radioac~ividad de la muestra 
expuesta a al lo polas1 o ( DPMJ 

Radioactividad del lej1do al mom~nto 
de lomar la muestra CDP!-0 

rracción represent.iva de la liberación basal y la 1nduc1da por K~ 
y 

F. !...B. 

Radioaclividad de la ~ueslra no 
expuesta a alto potasio CDPJ.O 

Rad1oacl1Vidad del tejido al momento 
de lomar la muesl~a CDPf.O 

~racción que representa la liberación basal exclusivamente 
DPM s Desintegraciones por rninulo. 

La parle de la liberación debida exclusivamente al efecto del 

al~o K• se determinó a partir de la siguiente ecuación. 

F.l... = CF.l...E. ) - CF.l...B.) 

Pa?""a determinar el erect.o de las drogas se cuant.1r1c6 la 

relación de la fracción de la liberac10n de las rebanadas 

expuestas a laCs) droga(s) Canfetam.lna, dopamina. SCH-23390, 

sulpiride) y la f'racción de la liberación rio expuesta. pero que 

corrieron paralelamente a aquellas. Tal relación se le denomin6 

coficient.e de la fracción de la liberacion CC.F.L;). 

6. AnAlisis esladistico. 

A los result.ados de los experimentos de libe~ac~On de GASA se 
' ' 

les aplicó un an~lisis de varianza. Y la ·si9i:'iiflean·cra ·-del ei'eclo 

de agonist.as y ant.agonist.a.s dopaminérgicos se_ -mo~,~.f6,rne~ia~t.e una· 

prueba de t.-student. para dalos pai-eados, _c.onsiderando que la 
' ~ - . 

diferencia dt'!'l promedio de las observacjones ~~~eS. y.d~~P'-:1~,s __ de la 

aplicación de las drogas no difiere de--·ce.r~_ Ch!Po.t.esis nula). P.ara 

comparar los er-eclos de las drogas ent.r.e s1 duran\.e los periodos 

de prueba. su s1gnif1canc1a se obtiene por- medio de la prueba de 

s\.udent. para dalos no apareados de los promedios: durant.e la 

aplic&ción de la droga. 
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RESULTADOS. 

1. Uberac16n de GASA radiacllvo inducida por alt.o· .. pot.asio 

en la pars ret.iculat.a de sust.ancia ·nigra de' rat.-á.s' 

normales y de ralas denervadas. 

15 mM Callo potasio , que representa casi t.res:: veces la· 

concent.racion normal de potasio en la pars -~et.icu_(~_l."a ·d~ ra:t.as 

normales y denervadas. Al comparar la liberación.- de .rebanadas de 

la pars ret.iculat.a de sustancia nigra de ralas normales y de ratas 

denervadas, se observ6 que la cont.inua exposición la 

despolarización produjo una prolongada liberación de 

radiactividad, como lo muestra aqu1 el incremento de la fracción 

de liberación. Al principio hubo un incremento significativo en 

forma transitoria en las fracciones 1 y 2 el cual disminuyó 

lentamente al t.ranscurrir el tiempo. pero siempre por arriba de la 

liberación basal que en el grAfico corresponde a cero. No 

encont.ramos diferencias est.adislicas significat.ivas entre ambos 

grupos CC.F.L.=1.05 ~ 0.04, n=50 para las rat.as normales y 

C.F.L.=1.03 ~ 0.06, n=30 para las ratas denervadas). 

En la parte 1n!erior se grafic6 el cociente de la fracción de 

la liberac1on o la relación en el increm~nlo de la fracC-fón- de la 

liberación del grupo experimental con respecto al grupo· control 

seleccionados al azar CNota en esle caso- al grupo experimental n~ 

se le efectúa ninguna manipulación ya que es un control para las 

maniobras experimentales). el cual osc:il6 alrededor de uno. Esto 
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Normal 

GrAfica l. Liberación de GA.BA radiaclivo inducido por 15 mM de Kº 
obtenida de rebanadas de la pars reticulala de sustancia nigra de 
ralas normales y denervadas. La esl1mu1ac1ón se mantuvo durante 90 
minutos desde t=O y se colectaron 20 fraccione-s de 4 minutos cada 
una. En la parte superior se muestra la liberación de 
radi oacli vi dad como cambio de la f'racci ón de libe-ración 
CEslimulad~-B~sal). En la parte inf'erJor se muestra el coeficiente 
de liberación CC. P. L.) correspondient.e a 25 pares de valores 
para reti culata de rata normal y 15 pares de valor~ para 
ret.iculala de rala denervada. Los pares de valores fueron lomados 
al azar de los valores correspondientes de las orAficas 
superiores. Los valores representan el promedio de ~ 
determinaciones para normales y 30 para denervadas CC.F.L.=1.0S ~ 
0.04 n=25 para ralas norma.les y C.F.L.:::l.03 =. 0.06 n=15 para 
ralas denervadas). 
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nos indica que la liberación de JH-GABA es homogénea en las 

rebanadas estimuladas con alt.o polasio, l.;:t.nt.o d~ rata~ ~or~le'.i 

como denervadas. 

C-a cuantificación de est.e parámet:_r'0: ,¿'Coci'~~t.~~ de,. la fracción 
' ::, ,· -,·~=; ~~. .. ..... ~'. .' .- .-:: . ._ 

de liberación) servirA para det.erJn.1:na~: y caraCt.erizar ~1os efectos 

producidos por agonist.as y ant.agonis\.as /~;p'1Z~t;·~icos ·sobre la 

l i ber ación de ( 3Hl -GABA. 
:~:.~/-~ __ ,\;;( . _, ·:.· •.· ·-·. 

. yr ·~;; ~.GJ , · . 
dopantlna ex6geri~·, sobre. y~~ Ki,~~'.~~:~6~ de GASA 

...~/·:~ 
a. Efecto de la 

inducida por alto potasio en""la -pa~:~~ ~-~L~c~i~~:~~:~de -~at.as 

normales y denervadas. 

En estos resultados se muestra la acción.de "1a··d~OPamr'ña C1 

µ>D exógena sobre la liberación de GABA inducida por· pot:as10··-cv~r 

QrAfica Z). Aparentemente en rebanadas de SN de ratas normales no 

modificó la liberación de GAfJA inducido por potasio CC.F.L.c0.98 ~ 

0.01, n•4 p=0.001), como se puede observar en la part.e A de la 

grafica z. En la part.e B mostramos que la aplicación de dopamina a 

rebanadas de ratas denervadas increment.6 la liberación de GABA 

radiactivo en un 75"/. CC.F.L...=1.76 :!:. 0.04 n=5 p= O. 001), el 

increment.o fué inrnediat..o a la admlnistraci6n de la droga y al 

retirarse ést.a del medio, el efect.o se revertió paulat..inamente. 

L..os resultados de l~ gr~fic~ 3 son producto de una serie de 

expe-riment.os en la que se muestra el efe1_·to de la dopamina sobre 

la liberación de GABA inducida por_ a~_t.o ~t.asio .Clinea i;:ont.inua) 

en rebanadas de ralas denervadas en donde también se eslud16 el 

bloqueo de los receptores 01 y D2 en muestras corridas en 

paralelo, para detg.rtrtlnar el tipo de receptor involucrado. L..a 
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GrAf.ica 2. Efeclo de la dopamina ex6gena sobre la liberación de 
GASA radiactivo lnducidQ.. por alto potasio en rebanadas de 
r-et.icUlat.a de ratas normales y de ralas denervadas. La 
administración de la dopam.ina se realizó en forma de pulso a 
partir de la fracción 4 y se mantuvo hasta la fracción 12 en donde 
se elimino la droga. Los val ores el promedio de 9 
determinaciones ~ error estandar. 
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presencia del antagonista seleet..1vo de los receptores D2 

1-sulpiride C10 µto no modif:1C6 ia racllitación de la liberación 

ejercida por la dopanúna CC.F.L. -= 1.75 ::!:. 0.03 , sln diferencia 

estad! st.ica respecto ·al control y el grupo t.rat.ado solo con 

dopamina). La linea continua con .clrculos negros represent.a los 

valores de muestras corridas en paralelo con bloqueo sele-ct.lvo de 

receptores 01 por el SCH-23390 Cl µto el que anlagoniz6 t.ot.almenle 

el efeet.o facilit.a~Or de la dopamina ce. F.L.~1.00 z o.03, p~o.01 

n=4 pa~a el -grupa t.ratado con dopamina solo). 

3: Efect.o ;de los antagonistas de recept.ores dopanUnérgicos 

D1 sobre la -liberación de GABA inducida por K. en 

rebanadas de ralas normales y de ralas denervadas. 

En la gráCica 4 se muest.ra resultados del •ft!Pet.o del 

anLagonist.a de receptores 01 SCH-23390, sobre la l!berac16n de 

GASA radiac~ivo en rebanadas de ratas normale-s y de ratas 

denervadas. Es~o bajo el supuesto de que la est.1mulac16n con K• en 

ra~as normales produce la llberaci6n de dopamina dendr1t.ica ad~m.As 

de GASA radioactivo. 

En la parte A se mues~ra qu~ la droga produjo (ratas 

normales) una inhlbición del 50% aproximadamente de la liberación 

al a.dmtnislr.ar a manera de pulso 3 1.a concentración de 1 µ1-t 

C C.F. L. =O. 51 __ :!:. _9_~ 01_ - n=B p=0.001) con respecLo al cent.rol. 

Pespués de· retirado el fArmaco del medio d~ perfusión la 

liberación se recuperó paulat.1namente, como se puede ver en las 

fracciones 12-C:O de la gráfica. 
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GrAI'J.ca 3. Efecto fac111t.ador de la act.1 vación de los recept.ores 
Dl de la liberación basal de GABA radiactivo en pars ret1culata de 
rala denervada. En la parle superior se muestra la facilit.ac10n de 
la dopam.ina C11ne3. continua) sobre la 1ibPractón de c>1H-GADA 
.inducido por !C. La linea punteada expresa el efecto de la 
dopam.ina junto con el ant.agon!sta del receptor D2 1-sulp.iride. La 
linea c::ont.inua con puntos negros repr"esenla. el efecto de la 
coadm.1 n1slrac1 ón de dopam1 na y el anLagon1 S\ .:i Ccl receptor D1 
SCH-Z3390 a la~ conct'.""nlrac¡ori"""s arriba lnd1cadas. Los dalos son el 
promedio de a determinaciones pertenecientes a 4 experlment.os por 
separado. mAs-menos el error estándar. 
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Grá!'ica 4. Ereclo del antagonista s~lP<:"ti ve de receptores 01 
SCH-23390 sobre la liberación de GABA inducido por alto potasio en 
la pars ret.iculat.a de ratas normales y en ratas denervadas. El 
fármaco se adm.in1 slr6 a la concent racJ 6n seJ"ial ada en forma de 
pulso desde la fracción 4 hasta la fra-:cJón 12. Los valores son el 
promedio de 4 a a determinaciones en por lo menos 2 experJmenlos ~ 
el error estándar. 
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En la par;t.e B Crat.3.s denepvadas) se muest.ra que el 

ant.agoni st.a SCH-23390 .a.plicado· a. las rebanadas de rat.as denervadas 
.. '"·" ·-"-

no t.uvo nÍ.ngón,-.·erect.:ó.~sObrEt.:.1a·_liberación de GASA CC.F.L.~.99:;. 

0.04, 

4. 

n=5 sin s.¡g~i·'~·~C~n~i·~ _est..adi~t.ica). 

~-~~~~ d~~{i·ó~:.'_''an~~g~riist.as de receptores doparrú.nérgicos 

~-~ .. ~o~~:e·.:,·.~·~ ·,i~~;~er~~l~-~ de GASA inducido por ¡:..ot.aslo en 

r-ebanadas·:·de pars-_re.t~culat.a de rat.as normales y de rat.a::; 

derierVadas. 

En la parle A de la grAfica 9 _se muest.ra el bloqueo de los 

recept.ores ce en la pars reticulat.a de sust.ancia nigra de rat.as 

normales. producido por el antagonist.a 1-sulpiride a una 

concentración de 10 µH. Se nota una facilitación de la liberación 

de GABA de un 51Y. aproximadamente CC.F.L..•1.55 !. 0.04, n-S 

p<O. 001), Al retirar la droga del medio de perfusión disminuyó 

est.a liberación paulat.inamenle hacia su recupeoración. En la parte 

B es claro que el 1-sulpiride no causó ningún efe-et.o sobre la 

liberación de rebanadas de ratas denervadas CC. F. L. =O. 99 :!. O. 02:) a 

juzgar por la ause'ncia de-cambios en la fracciOn de liberación. 

5 t:..iber:'aciOn Basal de GASA radiactivo en pars ret.iculat.a de 

rát.aS normales y denervadas. 

____ La ·gra{'_i,_~_a'_ .. ~_.Jn~.":!:-t.ra la liberación basal Cespont.ánea) de GASA 

radia.ct..ivo inducido por al to potasio en rebanadas de 5'-1 de rat.as 

normales y de SN denervadas. Se colect3ron 20 fracciones de 

sollucion de 4 Jn.lnut.os cada una CF=236.40. n=16 para rat.a normal 

y n=10 para rata denervada. p< O. 01). Al comparar las 
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~~~i ~~ r ;3~e !~~~~o 1 ~011 i ~:~:~~';,in$t:e d~~,:U ~~~~~~~º d~~&c3nt.o;:s p~s 
re_lic.ula!...a de ratas normales y de ralas denervadas. La droga se 
aplicó en Ja fracc10n 4 y se- mant..uvo hasta la (racc16n 12. Los 
dalos son un promed10 de e determinaciones de cuatro experlrnenlos 
mas-menos el error eslándar. 
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d-~~>-~~~~ ;<:·.~~-n~~~ad~) de pares de 

oscilando al-rededor ·,d~ <1:~--~- _o:_~~-l.~:·¡._ Ó1:t'1·:~ ·.:_.~o~ "indica que 

exisle homogeniedad en la libe:a~J.:~n,·~~-~-~~.J.·: d~~:.~-:G~A· radiac.li~~: de 

las rebanadas de lejid<;> de :,{SN-;!}~·~p.i~~~~ ;--.· ~;~~~i:-~-~. -~ de_ ralas 

o.ca. n=5 para ret.iculala 

mueslras 

'-; . -~ ~-<·;... ·:- . ' 

·~~;:;·_·:-.~l\_:"'. ,-~· -~~- .. ~-'•. ,'·::~'O'.,' 
.- .. "·:·-·::~·-:;:;, . -·i» .. ·;:~k·· /.:: 

denervadas. 

-· ,. :.:. ;~~=! /-.- ,,.::: ·:·;·_( .:'t-'P::: < ;,.-

E1'eclo de la .<Jop{~ n~· 6,.,,,l~J;~~~.~t..: '1. a Aber'.á~i~~· basal 

de GABA en _ia- paT:SLi-~1..:1·'C·~r~l-~~:-~:-d~-:, F·it:a~";~G~br'-~1~-~ y -·de 

6. 

-.,-;o-.,.._"'·- ~-f¡:~: .:,_· . .,-;..: -

ratas dener.vadas. >~: ' ~' '"':j~iii ••·•' V:•.• · 
En est..a p~_rle.~ d~-~- ~-_t._~-ª~-~J~t:.~~::;~pq~~~i·~~tj_:r~'.S.:~ut~.:a:~~s, de la 

acc_.i,ón: de _-la .d~pa~na. -. e~69·e~~~;~_s~br:~·;ú·~:~/f.io9r'a~i'ón ·de GABA en 
: .-;;_:· <.:" ~~ ,_, -~·'.·.~ • ,;:_ ·' 

rebanadas sin esli mulo despol a/i:~·~~~'.~-1~\:::9 ··~;;~ :.,~-~b~·e;· .1 a l i bP.raci ón 

esponlAnea o basal. 

En la graf1ca 
.~- ;.::-.'.~~·-::·':/):·~:-: >·. 

7 se muestran··. resU1 t..'ados de una serie de 

experimentos en los que se obsei--vó'... ·e1: e:r-~~\.~ ~de la· ~aplicación de 

un pulso de dopamina exógen~ (100 \UJ.D ___ ~_sob~e .la· liberación 

esponlAnea de GASA en rebanadas de r"atas normaJ.eS. i·a cual t..uvo un 

incremento moderado CC.F.L.B. igual a l.15 -±_ ~._02. ·n=4-diferenle 

del periodo control p= 0.05). En las rObanadas de SN denervadas 
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Frocx:IÓ<l 

Gráfica 6. Li berac16n basal de 'H-GABA de rebanadas de la pars 
reliculala de ratas normales y de ralas denervadas. En la parle 
superior se muestra la liberación de 'H-GABA como fracción de 
liberación basal C F".L.B. ). En la parte in!'er.ior se mueslra ol 
cociente dt- la fracción de liber-ac10n de e pares de dat.os para 
rala normal y de 5 pares de dalos ~~ra rala denervada. Los dalos 
para los pares fueron tomados al azar de las grAficas superiores. 
Los valores son el promedio mas-menos el error &St..lndar de 10 
delerrninaciones para rata norm."\l y do 10 det.ernúnaciones para rala 
denervada. 
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Gráfica 7. Efecto de la dopamina sobre la liberación basal do 
>H-GABA de rebanadas de la pars reticulala de sustancia nJgra de 
rat..as normales y de ralas denervadas. La droga se adminJslr6 en 
forma de pulso a la dósJs se~alada en la figura. En la parle A se 
muestra el efecto de la dopamina sobre la l1berac16n de GAB/\ 
radiactivo en la pars ret1culala d€- sustanc.la n1gra de ratas 
normales. Los valores representados son el promedio de B 
det-erminac!ones y su error C•- la desv1ac!ón t-standar). E:n la 
figura 9 Se ffiUP!;tra el efecto de la dopar.una Sobre la liberac!Ón 
de GABA en reticulata de ratas den~rvadas Clinea continua). 
Tarnbien se muPstra !?>l bloqueo del eJ'ect_o de la dopam1na por el 
anlagon1sla selectivo de los recep1_ores Dl el SCH-23390 C!Jnea 
di scont.1 nua). Estos resul Lados son el promed1 o de 4 
delerminaci enes. 
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Gráf1ca 8. Efecto de la anfet.amlna sobre la liberación de GASA 
radiacli vo, de rebanadas de reti culata de ralas normal es y de 
ralas- denervad.'\s. En la figura A se muestra el resultado de la 
apl1cac1on de .anfelanuna ClOO µH) únicamente Cllnf:"a continua) o en 
presencia de SCH-23390 (linea discontinua), sobre la l!beraclon 
basal d~ GABA de ralas normales. En la figura B se observa el nulo 
ofecto de la droga sobre la ll bera.ciC-n de GABA en rebanadas de 
rata~ denervadas con 6-Hidrox..idopamina. Los valores son el 
promedio mas-menos la desviación estándar de e determinaciones de 
cuatro experimentos. 
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observ6. un incremento d& la liberación de GASA, de un 40~ 

(C.F.L. ;¡.4;!! !. o.re. n=4. p=O. 001). est..e se mant....uVo hast.a que 

permaneció el pulso de dopamina y despues disminuyó paulatinamente 

al elimir1ar' la droga del medio de perfusión. Como se puede ver la 

eslimulaci6n tué bloqueada. al apl1car SCH-23390 al medio d& 

perfusión CC. F. L. B. =O. 93 !. O. 02:, n:. 4 p=O. 001 estadtsllcarnent.e 

diferente. pero no con respecto al control). 

La dopa.mina e:<Ogena facil1l6 la l1berac1on basal de GABA, la 

cual .fue ·i.nhiblda por SCH-23390. Una. pregunla que surgió re-specto 

a est-os resultados es la de saber s1 la dopamina end6Qena liberada 

de las .. dendrit..as es capaz de racilllar la liberación de GAfJA .. 

7; EreclO de la anretamina sobre la l1berac16n basal de GABA . . 

ra"diactivo de rebanadas de pars ret..iculata de sust.ancl.a. 

nigra de ratas normales y de ralas-denervadas. 

En la ·gráfica 8 se ~ueslra la liberación espont~nea de GASA 

en rebanadas de ralas normal'es <Parle A;) en las cuales la 

aplicac16n de anfelam.ina (100 µto produjo una est.1mulac.16n 

paulatina que alcanzó su m.Ax!mo (30"1" apro>d.madament.e) a los 16 

minutes de su aplicación y que regresó a sus valor-es cont.rol 

cuando se elím!n6 la droga ce. F. L. B. -.:::1. 29 • o. 03. n~ • p...O. 001 

con respecto del control). En PreSencia de SCH-Z3390 ésta 

estimulaci6n no se pr~ujo (C.F~_i;._.~.-i:=l-.. 03- + 0.-03-. n=4 re-sultando 

estad1sticatnente diferent.e resp&et.o d.ei grupo tratado solam&nt.e 

con. anfetamina). En la parle .9- Sf!t -muestra .. que la. anfetamina. no 

l.1ene efe-cto sobre la liberación en rebanadas de SN denerv3.d.as 

(C.F.L.9.=0.90 ~-0.01 
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DISCUSION. 

1. · Jus_t.if'icación de la preparación. 

Est.Ud,iar mecani-smos de cent.rol pr_esinápli_c_o. er.i el sislema 

nervfoso C:ent.ral es :part.icularmént.e dif'!_c1l_, ya'.." qué se requiere 
,. .. 

medir la lJb~ración de neurolrasmisores en,condiciOnes en que_ los 

cambios en la aclivJdad somalo-dendr1lica n~··ar~~t.en durante el 

desarrol l O exper 1 mental. Es le por 

preparaci enes in vi lro que cont.eng~-~' -ú~/~a-~_ry¡_;:'.~'.:1:~~-;'.~-:~~~~~:n~~ ~~ 
nerviosas como las rebanadas de ~ere~~c;; ~/r, ): ~~_,'.(~~1·~lt.·Ó~-oma'~-.: -
CChesselet., 1984). ··. '.··~-i·?.~~-f~L'.' :."'.\ 

La rebanada de cerebro es una muest.r'a \ie~: t:ej}~~:~-~~r·~¡~~~~--~:f-fn6. ---

en general de 300 µm de grosor 

nerviosas, cuerpos de 1 as neuronas po~i nA~~~ ·~·~'~., ;:~~~{J~ :~~:~-~~-i·~i
0

es.-·: 
Si est.a se mantiene en un medio de incubacÍ·~~·-::'.:~:-~;_d~·, p,a.-;.r~~16~­
salino balanceado. suplement.ado con glucosa -;~:~-~~~:be~~~ .. :;~~~--'--~Ued~--­
l o 9 rar preservar r1sio16g1cament.e act.1 vos r~s;<:~~~~~:(~~: qu': ro~ma~· _ 

el bloque COrrego , 1979). 

Las rebanadas de cerebro utilizadas como:::-~icri1·6; -~>_<P~W1.~~~.~al 
t.iene sus ventajas y sus desvent.aJ~~ qµ~/.-'~- _::¿~:;i¿·Í'~·~a:~ió~' r se 

-'_,>""i_c J:~·,':,'-._ .• ·,-
mencionan. . ., .. •·. ··i<:. 

, - .. :~~-e;\ ·--.o/;·-· 

a~asE:e~t::a•r::an~adas hay una di(u:fün i;,1~.fF ~,e ~gonislas y 

antagonistas. y por t.a!'Lo: .se ,,~Yedti;~ .... ~~~n~';~-~:j a~-- c.oncent.rac1 ones 
,;.·.·.·:•:,; ,_'-¡" ·· .. ;'"':e·,.. ::;;··_';. 

que pud! eran al7anz~~ ~~:'._ei:'.~~~~t~~t,~~~0~{~-~~Ai~~~~~~- ~--~ 
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e) Es posibl-e eSLudlM núcleoS ~~ifico~_ del_ sisle~ né-rvioso 

cent.ral. 

Est..as 
'.····.· ;,. 

'·;v;e.nt..ajas . nos pértr.lt.ieron est.udiar muy 

esPec1fi'~a-~é~t.·e.:er· ~-'ec·ePt.or: pJ..esin:t.pt.ico 01 de ia pars reticu1at.a 
'. • f· 

d~·.la<~~s~~~Ci..a· :n~Gra . .'de Í·a ra\.a y ser ·sujeto de manipulaci6n 

farmaco~-691~.ª- pQf- ·meaio .de cie'r.t.as drogas, algunas de las cu~les 

pueden ser Í-ácl.1merlt.e .-_degradadas en tejidos per1fé-r-icos como la 

_dopa.mina. 

L.as desvenl.ajas son: 

a) Algunas drogas" pU~en pr-&sen\.ar dificult..ad en d1run.c:llrSe y 

alcanzar la ~onc~n\..raci_6n ~deseada en el espacio sinApt.ico, .si eS 

medida en el -~io- de· iOCUbac16n o de perfusión,_ 

·-~:\·:.~:,,~_-._-~'.·-~:- - -

b) l.a. Péj"dl~,~- ·~d~ ·-:.B:ferencias. de.1 núcleo o r&g1on·- d91 -~¿~-r~~c 

est..':l~.1~~d~~·P:':1~~.eó. ~i;icar la· r~_spues\.a .. obse~_~a9~~: 

:.::\\' -:.;-:: - - . ----. - , 

e) El· dat'io qÚe Íñipl i"~a el--cort.e ,y el ~ambi"o'-·d'~l medi.O --~~·l:rac~l.~~~r: 
¡ '.: ". ...... ·, ... :' 

in vivo,al ~~t.O'.~_e .:incubaci_~n:y·'a.1.-·de l?~rfu~~,6~:::.". 

,. .. ;· ': ~-

Tod~- t?st..o puede. al t.erar 1 a resi::uesl'.~ o'S~--er:~~~a "~ ~~ .. bl emeri~e 
hacer la muest.ra no-funcional. 

l...a f'uncionalidad de las t.errñ1nclle~ ~-nerviosaS._ c;pbJ_!'lo de 

est..udio) contenidas en la preparación. fue .evidente, ya que 

conservaron su capacidad de capt.u'.ar. almacenar 'y liberar GABA 

eomO respuest.a a--un- est.1.~ul_o ___ ~!':~~~rizant.e de~ndient.e del ca·· 

ext..racelular, como se mti.es~ra e~ la:s gr-¡~i~-~; 1. y -7º~-



Las drogas· muestran una .gra!" solubilidad. y son fáciles de 

difundir en agua. Lo .que auna.de) _a'. la corta latencia observada a 

una respuest.a' dada nos h3ce: ~uponer· qu_e las concentraciones 

alcanzadas ·de .las -drogas en ef espacio· s1nAPt.~co son similares a 
· . . :, 

las pr_esentes en el· medio de perfusión~: ... 

Es l mportante mene! onar que la compOsición normal del medio 

de per~usión es muy similar al fluido ext.racelular y en el caso de 

la soluc16n que contenl a al to pot.asi o se mantuvo el prpduclo 
\ .' ... ' , 

CK"J[Cl."J constante con la ~·Sol uC1 on. normal y Ja 

osmolaridad se compensó con sacarosa. Con lo ·qu.e_ ~e evi l6 cambios 

osmóticos de t.onicidad que pudief-3.n :af'eC"tar y dat'far la 

preparación. alterando su respuesta. 

El uSo de rebanadas finas de 300 µm de grosor nos permi lió 

una adecuada difusibilidad de nutrientes y de las drogas a todas 

las terminales nerviosas y cuerpos de las neuronas posináplicas. Y 

por otra parle la rebanada es Jo suficientemente gruesa como para 

conservar buena parle de t.ejido no traurnat.izado por Ja disección, 

lo cual reduce mucho este factor CCohen • 1974). 

Se prerJrió lrabajar con rebanadas de cerebro ya que en estas 

conserva la organi2aciOn anatomo-func1onal de la lertninal 

GABl1.1:~rgica y Ja neurona dopaminérgica. En cambio con sinaptosomas 

se píurde esta crgani:z:ac1on y por tant.o c.-1 esclarecim.ienlo dt"l 

p.l.f:'t:'l de la dcp3nu.na sobre la libe:acion de GABA en la p<1rs 

reliculata encontrando dificullad en alcanzar los objelivos de 

La d1f1cult.ad en la medl:C.i6n:de .. }~· 1.i'beraci.6n,dc.GABA en las 
.,. ' ' ~ .-. . .'• 

term!nales. neÍ-viosas ;e~t..r~,~~- en -f.iétores que dependen del sistema 

y de Ja met.odologla emple~da. ,·~árnoS- .. r,ne'1~i·onar los siguient.e:;: 
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caplura qlial ~de :GAS~¡ metabolismo de la marea, homolnt.ercambio. 

capt.ura y est.imUlá'clón 
, .-:-· ,_ < _,,._ 

empl_eada. A cont.i nuaci 6n 

sen:al aremoS' ce~~- s~-~-ri\.i.~imi·i·a;c,~. estos tact.ores . 
. ·> 

se~- sábe- -qü~::--1~'/~ii~a .1-~,L8r~1 ene en el proceso de reeapt.ur a de 
'·: ·->.' ·- ::.-' 

GASA en· es~·a --~:e.Qi~-~- .d~i- cerebro y la.s t.errninales presináplicas 

CHenn y··Ha~er~;r:·~,,,·,;;-:ú~71:)"; proceso mediante el cual las terminales 
•. ;" -~- ~: p E ' 

incor-por_an-,·); af~é-~~~r,-_._:: y liberan el neurot.rasnúsor marcado 

radiact.(Vamé.nl~-;:(d¡u'~~:~i;~ la eslimulac16n CF'agg y Lane, 1979). Las 
;·~':.;: .. ·~- _; 

~~~ul'a_s_:;,~~1·~:~~-~.~t~:~--~~~--· capaces de liberarlo bajo determ.1nadas 

condiC.toriH··corregoj-"i978). Por ot.ra parle el amlnoAcido ¡1-alan1na 

es un,,po~~n~;:~'.ln~fbfdor de la cap~ura gll"I de GASA pero no de la 

c~Pt..~~~--:~,~~b-~~~~~~i:;: _do_nde su pot.enci a e-s menor C Johnst.on. 1977; 

B~e~n~-~; ~i,~1.ca.';;;t,-11)--. · -19?0:>. 

~l_'i~~?::-~:-::.::~~~-· radi act..1 vo 
t.~;int-~·~i~:·;~·::·Pr~i nApt.icas 

-p;-~~e~~Ía de (3-.alanina. 

Para evi t.ar el e-rect.o de la. capt..ura. 

sobre la liberación de éste en las 

se realizó el marcaje radiact.ivo en 

Una ve2 rec:ap~urado el GABA se met..aboliza r~pidain&nt.e por la 

enzima GABA-t..ransarntnasa CGABA-n en 1Jn proceso dinAnúco de 

s1ntesis-almacen-l1berac10n-recaplura-melabol1smo CSellstrom. e~ 

al .• 1975; Bernart.h y Zigmond. 1988). Debido a est.o es necesario 

asegurarse que la marca radiactiva corresponda a GABA y no a uno 

de sus me-tabolitos y est.e efecto se min!Jniza usando un 1nhl-bidor 

d~ la enzima GABA-T que es el Acido am1no-o:<l-acét1co ~l agreg~r~o 

a los medios de 1ncubac10n y de perfusión. Adem.\s esle Acido es un 

pobre inh1b1dor de la captura y l1beración de GABA CSnodgras5 e 

Iversen. 1973). 

El sistema de capt..ura que sirve para el ma.rcaje de las 

lerrninales nerv1osas puede activarse al ser estimuladas con alto 
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pot.asio y modificar la medición de ia: -·liberaciOn- -, de GABA 

radiacl.i vo. El bloqueo de la recapt.ura de:·G~-~ s~.'--p_Uede .re.:i:li::!'!ar 

si se usa acido nipec6l.ico que es un ir:i_h_ib_i.~or-, no ·compe_t.it,.ivo.-
<-.. ·:-. ·--· 

Droga que no inhibe a lils damas. en:Z)·mas- .·· ~ü-~:· i~-~~r-~lené'O· en el 

met.abolismo de GABA CJohnst..on, et.-_.a:i.·-~-19('6)--_ 
' • • - • ,· Co- -~- - ,'. < _: :; ' • ' 

Como se menciono ant.eriormen.t.e hay ¿r:-;;~ ·~né_fas~ q:e ·i-~ducir ia 
liberación de un neurot.i-asmisor·--ée:1éct.~'ic;~~~r~1·~~~:·p~.laS16· Y·-. P?r 

verat.ridina). Aun cuando la est.imu13.Ci.6~--,~el'é~t.rf'é~ ~-~s·:. la t.éc~i'Ca · 

mAs Usada present.a seria?i dÍficu_l_~ad;~.:~~-~ ~¿~·~.~-n- --~~-'--ma~-~e~~';_ ia 
est.imulación por un t..iemp() 'pr.Olongá.do'·' lo ';·~ua¡;_~ · c~~11~}a -a:_: urya 

polarización de :los._ el~i.rod~ :·~>'~.:·~;{~ -/~-r-il'~~-~;~· -~~;:~l~clr~l1t.~s. 
cit.ot.6xicos qúe pueden provocar ~-~~~t.-~ ~~-{~i;~~----iOrr~~~. 'ú;)7Q_:,-. _E:rl 

. , ' -. ; :: -._·_ ·:-- '· : ... 

cambio· ccin 1-a e~\.i m~laC~ 6n __ con_ .. , al\-~-: P?t.aS:i·C?· se· puedé ·~nt.erier 

duraf',t.~,-:,_·_~u~-- Perf~o- p~-olc:>ngado sin daf'iar- ,,_la. Pr:-eparaci6n 

CFrar;kh~~e~. y~ M~~ d~r. 1992). -co·_La :·~~-o~~~nt.r:~Cióñ_·-'tju~- --~~a~O-S · ~d: 
"pot.asio_ .s'e _encuentra de~t.r_o .de_ la._mAxi~ concent.rac:~6n acept.able 

por el s_lsle!"'a. CSykova, 1980) .· L.as 

.conceñt..raci.oneS a'rriti"a-de la usada.en nuestro s_ist.ei:i:ia experimental . 
pueden provocar dano. ya que n6 mantienen la l.onicidad del medio y 

pueden provocar l.amblén ·1a movilización de GABA de c'omparLim.icnt..os 

cit.oplasmát1cos y gliales que se marcaron radlact.ivamcnt.e CFagg y 

Lane. 1979). La t.onicidad del medio se consi:?rv6 al mantener el 

product.o rK•l [Cl ºJ conslanle. 
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2. - Liberación basal vs liberación inducida por alt-o -Pot.~Sio. 

Los result.ados de las grc.Íficas 1 y 6 muest.ran las c~ridiciones 

de la respuesta esponlá.nea y de liberación con alt.o pot.aslo ~n 

rebanadas de suslancia n1gra. Aunque los dalos son cOcient.es 

relativos. cabe deslacar 2 hechos. Primero existe una di.ferencia 

clara en la liberación basal en rebanadas de SN pars reliculala de 

ralas normales en relaclOn a las ratas denervadas. Las rebanadas 

de cerebro provenient.es de rat.as normales liberan aparenlement.e 

más GABA que las denervadas probablemente por una iní'luenCia 

t.6nica eslimulalor1a de la dopam1na que se evidencia durant.e la 

denervac16n. Segundo la liberación inducida por K• es sim~lar en 

ambas casos, pero debido a que el procesamiento de dat.os._impllc::=a. 

reslar la liberación basal los cambios debidos a la ausencia .. de -

dopa mi na no son evi den t. es. 

puede en estas condiciones representar una libera~ión de_s~lios,no 

espe-clficos COrrego. 1979 ). En t.ant,.o_ que .la _ºi'nd~~ida :al.t.:ame~le 
- --. . - . -

dependiente de e-alelo repre·sent.a li'-liberación<-de'-.~GAB·A_ dÉtl. -pool 

vesicular. Por ot..ra part..e la liberación muest.ra a mueslra fué 

homogénea en general en_ l-odas )as cámaras, "ya ,que el cociente ·de 

la fracción de la li beraciÓn oSciló alrededor de uno, -~anto pa·ra 

muestras expuest.as a potasio como aquellas que no se expusieron a 

1( y con o sin denervación. Est..o nos indica que las ·condiciones 

experimentales fueron las mismas para t..odas las muest..ras, aún ·las 

que recibieron est1mulaci6n, lo que permitió establecer al a2ar 

los grupos control y experimental. 

Si nos fijamos únicamente en los resultados de 13 gr,Af"ica 6 

encontramos una diferencia en las liberaciones para rebanadas de 



SN'R normales y denervadas. En rebanadas de SNR de ratas normales 

hay una mayor liberación que en rebanadas de SNR de ralas 

der.ervadas. Esto se debe a que en ralas normales existen dendritas 

dopaminérgicas funcionales y debi,do al fenomeno de homoinlercambio 

hay dopam.lna en el medio, la cual pued~ act.ivar los receptores 

presináplicos D1 present.es en las t.erminales GABAérgicas 

estimulAndolos para pr~ucir una facili~aci6n de la liberación de 

GABA. Resulta diflci.1'.· ~nS3.'.r· q~e· la dopamina. genere esle tipo de 

respuest.a o sea· qú~'::1~'.::d~~,~min~ m"oo.u-la la. liberación de GASA a 

través de los ·rec_~~~~:~~~·;;~:.-··p;~~J..~ePÍ:icos. y de ~qui es mAs dificil 

decidir el ·P~.pe-~ Qu~:·:,:J~é?.a :e~·~1~_,_par:-,s re~iC;~l~l-~_. y ~r ,~nde' en la 



3.- Ooparnin~ endógena~ dopamina exógena. 

La dopam.ina ex6gena parece no modJficar la liberaciOn de GABA 

en ralas normales Cver. gráfica 2) y por lo tanto resulta dificil 

deducir el papel de la dopanúna en la pars reliculat.a dtt la 

_sustancia nigra_ de la rala, aun cuando se conoce la existencia de 

receptores 01 , sin embargo se puede est.abl ecer que la dopam.1 na 

exógena y la endógena estimulan la liberación de GASA en base a 

los dalos experimentales que a continuaciOn se menc1onan. 

La dopa mi na ex6gena a la concent.r aci On usada C 1 µt-0 no 

mocHficO la liberación de GASA producida con 1' en rala normal 

(ver lado A de la gráfica 2). Esto podria ser resultado de que no 

s61 o se 11 ber e GASA si no tambi é-n se 11 ber e dopami na end6gena de 

las neuronas dopam.inérgicas que proyect..an a la pars reticulat..a, lo 

cual posiblemente enmascare el efecto de la dopam.ina exógena, como 

lo sugiere el efecto de la dopam.ina en ralas denervadas CArbilla, 

et. al., 1981) Tomando en cuenta que en condiciones de no 

depol ar i zaci On no hay dopa.mi na en el si slema y que 1 a dopa.mi na 

ex6gena puede activar los recept.ores dopam.inérgicos puede 

entender que la dopa.mina ex6gena C100 µM) facilite una pobre 

·liberación de GABA en rala normal C~er grAfica 7). En cambio en 

rebanadas de SN dener vadas. la l 1beraci6n de GABA es 

apreciablement.e mayor y puede ser bloqueada por la aplicaci6n de 

SCH-23390 C10 µH) como se observa en la parle inferior de la 

grAfica 7. Tal efecto racililador se puede explicar si se 

considera que se activan receptores D1 y por aNadidura 59 pres~nta 

el fenómeno de supersensibilidad de receptores como en casos de 

lesiOn -CUngersled. 1971 ª'. Dichos fenómenos incrementan 

grandemenle la liberación de GASA de las lerrninales nerviosas 
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GABA&~gi c~~ .. ~·~~ .·.~~:~·~·.&rl ·>.s.e . puede: ob~ervar en el 1 ado B de la 

grAf'i~a'. .. 2·, e·~·-.. ~1.'.··;·~~~·.·:··i~~ialamenle después de la aplicación de 

d0pa~.ra "~:~~~~-a~~·,;~-y~::-"un":··~ran incremento en la liberación de GASA 

el cUal ~~·-·~~t..~~ a lo. largo de la aplicación del pulso de 

~-? 
El: es~udi o del efect.o de la dopami na sobre la 1iberaci6n de 

GABÁ se ha:.lleVado a cabo usando antagonistas y agonistas como el 

.h~l6perJ.~~~ y la apomorfina que son drogas que desactivan o 

act.ivan a los dos t.ipos de receptores CSt.oof y Kebabian, 1982). 

Pero por su lnespecif'icidad no se usaron en el prosent.e trabajo. 

aun· cuando se ha encontrado que la apomorf'ina inhibe la liberación 

de GABA por la dopamina endógena CArbilla et al .• 1981). 

Los resultados de las grafica 3, 4. 5 y 7 nos ln~ican que la 

facilitación de la liberación de la dopamina en rata denervada fué 

bloqueada por la adición del antagonista selectivo de los 

receptores D1 SCH-23390 y el ant.agonisla de los recept.ores De 

sulpJ.ride no tuvo ningún efecto sobre la liberación de GABA. Lo 

cual se puede explicar por la existencia y funcionalidad de los 

receptores D1 en la pars ret.iculata de rala denervada los cuales 

al ser act.i vados por 1 a dopa mi na endógena facilitaron la 

11~eraci6n de GABA y el bloqueo de aquellos por SCH-23390 produjo 

una inhibición de esta. Se puede menc1onar de paso que lodo eslo 

nos indica la ausencia de receptores D2: modulando la liberación de 

GASA. 

En rebanadas de ralas normales y denervadas se esludio el 

efect.o de los receplores 02 sobre la liberación de GASA, ya que se 

sabe que se localizan en el soma y en las dendrJ t.as de las 

neuronas dopaminérg1cas y se les asocia con el control en ol 
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disparo· neuronal CAgnajanian y Bunne~, 1977). Y que al ser 

act.ivados podr1an inhibir la liberación de' dopamina endógena. la 

cual modificarla de una manera análoga la liberación de GASA. la 

que 'est.ar1a modulada por los recept.ores D1 pres.entes en las 

terminales de la via est.r.ialo-nlgral. Aqu! radica la supuest.a 

explicación del erect.o de sulpiride e.ver gráfica 5) que incrementó 

la liberación de GASA en rat.as_normales. Lo cual se debe a. que 

bl oque6 los receptores De , conducl ende por t:ant.o a una may?r 

li~raci~n ~e_ doPamina y _ésta_ a su Vez produjo una est.imulaclón de 

los receP_t.o~:es ~1. -·9ef!_erando una -!?lª)'or salida ~-ª · GA_BA~ Los 

- resuJ·(a-dOs del· lado ·A de' Ja" ·gráfica 5 apoyan Ja suposición antes 

dicha: ya que.no _se observó increment.o o modifica~lon-algu!"a en Ja 

·l~bef_-~~¡~¿;L:;~~<~~" ~-~~ la SNR de rala denervada por···--&recL·o de 

---~-~~d~_f?_-/'S_'~-~-p~-~'id~---~_al<mectio- de perfusi6ñ. e"n-· el -t.(e~P~ y a la 

"concerit.racl· 60 
;-_, -,-,_;·'·· ··.:;;;,< 

que·-: se se~al a· en la parte cor respo~di en le de 1 a 

gr_At'i e~ ~-~:,-~ 

·,~6~\~},_ cOnlrario, dela gráfica 4· se puede most.ral_"' la evidenle 

inf'luencla caract.erlstiea de la drajá SCH-23390 sobre Jos 

r:_~e~_t.ores __ D1, es decir aqui se eneont.ró· el efecto inhlbilor!o de 

la droga o bloqueo de la acción de Ja dopamlna endógena Cparle A), 

Para su corroboración podemos mencionar que SCH-23390 no modiJ'icó 

la liberación de GASA, como se muestra en los resulla_~~- -~-·J.a_~;-

parle B de la gr~fica 4. Est.o e~ posibles~ suponemos que ~ebido a 

la eliminación de las dendritas dopam1nérgicas de la pars 

retJ.culat.a no hay llber-aci6n de dopamJna '!?nd6gena y por t.ant.6 no 

se observa ningún efecto al a.ifadi r el antagonfsla de . Jos 

receptores D1 sobre la l i beracJ ón de GASA. 

La anfetamina, quo es una droga que moviliza dopamina de 
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compartJ mienlos .int.racel ul ares. produjo un aurnenlo en la 

11berac16n de GABA en rebanadas de SNR de ralas normales. efeclo 

que ·rue bloqueado por la droga SCH-23390 Cver gráf1ca 8). Pa.ra 

explicar dicho er~cto pensamos que la dopanuna movili2ada estimuló 

receptores 01 rac1litando la 1iberdc10n de GABA. Los resultados de 

la misma gráfica pero para rat.as denerva~as refuer~an al hecho de 

la modulación de Ja 1iberac10n de GABA por la dopam.ina. si se 

t.iene en cuenl.a que con_ la eliminac10n -de las dendritas 

dopamJ.nergicas del sist.ema se elirnJná- :ia· _ .fuenle __ de dopam.1na 

endOgena posible -de mov1i12~r~. y,..::~r.··10-,~~.,~e ~"~n,_ r·:t.as. denervadas no 
·~- 1 .··. ·.· ':-.. -, ·":' ... ·, .. - . 

se encontró ningún efecto de-la aplicac16n_d·e .Ja-.anf'elanúna. 
• - - , ' o- : . - : •. : : . :: - ._.:.;: - ~ 

El mecanismo sul;>yacE-nle __ . madi ant.e".-~el· ,.>cUal el receptor 

facilita la Uberación del ~-~uroi:-r~i'lt~~~i~~- .P~rma.nece todavla 
.. · ,, . : '~-,· 

01 

Sln 

esclarecer aun cuando se .sabé-'-.-que i'~ :eSlimU1aci6n de los 
>"·_. '':_:.,_ ·-: .-.'·> 

receptores 01 aumentan la·acl1v1dad-,d&·1a_:adenilato ciclas.a. en Ja "-:-- .. __ ,., ,, :-< '. -._ 
sustancia nigra y 1a ... form3.C16n·_·de AHP'etelico el cual es posible 

que esté involucf-ado "~-~ .¡:~. ~~::;ori.!'a·;~ón 'de prot.elnas asociadas a 
. . J -, 

las ves1culas s1~~pticas~'.,en_~.for~. particular Ja sinapsJna y Ja 

proteina !II, esta· f'osf"or-11ación es quizás Ja responsable de la 

liberación fac111lclda C'WaJaas ·el 31 •• 1909). 

Por otro-·Jado· algunos. est.udios han encontrado qu9 la 1-dopa 

que es -un--:olgeñte ~ntiparkinsonJ.ano facilita Ja 11beraci6n de GASA 

en la sustancia nigra por activación de receptores 01 y estimula a 

la. desc4rboxil;1,sa del acido glutamico <GAD) en Jos ganglios 

basa!es de los pacientes con mal de Parkinson CLloyd y 

Hor nyk1 ew1 e::, 1976; We1 ck, et al. , 1990). lo cual sugiere que la 

act1·..-ac1on de los receptores Dl est.A involucrada en la síntesis de 

'3AEA. afectando 1.:t sinlesis de Ja enzima 11mit.ante que- &s: la GAD. 
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Queda eslo por resolver,-ya Gue ño está. claro el papel de los 

receptores D1 en el cont~01. de la síntesis de GASA. 

0e 1os receptores P~ra0/1a ·d~pamina. los aut.orreceptores son 

mAs sensibles" a los agonistas' que los receptores posinaptJ.cos 

CSkirboll. 1979) .. 1~- -¿é-~eÓ~J.bi"Íizac16n es un f'enómeno que se 

presenta por. exposición pi-oi'ongada del receptor al agonista CGoth. 

1984); en el caso '!=le los receptores dopamin&rgicos 01 no se 

present.6 e~le fenómeno durante los 32 minutos de exposición. 

La funcionalidad de' los receptores Dl en la sust.ancia nior.a. 

radica en que la activación de eslos conduce a una liberación de 

GASA en la pars ret.iculala de la sustancia nJ.gra. El sistema 

dopam.inérgico nÍgroest.rialal produce o ejerce control sobre el 

sistema GABAérgico eSt.riat.onigral a dos nJ.veles que son el soma 

donde-la dopamina aeLiva a las neuronas GABAérgJ.cas en el estriado 

y el presinAptico donde estimula la liberación de GABA. Por otra 

parle los recept.ores D1 parliclpan en la generación de conduelas 

eslereolipadas en las que eslán involucradas deficiencias en el 

sistema dopam.1 nérgicos donde la coact..1 vaci ón de los receptores 

dopaminérgicos Dl y D2 provocan una respuesta potenciada evaluada 

conduct.ual menle conocida como conduela eslereoli pada que- i ncl uyu 

aeiealarnienlo. hiperactividad, conducta exploratoria. ele. Si se 

admJ.nist.ran solament.e agoni!>las para receptores ce la respuesta 

observada es de un incremento de la act.i vJ dad mol.ora pero no 

presenta estereolipJ.as, como sucede con la administración de 

agoni sl.as D1 Ahora bien si se administran ambos agonistas soo 

proouce un pat..ron-· -ariáloijO- cOmo e1 que se presenta con la 

aplicación de apomor·~i na. Aun cuando se ha observado que 1 a 

administración de agoni._"Slas ce. genera un patrón parecido a la 
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estereotipia, este es fuertemente potenciado si se ·aplican también 

agonist.as 01. Los antagonistas de los r~ep_t.ores 01 como el 

Sr:H-23390 aumentan la act.i vi dad d:e las neurOnas dopaminérgicas 

CMereu, et.. al., 1986), l-a e)cp~ic:a·cióO:.se.'.dá porque el SCH-G3390 

bloquea los recept.ores 01 d;;'· las t.erminales GABAé::gicas 
·,·';· .. 

di sm.i nuyendo con es to la 11 ber :ici 6n d.0_ · GABA lo que equi val dr 1 a a 

un aumento de la actividad de .las: neur:o_nas dopaminérgicas. Aunque 

se sabe que la apormorfina iOhi-be- la'.·.-:_~ct.1vidad de las neuronas 

GABAérgicas de la pars ret.iculat.a--~ener_vada con 6-hidroxidopamlna 

CWeick y Walters, 1987). Lo anterior· lo Podemos resumir diciendo 

que los receptores 01 mlmet.izan i_a accf6n de la apomorfina, pero 

no los receptores D2 o con et.ras palabraS 12'. apomorfina- act.iva 

preferencialment.e los receptores Dl. generando un alimento da .la 

liberación de GABA. Este úl limo efect..o se produce como r'esui't.ado 

de la accion de los agonistas de los re.ceplor·e~:.-oi;·y·~·C'.'· .. c:Ual nO s.:: 
tiene con los receptores 02. _ t~·~/:_~}-· .. , -,. 

La acción de la dopanúna a los dos ~nr'Veies'. 2:~e~·Ci0Íl~dos'. 

anteriormente implica un doble cent.rol en ei····~~·~·~i\;~·~~{:7f.:~'~¿,~~:Ji·-iL-. 
~. ·;.~:. ,-., -·--~; ·' 

acción de la dopam1na en el estriado al· -s9f.'·.- ·ácl.lVildO'S -'los 

receptores Dl en la sust.anc1a nigra o se3. ~~~:·::~~:i~~--~~,;~~/~:'.,,-'·e~-:paso 
··",:. :•'.:,-:,e'•',,.,_,: , 

de la inf"ormac16n a Lravés de- loS~· Sist~~-~ ~ºq~~~-~-·g(c;_~~-1/~!!_~i-~_a_;f~ 
'. - ··;·.".:' . ''. < '-:-~ ... ·' 

nigral. por lo que los recep.t.ores- 01 }~u~~.er\ r-est.11\ar, muy 

importantes CRoberst..on y Roberston, 1987~. 

Según los resul !..ados de es le· lrabaJo. :es probable que en olrO':i 

sislemas similares a los ·que se encuenl.ran ~n l'a.-·pars ret.iculata 

Cde or1gen estriatal como el núcleo ent.ope.duncular) los receptores 

Dl controlen la liberación de GABA ~jerc.iendo un segundo cent.rol 

an:t.logo al q~e se eni_::Uenlra ':11: f~·suSt'ancla nigra. 
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COllCLUSI ONES. 

1. - La liberación de GABA en la pars ret.iculat.a de· la sustancia 

nigra est.a modulada de una manera directa: 'por -.:lo~:. r~7ept.'?re~. 01 

presentes en las t.erminales GABAérgicaS. 
..·-· . 
"·:·::< . 

~~~L-<ra~~ de los 

aut.orrecept.ores te que regulan la i1be:r¡~·{\!>~·(::,'.d~::~-~~~~ina .. de las 

dendrit.as de las neuronas dopaminérgicAs. ~·. 

:~-·.-:':<<~---· .. _-:_~:-

3. La dopamina endógena liberada de _la
1

S/'_de"ridr1:~~~ ·-~s capaz de 

modular la liberación de GABA a t.raves de _.,;St.o~·, re.~epÍ.:ores. 
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