«3

a-(@j“
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS PROFESIONALES
ZARAGOZA

“CONTROL HISTAMINERGICO DE LA LIBERACION DIz
GABA EN LA SUSTANCIA NIGRA DE LA RATA”

T E S I S
DE INVESTIGACION PRESENTADA POR:
FRANCISCO JAVIERLPﬁZ BERMUDEZ

PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

1998
IS O PIANAGE
FALLA DE ORICEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



- AGRADECIMIENTOS

Al Dr Benjamin Floran Gardufio mas que un director, un amigo,
por haber contribuido a mi formacion profesional

Al Dr. Jorge Aceves R. por las facilidades prestadas para la
realizacion de este trabajo.

A mis sinodales de tesis por su valioso tiempo dedicado a este
trabajo, pues sus atinadas observaciones fueron consideradas

M. en C . Benita Mendiola Garcia.
M. en C. Evangelina Lopez Nieto.
M. C. Alﬁada Garcta Lopez
Q.F.B. Estela Valencia Plata
Dr. Benjamin Floran Garduiio

A todos los compafieros det laboratorio 13 del Cinvestav, a
quienes agradezco sinseramente su colaboracion.

Al Sr Constancio Franco por su gran colaboracion en esta tesis.



DEDICATORIA

A mis padres con respeto y admiracién por haber sembrado
en mi el deseo de ser mejor

A mis abuelos, heramanas por apoyarme
incondicionalmente.

A Leonor Floran por su benevolencia y carifio recibido.

Amis tios Luist y Pedro Vargas por sus consejos y
ensefianzas como un ejemplo de tenacidad a seguir.

™



INDICE

Y
.

Introduccion

. Historia de la Histamina

. Quimica de la Histamina

. Localizacién y Distribucién

. Sintesis y Metabolismo

. Efectos famacolégicos

. Histamina en el SNC

. Receptores Histaminérgicos

. Histamina en los Ganglios Basales
. Dopamina en los Ganglios Basales
10. La Sustancia Nigra

11. La Enfermedad de Parkinson

o GO =~k aN e

I Planteamiento del Problema
1II Objetivos

IV Hipétesis

V Material y Métodos

1. Estrategia experimental

2. Experimentos de liberacion
VI Resultados

VI1 Discusién

VIII Conclusiones

IX Bibliografia

27
28
29
29
30
34
40
42

43



I. INTRODUCCION

1.

HISTORIA DE LA HISTAMINA

Los animales y vegetales contienen una sustancia orgénica que esta presente en los
tejidos, estimula las secreciones e interviene en la actividad de los vasos sanguineos y
se conoce como histamina. La palabra se deriva del griego. Histo, tejido, y la
terminacidn amina : compuesto organico que contiene nitrogeno, es la amina de los
tejidos ’

Estos conceptos fueron avanzando con mucha fuerza, hasta ahora, media centuria
después, en que es evidente que la histamina endogena esta involucrada en diversos
procesos fisioldgicos, aparte de la reaccion alérgica y la inmunidad celular Ast la
histamina participa claramente ei la regulacion fisiologica de secreciones gastricas y
esun neurotransmisor quimico que modula la actividad cerebral (Douglas, 1980).

No fue sino hasta 1927 que, Dale, Dubley y Thorpe, aislaron histamina de muestras
frescas de higado y pulmén estableciendo que es un constituyente natural del
organismo demostrandose, ademés, su presencia en otros tejidos.

La histamina fue sintetizada en 1907 por Windaus y Vorgt a partir del acido
imidazolpropiénico. Entre 1910 y 1911, Sir Hemry Dale y Laidlaw, realizaron
intensos estudios farmacol6gicos de Ia histamiina descubriendo que estimulaba la
contraccién del mdsculo liso y que tenfa una gran accién vasodepresora (Roth &
Tabachnick, 1980). Durante muchos afios esta amina fue el centro de estudio de la
farmacologia, descubriéndose que ocurre una liberacion en el organismo durante una
reaccion de hipersensibilidad (alergia) y en {a inmunidad celuiar.

Para lievar a cabo su funcion se han descrito dos tipos de receptores: los H; {Ash
and Schild, 1966, citado en Hill, 1990), y los H; (Black et al, 1972, citado en Hill,
1990} En 1983 se agregb un tercer tipo de receptor: el Hs el cual se localiza
principalmente, a nivel del sistema nervioso central y parece ser un autorreceptor
(Arrang, 1983), lo mismo gue se le ha asociado al control de la liberacion de otros
neurotransmisores (Arias Montafio y Serna, 1996).



2. QUIMICA DE LA HISTAMINA

La histamina tiene una formula (CsHoN3) y un peso molecular de 111 {ver figura 1).
Cualquier modificacion de la estructora de su molécula hace disminuir o suprimir la
actividad farmacologica y fisioldgica, asi, por ejemplo, la I-metilhistamina es
ligeramente activa y la 3-metilhistamina es inactiva. Hay también una relativa pérdida
de actividad de los derivados por sustitucién del grupo aminado como la monometil,
la dietil y la trimetil histamina (Walter, 1976).
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Figura 1. Férmula estructural de la Histamina.

3 LOCALIZACION Y DISTRIBUCION

La histamina se encuentra ampliamente distribuida en el organismo, su concentraciéon
varia en las diferentes especies, en el hombre las concentraciones mas elevadas se
registian en los pulmones, la piel y el estomago (ver tabla 1),



TABLA 1

CONTENIDO DE HISTAMINA EN LOS TEJIDOS HUMANOS

CONTENIDO DE
TEJDO HISTAMINA
(

Pulmon 33+10*

Mucosa (nasatl) 156

Estomago 1440.9%

Duodeno 1440 9%

Piel 6.6 (abdomen)

30.4 (cara)

Bazo 341097

Ridién 25412

Higado 224076

Corazon 164007

Tiroides 1.040.13

Musculo Esquelético 0.9740.13

Tejido nervioso central 0.2

Basadn en datos de pp Von Arsdel y G.N. Arch Intean Med, 106; 192, 1960,

*mechia error cslandar.

Finalmente, en el Sistema Nervioso Central las concentraciones de la histamina son
relativamente bajas en comparacidit con otros tejidos, la fimcién central de ésta no esta en
duda y claros son los efectos que producen algunos antihistaminicos como son la
somnolencia y algunos de ellos, se usan contra ef vértigo, la nausea y el vomito
{Douglas, 1980 ).



4. SINTESIS Y METABOLISMO

Como puede observarse en la figura 2, dicha sustancia se forma por la
descarboxilacion de histidina a nivel intracelular. Esta reaccion es catalizada por la
snzima histidina descarboxilasa que requiere fosfato de piridoxal como coenzima y es
especificamente inhibida por o~ metilhistidina (Walter et al., 1976).
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Fig

ura 2 . Vias biosintéticas de la histaniina.

La histidina descarboxilasa existe en los mamiferos en dos formas conocidas como
especifica e inespecifica. La primera es inhibida por la metithistidina y se cree que
es la de mayor importancia fisiologica. Estas enzimas difieren de las demnas por su
pH opiimo, su Km, la especificidad del sustrato y el efecto producido por ihibidores
{Siegel, 1989).

Existen varias rutas de degradacion de ]a histamina, siendo la principal de ellas la
desaminacion oxidativa catalizada por la diaminoxidasa. Ahora se sabe que Ia
diaminoxidasa la convierte en imidazol-4-aldehido (reaccion 1), un metabolito
inestable el cual es convertido en acido imidazol -4-acético (reaccion 2) por la
<antinooxidasa o fa aldehido deshidrogenasa (Roth & Tabachnick, 1980). La
desaminacion oxidativa de la misma puede ser inhibida in vitro por la amino
guanidina y algunos derivados hidrazinicos. En forma similar en el hombre, el
catabolismo de Ja histamina con formacion del acido imidazol-4-acético y su derivado



1-metilado ha sido inhibido maxdiante aminoguanidina e iproniazina; Esto refleja la
participacion que en el hombre tienen las dos enzimas: la monooxidasa y la
diaminooxidasa, en el catabolismo tanto de ella, como de sus derivados metilicos
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Figura 3. Rutas metabélicas de degradacién de la Histamina,

5. FFECTOS FARMACOLOGICOS

Los efectos farmacolégicos, més importantes, se observan sobre el sistema vascular,
las glandulas exocrinas y las fibras musculares lisas. También es importante la accion
de esta amina: sobre el corazén, la musculatura estriada, la hemodinamica renal, la
reproduccion, la médula suprarrenal y en la transmisién neuronal, que mas adelante
trataremos a fondo { Roth & Tabchnick, 1980).

La histamina administrada por via oral no ejerce practicamente ningun efecto, pues
ésta es alterada por las bacterias de la pared intestinal y el higado; Sin embargo, si es
aplicada por via intravenosa en una dosis de 0.lmg/kg de peso, de fosfato de
lustamina, provoca una subita disminucion de la presion arterial, aceleracion de la
frecuencia cardiaca, elevacidon de la presion del liquido cefalorraquideo,
enrojecimiento de la cara y cefaleas. Asimismo, se produce una estimulacion de la
secrecion gastrica de acido clorhidrico. Todos cstos efectos persisten sélo unos
minutos {Goth, 1980).

5.1 NEUROTRANSMISION Y SISTEMA NERVIOSO

Hasta este momento se esta estudiando su papel en el proceso de la transmision
nerviosa. Existen evidencias de la existencia de neuronas histaminérgicas, se ha
demostrado un efecto alertante, excitante o despertador generalizado (Walter, 1976).



Ss probable que la histamina desempefie un papel importante en la funcidon neural. El
cerebro tiene receptores pasa esta amina y también posee enzimas para su sintesis ¢
inactivacion mediante metilacion. Se ha demostrado un efecto estimulante sobre la
actividad de las neuronas gangiionares ( Arias Montaflo & Serna, 1996). Asimismo,
se sabe que libera catecolaminas en el feocromocitoma. Los firmacos usados para el
parkinsonismo y los antidepresivos triciclicos son antihistaminicos potentes
{Richardson & Adams, 1987 ).

5.2 SENSIBILIDAD Y TOLERANCIA

En los animales los efectos de la histamina varia segan la especie y las diferentes
acciones. E} hombre es extremadamente susceptible a sus efectos y no existen pruebas
de que la administracién repetida de ésta modifique la respuesta original a esta
sustancia pues no altera la secrecion géstrica, la motilidad intestinal o presion
sanguinea (Bowman & Rand, 1985).

5.3 TOXICIDAD

Los sintomas de la intoxicacion histaminica pueden predecirse con facilidad,
tomando en consideracion los efectos farmacodinamicos. El resultado es una caida
violenta de a presion arterial, la cual se acompana de vasodilatacion generalizada
con aumento de la temperatura de la piel, cefalalgia v trastornos visuales La
estimulacion de la musculatura lisa trae como consecuencia constriccion bronquial,
disnea y diarrea, vomito y un sabor metélico en la boca. En los casos criticos, puede
producirse también un estado de choque, siendo indispensable tomar medidas
oportunas para contrarrestar esta complicacion. En general, si no se lega al estado de
choque, el mejor tratamiento es la administracion de adrenalina. En los casos graves
los antihistaminicos no confieren una proteccion adecuada, sin embargo es poco
téxica cuando es administrada por via bucal. Aunque la histamina es absorbida
rapidamente, se destoxifica por acetilacion, asi como por algunos de los otros
caminos metabolicos antes descritos.

5.4 {JSOS TERAPEUTICOS

La amplia distribucion de la histamina en los diferentes tejidos del organismo,
sugiere que desempeiia alguna funcién y que pequefias cantidades de esta amina
podrian tener algin efecto terapéutico. Esto seria especialmente cierto si existiese una
deficiencia de ella en los tejidos, en el caso de gue se pudiera comprobar Se ha
utilizado este procedimiento en el tratamiento de varips trastornos reumatoides, asi
como enfermedades del sistema esquelético, otro uso ha sido en la cefalalgia, se
alivia después de una seric de tratamientos con esta amina. También han sido
tratados, con histamina pacientes esquizofrénicos, maniacodepresivos y psicoticos
involuntivos.



Los antihistaminicos tienen un amplio uso terapéutico. Estos van desde el tratamiento
sintomatico de los padecimientos de las vias aéreas superiores, la ilcera péptica, hasta
fos dafios centrales como son: el vértigo de Menier y la enfermedad de Parkinson.

6. HISTAMINA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La presencia y sintesis de histamina en el Sistema Nervioso Central (SNC) fueron
reportadas por Kwiatoski y White en 1943 y 1959; respectivamente. Sin embargo, fue
hasta fechas recientes cuando se demostrd la existencia de un sistema histaminérgico
en éste, utilizando anticuerpos especificos que corroboraron la presencia de la
histamina y de la enzima responsable de su sintesis, la descarboxilasa de histidina
(DCH) en numerosas areas cerebrates (Panula et al,, 1990). Estos hallazgos fueron
después confirmados mediante hibridacion in  sitw  con oligonucledtidos
complementarios para ¢l RNAm de la DCH (Arias Montafio & Serna, 1996).

61 INERVACION HISTAMINERGICA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

M e Las neuronas histaminérgicas, a semejanza
de los sistemas noradrenérgicos ¥
serotoninérgicos que tienen un  origen
preciso en el locus coeruleus y en Jos
niicleos del rafé respectivamente, tienen sus
cuerpos celulares Jocalizados en una
reducida area del cerebro y el nicleo
tuberomamilar del hipotalamo.

En el cerebro de la rata, donde se ha
estudiado  con  mayor detalle  su
distribucion, las neuronas histaminérgicas
se encuentran localizadas en cinco grupos,
denominados: E1 a ES. Los grupos E1y E2
se ubican en la region lateral del micleo
tuberomamilar; el grupo E1 esta situado
candalmente respecto al E2. El grupo E3 se
localiza en la region ventromedial y el E4
en la dorsomedial del mismo nucleo, en
tanto que el grupe E5 esté conformado por
neuronas dispersas entre los grupos E2 y
E4 (Wada, 1991) (Ver figura 4).

Figura 4, Localizacién hipotalimica

[ 3]

de los principales grupos de neuronas
histaminérgicas. ] 0
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6.2 VIAS AFERENTES Y FFERENTES DEL SISTEMA I'ISTAMINERGICO.

Las neuronas histaminérgicas reciben aferentes glutamatérgicas provenientes de la
corteza cerebral prefrontal, asimismo son originadas en el drea predptica media y el
séptum. Entre los neurotransmisores de las fibras provenientes de estas dos ultimas
4reas se encuentran: el acido glutdmico, la noradrenalina, la serotonina, la sustancia P
y el neuropéptido Y.

Por otra parte, las neuronas histaminérgicas proyectan a practicamente todo el SNC,
Jesde el bulbo olfatorio hasta la médula espinal. Esta inervacién se debe a fibras
ascendentes presentes en el haz medial del cerebro anterior y en la superficie ventral
del hipotalamo, asi como a fibras que descienden por la materia gris del cerebro
medio y la zona dorsal del rombencéfelo (Arias Montaiio & Serna, 1996).

Aunque la inervacién histaminérgica de las diversas zonas del cerebro es muy
heterogénea puede establecerse el siguiente orden en base al nimero de fibras
nerviosas presentes en eilas: hipotalamo>séptum y talamo>corteza cerebral > ganglios
basales > complejo amigdalino, colicules inferior y superior> bulbo olfatorio,

hipocampo, tegmento, bulbo raquideo, cerebelo y médula espinal (ver tabla 2).

Tabla 2

DISTRIBUCION DE LAS FIBRAS HISTAMINERGICAS EN EL CEREBRO
DE LA RATA Y DEL COBAYO

TA COBAYO

RA
Bulbo olfutorio + +
Corteza cerebral +4 +F
Hipacampo + ++
Ganglios basales + ++
Complejo amigdalino ++ ++
Séptum ++ ++
Talamo ++a++ +4
Hipotdlamo -+ it
Coticulo supgrior ++ +
Coliculo mnferior ++ +4
Tegmento + +—
Bulbe raquideo +a++ +a it
Cer-belo + +
Méua.la espinal + o

+ Densidad baja; ++ Densidad media; +++Densidad alta. ( Wada et al., 1991).

1




Figura 5. Distribucién de los principales axones histaminérgicos en el sistema
nervioso central. Tomado de Wada et al., 1991,

Los axenes histaminérgicos poseen multiples varicosidades, fa mayoria de los cuales
no rodean a fas otras céfulas neurales, sino que se encuentran diseminadas de manera
azarosa y difusa en el tejido cerebral. Mediante estudios de microscopia electronica se
ha observado que algunas de ellas establecen contacto con neuronas (somas, axones o
terminales), pero sélo unos cuantos de estos contactos muestran las caracteristicas
estructurales de una sinapsis quimica, esta carencia de contacto sinaptico ha
llevado a postular que en ¢l SNC Ia histamina es unr neuromodulador y no un
neuretransniisor,

6.3 HISTAMINA COMO NEUROMODULADOR CENTRAL

Un neuremodulador, (histamina) , es liberado al espacio extraceluldr por la terminal
nerviosa y se difunde hacia las células vecinas activando receptores presentes en un
nimero variable de neuronas u otras células. En el caso de un neurotransmisor, la
informacion se transmite entre una terminal nerviosa y una célula postsinaptica tnica.
En consecuencia, el nevromodulador no produce por si mismo una respuesta
postsinaptica que conduzca a la generacién y propagacion de potenciales de accion,
sino que modula, ya sea facilitando o inhibiendo los efectos trans-sinapticos de los
neurotransmisores que acthan sobre fa misma célufa. Otra diferencia importante es

12



que la concentracion de histamina (o’de cualquier otro neuromodulador) que estaria
en contacto con sus receptores y podrian ser también mucho menor a la concentracion
de neurotransmisor, presente en la hendidura sinaptica, po: lo que los fenomenos de
neuromodulacion, probablemente, requieren de una mayor densidad y/o afinidad de
los receptores respectivos asf como de procesos de degradacion menos eficientes

Las varicosidades de las fibras histaminérgicas establecen también contactos con
=élulas gliales, vasos sanguineos de pequefio calibre y capilares, lo que indica que los
efectos de la histamina pueden ejercerse de manera simultinea a sus acciones
neuronales sobre células gliales y musculares lisas, en las que se ha demostrado la
presencia de los receptores para este newromodulador. En el sistema nervioso central
se sintetiza HODC especifica y se degrada principalmente, por la via de la
diaminooxidasa, presentes ambas en el tejido neural involucrado. La accidn
enzimatica de esta descarboxilasa especifica es inhibida por la (s)-a-
fluorometithistidina, utilizada, como una herramienta experimental a fin de estudiar
el efecto de la denervacion histaminérgica sobre diversas funciones del SNC (Siegel,
1989)

.

En tejidos cerebrales in wiro (usando sinaptosomas y rebanadas) se observa
liberacion de la histamina en respuesta a la despolarizacién producida con
estimulacion eléctrica o con concentraciones elevadas de ion K* (Arrang et al  1987).
En estas condiciones, la liberacion depende de la concentracion extracelular de iones
~a?", asi como de la temperatura. También es inhibida por iones Mg®" lo que indica
que la exocitosis es el principal mecanismo responsable de la liberacion del
nevromodulador, La liberacion de histamina endégena en respuesta a despolarizacion
por alto K ha sido también demostrada in vive utilizando microdialisis cerebral en el

hipotalamo de conejo y gato (11ill, 1990).

En los estudios realizados en rebanadas y sinaptosomas cerebrales, sometidos a
despolarizacion, han demostrado que tanto la sintesis como la liberacion de esta son
mhibidas por ¢l propio neuromodulador a través de la activacion de receptores
pertenecientes a) subtipo H; presentes en las terminales histaminérgicas, sugiriendo la
existencia de mecanismos de autorregulacion.

A diferencia de lo que ocurre con otros neurotransmisores y neuromoduladores, no
existe un sistema de recaptura de alta afinidad para la histamina, ya sea en los cuerpos
¢ las neuronas histaminérgicas o bien en sus terminales. Esto sugiere que una vez
liberada al espacio extracelular, la accion de éste se ve terminada de manera exclusiva
por captura y degradacion de la amina, por neuronas postsinapticas y por células
gliales en las que se encuentran presentes enzimas metiltransferasa de histamina,

i3



7. RECEPTORES HISTAMINERGICOS

ASPECTOS GENERALES
gutorrecesplores heterorreceptores
® A

@

Figura 6. Tlustracién esquemitica de los dos tipos de modulacién presinitica.
La mediada por autorreceptores y la mediada por heterorreceptores.

En el sistema nervioso hay dos mecanismos mediante los cuales las neuronas se
comunican, entre si y son de naturaleza quimica y eléctrica; siendo el primero el mas
conuin para la fisiologia neuronal (Ottoson et al., 1983). La comunicacién de naturaleza
quimica se da por medio de receptores ( complejos proteinicos) situados en la membrana
de la neurona blanco, y el resultado de esta union puede ser una excitacién o bien una
inhibicion de la actividad neuronal, ademés se encuentran en soma, dendritas y
terminales axénicas. Se puede clasificar en dos grandes grupos: el primero lo forman los
receptores somato-dendriticos que se localizan en el soma y en las dendritas que al ser
activados modifican Ia sintesis de proteinas y/o la generacion de potenciales de accién El
segundo grupo lo integran los receptores presinapticos que se ubican en las terminales
axoénicas que cuando son activados pueden modular la liberacion del neurotransmisor, su
sintesis (Starke, 1981).

La cantidad de neurotransmisor liberado puede ser modulada por despolarizacion
iocal de las terminales nerviosas, asi como por otros factores que influyen sobre el

14



potencial de membranz de estas terminales tales como: hormonas, nucledtidos de
adenosina, anestésicos, e*c. (Kats and Milide, 1969).

En su origen el concepto de modulacién de la liberacidn y sintesis de
peurotransmisores mediados por receptores presindpticos (que ha recibido amplia
atencion desde la década de los setenta), surge como una hipdtesis para explicar
resultados farmacologicos obtenidos del sistema nervioso periférico. El primer
candidato para determinar el efecto fue el neurotransmisor noradrenalina (Chesselet,
1984)

Los receptores modulados por el neurotransmisor liberado, por la propia neurona, se

les ha denominado “autorreceptores presinapticos”, el primer término nos indica que
es sensible al neurotransmisor liberado por la propia neurona y el segundo nos
sefiala que se localizan en las terminales nerviosas de la  misma neurona. La
liberacién de un neurotransmisor puede ser modulada por otros que activan receptores
presinépticos, a los cuales se les llama “heterorreceptores”. La activacion de
autorreceptores conduce a una inhibicién de la fiberacién del propio nevrotransmisor
neural. Los heterorreceptores pueden aumentar o inhibir la liberacion del
Aeurotransmisor (Langer, 1981) (figura 6).

Los receptores histaminérgicos presentes en el SNC han sido clasificados en tres
subtipos (Hy, Hy, v H3 ), en base a criterios farmacoldgicos. El desarrollo de ligandos
radiactivos selectivos y de alta afinidad, para dichos subtipos, ba permitido estudiar
su distribucion regional en el SNC.

Los receptores Hy han sido identificados mediante el uso de PH }- mepiramina y
{“*1]- yodobolpiramina, en tanto que los compuestos 1} - yodoaminopotentidina y
[*H]-a - metilhistamina han permitido identificar a los receptores Hy y Hs
respectivamente, La distribucién de los receptores H; ha sido también estudiada in
vive en humanos y en animales utilizando tomografia de emisién de positrones y los
ligandos ["'C] - mepiramina y [**C]- doxepina (Hill, 1996).

Como se muestra en la tabla 3, los tres subtipos se encuentran presentes en
practicamente, todas las regiones cerebrales estudiadas, pero existen diferencias
importantes en cuanto a la densidad y proporcion de los mismos (Wada et al,,1991).
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Fabla 3

CISTRIBUCION DE DOS RECEPTORES HISTAMINERGICOS EN EL CEREBRO
DE LARATA

Bulbo olfatorio + ++
Corteza cerebral ++ A
Hipocampo ++a++t 4+
Ganglios basales Qa+ A
Complejo A, ++ o+ ND
Séptum 0 at FE
Tdlamo Ga+ e
Hipotilamo Oa+ ++
Cerebelo 0 +
Médula espinal +4 ND
Butbo raquideo +a+++ +

+, densidad baja ++, densidad intermedia +++, densidad alta, 0, ND, no
detectable. Tomado de Wada, 1991,

7.1 RECEPTORES H;

En 1991 Yamashita y colaboradores (citado por Arias y Serna, 1996), reportaron la
clonacion del receptor H; del cerebro de bovino. El DNA complementario {DNAc)
corresponde a una proteina de 491 aminoédcidos, con peso molecular de 56,000
Daltones y siete dominios transmembranales (como los receptores acoplados a
proteinas G).

El receptor de la histamina H, es responsable de la transmision de la contraccion del
masculo liso, la nmediacion del proceso inflamatorio, la secrecidn de varias hormonas
y la glicolisis (ambos directa e indirectamente, via amplificaciones de la actividad de
otros receptores). Este receptor esta muy extendido, con el uso de mepiramina
marcada con tritio, un agonista selectivo de histamina H;. Fue descubijerto en todos
los tejidos como son: el cerebro del mamifero (incluyendo astrocitos celulares),
muchas clases de misculos lisos e higado (Kees et al,, 1994),

Agomstas y antagonistas. El principal antagonista es el compuesto mepiramida,
debido a su zlta afinidad (Kp =0.8n0M) y selectividad, su escasa union a los otros tipos
de receptores, Otros antagonistas H; con menor selectividad, tales como la
prometazina y fa difenhidramina, se vnen a receptores para la acetilcolina del tipo
muscarinicos, lo que explica sus efectos antagonistas sobre el sistema parasimpatico
cuando son administrados sistémicamente.



Otros antagonistas Hy de relevancia clinica son: la terfenadina, la mequitazina, el
astemizol v la temelastina. Estos compuestos no cruzan la barrera hematoencefalica,
Jo que evita su accién sobre receptores presentes en el SNC. Y, por lo tanto, no
producen sedacion, un efecto colateral frecuente de Ia administracion de antagonistas
H, (Hill, 1990, Gibson et al., 1994).

Mecanismo de traduccion de sefiales. La activacion de receptores H; produce
incremento en la concentracién intracelular de iones Ca®*, La unién del agonista al
receptor activa una proteina G (generalmente Gq) cuya subunidad estimula la
actividad de una fosfolipasa asociada a Ia membrana celular (fosfolipasa C), esta
enzima hidroliza al 4,5-bifosfotidil inositol (PIP;) generando 1.4,5-trifosfato de
inositol (IP3) y diacil glicerol (DAG). El 1P (hidrosoluble) difunde al interior de la
célula v se une a los receptores especificos localizados en depdsitos intracelulares de
Ca®" El receptor para IP; es en, si mismo, un canal permeable a Ca®* que al unirse al
‘igando permite la salida de los jones Ca®" contenidos en el interior del depdsito
mtracelular. (Haaksma et al., 1990).

Ei segundo producto de la hidrolisis del P1Py, el DAG, es también importante para los
efectos de la histamina debido a la activacion de receptores Hj. Asimismo, es el
principal activador de la cinasa de proteina C al incrementar la afinidad de las
enzimas por iones Ca**. Diversas proteinas, entre las que se incluyen canales idnicos,
receptores y otras enzimas, son substratos de la accion de la cinasa de proteina C.

Distribucion Se han encontrado receptores H; en practicamente todo el SNC, aunque
la densidad de los mismos difiere de manera importante entre estas areas cerebrales
estudiadas. Niveles elevados de éstos se encuentran en el hipotalamo, la corteza
cerebral, el complejo amigdaloide y la médula espinal. Regiones del SNC con menor
devnsidad de receptores H, incluyen al talamo y los coliculos. Sin embargo, cabe
Jestacar que existen también diferencias marcadas entre especies.

Existen evidencias de la presencia de receptores Hi tanto en neuronas como en
célutas gliales, ast como en vasos sanguineos de pequefio calibre, si bien en éstos
Gltimos éstos representan sélo una pequeiia proporcion (menos del 1%) del total de
receptores.

7.2 RECEPTORES H

La mayor respuesta funcional a la estimulacion de los receptores Hz es la secrecion de
Acido gastrico que puede ser un efecto directo o indirecto de histamina por un
aumento en la liberacion de 1la acetilcolina, relajacién de varios musculos lisos,
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tambtén tiene en el misculo cardiaco y modulacion de la respuesta inmune. (Kees et
al, 1994).

Agonistas, antagonistas y radioligandos. El desarrollo relativamente reciente del
compuesto I 1 yodoaminopotentidina, un agonista potente (Kp =0.3nM) y
selectivo, ha permitido estudiar la distribucion de los receptores Hz, Otros farmacos
que muestran selectividad por éstos, son los antagonistas burimamida, metiamida,
tiotidina, cimetidina y ranitidina. (Hill, 1990).

Mecanismo de traduccién de sefiales. La activacion de receptores Hy se encuentra
asociada, tanto al SNC como a los tejidos periféricos, a la produccion y la formacion
de AMPc, se debe a la activacién de una adenilciclasa en un proceso en el que
interviene una proteina G (perteneciente a la familia de proteinas G estimuladoras)
(Gs). El aumento de la concentracién de AMP¢ conduce a la apertura de canales
inicos de Ca™* es ¢l mecanismo responsable de la mayor parte de los fenomenos
fisiologicos asociados a la activacion de receptores Ha.

Distribucién. En el SNC de la rata y el cobayo, los receptores Ha se¢ encuentran
presentes en numerosas dreas cerebrales, si bien muestran heterogeneidad en su
Jistribucion. Una alta densidad de éstos se observan en la mayor parte de la corteza
cerebral, en el neoestriado y en el nicleo acumbens, en tanto que densidades
intermedias se advierten en los coliculos superiores e inferiores, ¢l tilamo y el
hipotalamo. La mayor parte de ellos se encuentran en neuronas, aunque existen éstos
en células gliales y en vasos sanguineos de pequefio calibre.

7.3 RECEPTORES H;

Lz existencia de éstos fue postulada en 1983 y confirmada en 1987, es un auto ¥
hetereorreceptor presingptico. La estimulacion de esie teceptor histaminico T es
parte de un sistema de Feedback negativo.

Agomstas y antagonistas. La R-(a)-metil- histamina es un agonista selectivo de alta
afinidad (Kp=0.3nM), cuya forma tritiada ha permitido caracterizar la presencia de
receptores Hj en el SNC. Funcionalmente, la caracterizacion de respuestas mediadas
por receptores Hy ha involucrado también la utilizacion de tioperamida (Yanai, K et
al , 1994, Schilerker E., 1989). Recientemente se han sintetizado otros farmacos que
muestran también selectividad por los receptores Hj, entre los que se incluyen el
imepip y el imetit como agonistas y el clorobenpropit como antagonista (Arranga et
al, 1987).
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Mecanismo de traduccion de sefiales. Los agonistas H; inhiben la liberacion de
histamina inducida por K™ o por veratridina en rebanadas de la corteza cerebral,
neoestriado, hipocampo y talamo. El efecto inhibidor de éstos disminuye si se
incrementa la magnitud del estimulo o si se eleva la concentracién extracelular de
jones Ca®" lo que sugiere que la regulacion de los canales de Ca®" son activados por
voltaje {presumiblemente)

A wavés de una proteina G inhibidora (Gi) es el mecanismo responsable de la
modulacién de la liberacion tanto de histamina como de otros neurotransmisores. Sin
embargo, no puede descartarse que otros mecanismos tales como la apertura de
canales de K* o la inhibicién de la actividad de la adenililciclasa, puedan estar
:nvolucrados en dicho efecto.

Disrribucién. Estudios de autorradiografia empleando *H]-R- metil-histamina han
demostrado la presencia de receptores Hs en diversas areas, en particular, en [a
corteza cerebral, el neoestriado, la sustancia negra, ¢l bulbo oifatorio, el hipocampo
y el talamo asi como en el nucleo tuberomanmilar, en donde se localizan las neuronas
histaminérgicas. (Pollard et al., 1993, Cumming et al., 1991).

Un namero importante de receptores Hj se encuentran en las propias terminales
histaminérgicas, aungue éstos se observan también en fibras noradrenérgicas y
serotoninérgicas, asi como en vasos de peguefio calibre,

En cuanto a la Jocalizacion celular puede sefalarse que los receptores Hy y Hz son
sostsinapticos, en tanto que los Hs presinipticos y se encuentran en las terminales
nerviosas, tanto de las propias células histaminérgicas como de neuronas que liberan
Ot Neurotransmisor.
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7.4 FUNCION DE 1A HISTAMINA EN EL SNC

Las principales funciones del SNC en las que se ha iraplicado a la histamina se
indican en la tabla 4. Algunas de las funciones mencionadas y los mecanisimos
involucrados se discuten a continuacion,

Tabla 4

EFECTO DE LA HISTAMINA SOBRE DIVERSAS
FUNCIONES CEREBRALES

R e e e
Estado de alerta Incremento del estado de vigilia y reduccion del suefio de ondas lentas
Metabalismo encrggético Estimulacién de 1a hidréhsis de glucogeno
Conrducta Aumento de 1a actividad metora

Inhibitidn de Ja mgestion de alimentos
Estinlacién de la ingestion de agua

Neuroendocrina Aumento de la liberacién de las hormonas adrenocortocotropica,
lucleinizante, prolactina v vasopresina.
Funciones autdnomas Aumento de la presion arterial

Aumento de la concentracion de glucosa plasmatica
Disminucién de Ja temperatura corporal

Funciones vestibulares - Regulacion

Percepeion del dolor Analgesia.

Tomado e Wada et al., 1991,

Como puede observarse las funciones en las que se involucra a la histamina son
variadas, sin embargo, los mecanismos y receptores involucrados estan ain por
dilucidarse. En este estudio, destacaremos los efectos, que la histamina tiene sobre la
conducta motora que, en general, consisten en un incremento asociado del estado de
alerta y que parece estar relacionada con la fisiologia de los ganglios basales.
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$. LA HISTAMINA EN LOS GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales son nuicleos de 1a base del cerebro relacionados con el control
motor, particularmente regulan: la iniciacion, focalizacion y fineza (tunning) de los
movimientos coordinados (Dray, 1980). Los nlcleos involucrados incluyen el
estriado, el globo palido (Interno Gpi o ntcleo entopeduncular externo), la sustancia
negra (SN) (en sus dos porciones la pars compacta y la reticulata) y el subtalamico
(Thal). Estos se organizan basicamente en dos circuitos conocidos como via directa
e indirecta, respectivamente, y cuya activacion produce efectos opuestos sobre el
sontrol del movimiento, al facilitar o bloquear la corteza motora, (Carpenter, 1984),
{ver figura 7). - .

De acuerde al modelo propuesto por Penny y Young (1983), los ganglios basales se
organizan anatomicamente en circuitos de retroalimentacion, en los que participan
también Ja corteza y el talamo (Garret et al., 1990). Las conductas motoras generadas
en la corteza, son focalizadas y facilitadas por los ganglios basales, en ellos la
sustancia nigra es una estacion o nicleo de salida de informacién dirigida a nicleos
premotores (Floran, 1989).
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Una buena proporcion de fibras histaminérgicas proyectan a ¢l estriado y la sustancia
negra (Arias-Montafio et al, 1995). Existiendo particularmente, receptores H; en las
terminales estriado-nigrales; sin embargo, a pesar de esto se desconoce ¢l papel de la
histamina sobre las conductas motoras reguladas por Jus ganglios basales. La
Aistamina sistémica produce cambios de la conducta motora generalizados por nn
lado hay una hiperactividad inicial seguida de una disminucion del movimiento, en la
primera fase se involucran los Hi y en la segunda los Ha (Hill, 1990). Aunque este
no reporta la participacién de receptores Hs, recientemente Clapham y Kilpatrick
(1994), han observado que éstos inhiben el incremento de la actividad motora
inducida por anfetamina {droga que moviliza dopamina de compartimentos
endogenos la que es un neurotransmisor de los ganglios basales).

Este ltimo estudio es importante porque involucra directamente a los ganglios
basales en las conductas mediadas por histamina. Por Giltimo, es importante notar gue
los farmacos antihistaminicos han sido usados ampliamente en la terapia de la
enfermedad de Parkinson (Goth, 1980).

9, DOPAMINA EN LOS GANGL10S BASALES'

La dopamina es un importante neurotransmisor en la fisiologia de los ganglios basales
pues su ausencia por degeneracién de las neuronas que las contienen hace perder la
facilitacidn de la iniciacion del movimiento, la fineza y, en general, el control motor;
desorden que se conoce como enfermedad de Parkinson, El sistema dopaminérgico o
nigroestriatal se origina en la pars compacta de la sustancia nigra y sus axones se
proyectan al cuerpo estriado principalmente. Sin embargo, estudios neuroquimicos
han demostrado que el sistemna es mas difuso y alcanza, el globo palido (en sus dos
segmentos), el subtalamo y la propia sustancia nigra pars reticulata a teavés de
dendritas que se proyectan de una parte a otra y son capaces de capturar y liberar
dopamina al igual que las terminales.

9.1 Receptores

Actualmente se conoce la existencia de dos subtipos de receptores de la dopamina, la
pase de su clasificacion estd en sus propiedades farmacologicas y la consecuencia
bioquimica de su activacién, y son: el D1y el D2 ( Kebabian and Calne ).

Receprores D1

Al ser activados estimulan la actividad de 1a adenilato ciclasa y en consecuencia,
incrementa la produccion de AMPc. Se cuenta actuzlmente con agonista
farmacologicos especificos como es el SKF38393 y de antagonistas selectivos como
el SCH23390.
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Receprores D2

La activacién de receptores D2 contleva a una reduceidn importante de la actividad de
adenilato ciclasa y, como consecuencia, a una disminuciéon de la formacion de
AMPc. Los agonistas para este receptor son quinpirole y como antagonista el I-
sulpiride son los principales ( Kebabian & Calne ).

Fatre el sistema dopaminérgico v el GABAérgico de los circuitos neuronaies de los
ganglios basales existe una estrecha relacién y se ha postulado una regulacion
ceciproca entre éstos. Las neuronas dopaminérgicas de Ia pars compacta ofrecen un
sistema de control local fino que modula la liberacién de los neurotransmisores de
una u otra via de manera opuesta. Los receptores del tipo D1 facilitan la liberacion de
GABA en la via directa y los del tipo D2 inhiben en la indirecta (Kebabian & Calne ).

10. LA SUSTANCIA NIGRA

Debe su nombre a la gran cantidad de melanina contenida en sus células y se
distinguen en ella dos partes. la pars compacta y la reticulata. Tiene tres tipos de
nevronas: grandes con didmetros entre 45 y 74 pM, medianas de 19 a 25 uM y
pequefias de menos de 20pM  y con @rbol dendritico muy pequefio y axén corto
(Juraska et al., 1977).

L.a pars compacta es una region rica en células que contienen melanina y se localiza
dorsalmente, a la reticulata que es de menor densidad de células las que, a su vez,
contienen sales de hierro y que forma la mayor parte del nixcleo. En la compacta
predominan las neuronas dopaminérgicas, en tanto que en la reticulata las
GABAérgicas, la pars lateralis es una regién poco desarrollada y esta integrada tanto
por células de la pars compacta como de la reticulata. Asimismo, esta formada en su
mayor parte de neuronas de tamaiio mediano en un 90% y pequefias en un 10%. Son
neuronas ovoides, poligonales o fusiformes, con tres o seis dendritas primarias de una
de las cuales emergen un axon fino (0.5uM de diametro) y que no emite colaterales
en su trayecto, estas neuronas forman dos subcapas La subcapa mas dorsal estd
constituida por neuronas dopaminérgicas fusiformes, con arboles dendriticos que se
extienden medio lateralmente, continuandose con el 4rea ventral tegmental adyacente
y sus axones proyectan al cuerpo estriado. La subcapa mas ventral es de mayor
densidad y estd formada por neuronas piramidales con dendritas varicosas que se
proyectan a la pars reticulata.

La pars reticulata esta constituida por neuronas grandes en un 60 % e interneuronas
en un 40%; las neuronas presentan arboles dendriticos con orientacion rostro-caudal y
perpendiculares a las de fas neuronas dopaminérgicas de la pars compacta Son en su
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mayoria neuronas de proyeccion que a diferencia de las dopaminérgicas emiten
colaterales recurrentes que se srborizan y terminan en la pars compacta.

Las neuronas de la pars reticulata son GABAérgicas y proyectan sus terminales a los
niicleos premotores (Talamo, coliculo superior, etc.), en ésta se encuentran los
procesos dendriticos de las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta, estas
dendritas hacen sinapsis con las terminales GABAérgicas que vienen del estriado
(Wassef, 1981) y como sus axones estriatales liberan dopamina. Dado que no se han
encontrado vesiculas sinapticas en los procesos dendriticos, se piensa que la
dopamina liberada de las dendritas proviene del sistema reticulo endoplasmatico
(Dray ,1980).

Fisiologicamente la pars compacta, es pues, el proveedor de dopamina a los ganglios
basales, en tanto que la reticulata es el relevo de salida de la informacion hacia los

Ticleos premotores.
11. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita, por primera vez, en 1817 como
“paralisis agitante” por James Parkinson, médico inglés, quien dio una definicion
completa de Ja enfermedad:

“Movimientos temblorosos involuntarios con disminucion de la fuerza muscular, en
zonas que no estan en actividad e incluso cuando se les ayuda, propension a inclinar
el tronco hacia adelante y a pasar de la marcha a la carrera, mientras que los sentidos
y el intelecto permanece inalterado” (Harrison’s).

Actualmente se ha definido a la EP como un desorden neurodegenerativo,
caracterizado principalmente por temblor de reposo, bradicinesia, rigidez e
inestabilidad postural, ademas de disturbios cognitivos sensoriales.

Su incidencia se incrementa con la edad avanzada del individuo es raro que se
presente antes de los 30 afios, usualmente se manifiesta después de los 55 afios y su
prevalencia no difiere significativamente entre hombre y la mujer, se ha encontrado
mas frecuencia en Europa y Norteamérica, asi como mayor riesgo en la raza blanca.

La EP ocutre como resultado de la destruccion de las células nerviosas que contienen
dopamina en la sustancia nigra. Se le ha conceptualizado como la aceleracién del
proceso normal de envejecimiento de las células de la SN, sin embargo, esto no
explica la enfermedad. Un concepto alternativo se ha descrito como al dafio toxico
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durante etapas tempranas de la vida, lo que disminuye con la edad el nimero de
céiulas de la SN y presentandose, posteriormente, los sintomas de la enfermedad

Los cambios patolégicos de la EP son mas complejos que la simple pérdida de las
neuronas dopaminérgicas en la SN, ya que recientes estudios han demostrado que
siertas poblaciones de neuronas es mds vulnerable que otra a la degeneracidn, por
ejemplo, la parte ventrolateral de la SN que proyecta principalmente a} putamen, estd
més afectada que la parte dorsal. También existe una disminucion del contenido
estriatal y nigral de dopamina, de la actividad de la enzima sintetizante de} GABA en
los Ganglios basales y la SN., de la concentracion de GABA en los Ganglios basales
y liquido céfalo-raquideo, incremento del nGmero de receptores dopaminérgicos en el
estriado, disminucién de los sitios receptores para GABA SN, asociados a la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas (Floran, 1989).
~

La EP es un sindrome clinico que se caracteriza por cuatro sintomas principales

bradicinesia (Jentitud y pobreza de movimiento), rigidez muscuolar (percibida por
aumento de la resistencia de los masculos al movimiento pasivo), temblor en reposo
(que usualmente se calma con el movimiento voluntario) y anormalidades de la
postura y la marcha. Las caracteristicas clinicas neurolégicas principales de la EP
sroducen diversas incapacidades funcionales que incluyen [a de caminar, alteraciones
en el habla, asf como en actividades delicadas como escribir e incluso comer Sin
tratamiento, Ja etapa terminal es un estado acinético de rigidez, en el cual los
pacientes son incapaces de atenderse y la muerte se produce por complicaciones de la
inmovilidad, como embolia pulinonar o neumonia aspirativa.
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II. PLANTCAMIENTO DEL PROBLEMA

Como indicamos, anteriormente, aunque hay datos sugestivos del papel de la histamina
en ¢l control motor y especificamente, en la fisiologia de los ganglios basales, cuyos
mecani§mos no estan adecuadamente esclarecidos. El hecho de que éstos posean una
gran inervacion histaminérgica es por si solo sugerente y motivo de estudio  ( Onodera
et al., 1994), mas aimn, el hecho de gue los receptores H; se localicen en las terminales
estriado-nigrales indica una relacion estrecha entre el sistema GABAérgico estriado-
nigral y el histaminérgico central (Arias-Montafio & Serna 1996). Una primera hipotesis
sugeriria que la histamina por si misma, controla la liberacién de GABA de estas
terminales, y de esta manera, al igual que la dopamina, el trafico de impulsos en la via
direata Una segunda hipotesis surge del hecho de que se comoce que el principal
regulador de la via directa es la dopamina a través de receptores Dy localizados en las
terminales estriado-nigrales, si este es el principal mecanismo regulador, entonces la
accion de la histamina dependeria de la activacion de este sistema y no de manera directa
y , ademas, puede ser mas plausible en virtud de que las acciones de los agonistas Hs se
observan sobre conductas motoras evocadas por la anfetamina. Este proyecto pretende
evaluar estas dos hipotesis, conocer si la activacion de los receptores H; modula la
jiberacion de GABA en las terminales estriado nigrales de manera directa o requiere de la

participacion de la dopamina y cudl es la consecuencia de ¢sta activacién,
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1IIl. OBJETIVOS

General
Contribuir a! entendimiento del pape! de 1z histamina en las conductas motoras mediadas

por los ganglios basales a través del esclarecimiento de la participacién de los receptores

Hs en el control de la liberacién de GABA en las terminales estriado nigrales.

Especificos

Conocer si la histamina modula la liberacion de GABA en las terminales estriado-

nigrales.

Conocer si Ja accidn de la histamina es directa o requiere de la activacion de los

receptores dopaminérgicos D1.

Determinar farmacologicamente si el receptor involucrado es del tipo Ha,
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

La histamina actia como un neuromodulador en el SNC, que controla la liberacién de
GABA en las terminales estriado nigrales de la sustancia nigra. Esta modulacién requiere
de Ia activacion de los receptores dopaminérgicos del tipo D1 que se conocen y estimulan

1a liberacion de este neurotransmisor.
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V. MATERIAL Y METODOS
1. Estrategia Experimental

Se estudié la liberacion de GABA radioactivo en el modelo “in vitro” de rebanadas de
cerebfo, especificamente de sustancia nigra pars reticulata de rata, que se describe abajo
La estrategia para estudiar las acciones de la histamina fue agregar las drogas o sus
agonistas antes y durante la estimulacion con alto K+ que induce la liberacion de la marca
radioactiva. Para estudiar si la accion de la histamina requiere de la activacion de
receptores dopaminérgicos del tipo D, éstos seran activados indirectamente al bloquear
Ia accion de los receptores D (autorreceptores) que controlan la liberacion de la misma
dopamina y que se activan durante la despolarizacion de la rebanadas, segin el esquema
mostrado a continuacién y experimentalmente validado por Floran y Cols. (Floran et al
1989).

De acuerdo con el esquema, al bloguearse la accion, de los autorreceptores por drogas
especificas como el I-sulpiride se aumenta, la dopamina disponible y la liberacién del
GABA, estudiada por activacién de los receptores Dy (ver figura 8). Para determinar el
subtipo de receptor histaminérgico involucrado se agregara el agonista farmacoldgico
especifico y se tratard de bloquear el efecto con el antagonista especifico, lo mismo que
para la histamina. Por ltimo, se intentara establecer la relacion dosis respuesta de estos
compuestos en ¢l sistema.

© SUSTANCIA
: NIGRA

i-sulpiride

G ABA radiactivo

Figura 8. Representacion esquemdtica de las probables alternativas de accion
histaminérgica sobre Ia liberacion de GABA segiin la hipétesis de trabajo.



2. Experimentos de liberacién de GABA

DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO

OBTENCION DE REBANADAS

COLOCACION EN LAS CAMARAS DE < MARCAJE DE L4 REBANADA CON
PERFUSION GABA RADIACTIVO

ESTIMULACION DE 1.4 LIBERACION

COLECCION DE FRACCIONES

CUANTIFICACION DE LA
RADIACTIVIDAD
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Obtencion de rebanadas de cerebro.

Se seleccionaron ratas macho de entre 250 y 300 gramos de peso, las cuales se
sacrificaron por dislocacion cervical y se les extrajo el cerebro completo de la cavidad
craneal. Este es sumergido en una solucion de Krebs-Hanseleit a 4 grados centigrados.
Del cerebro se corté un blogue que incluye el nucleo a disecar y se fijo a un soporte
metalico que se monta en un vibritomo, donde se obtuvieron rebanadas de 300 micras de
espesor.

Las rebanadas se colocaron en un portaobjetos frio y se disecé el niicleo bajo microscopio
estereotaxico. Una vez obtenidas las muestras microdisecadas se colocaron en un tubo de
ensayo con 2 ml de solucion de Krebs a 37 grados centigrades por 30 minutos (Floran et
al, 1989)

Incubacion en la marea radioactiva,

Pasado el periodo de equilibrio, Ja solucién se reemplaza por una fresca que contiene 2 X
10% M de *H-GABA (65 Si/mmol) y B-alanina { 1 mM] (para bloguear la captura glial de
la warca) El periodo de incubacién dure 30 minutos, al cabo del cual las rebanadas son
lavadas con solucién de Krebs normal tres veces para eliminar el exceso de marca no
capturado presente en el espacio extracelular. Después son transferidas a las cdmaras de
perfusion para el experimento (Aceves et al., 1981).

Procedimiento experimental.

El sistema de perfusion consta de 20 camaras en paralelo; las rebanadas se distribuyen al
azar colocando, aproximadamente, 6-8 rebanadas. La velocidad es de 0.3 ml por minuto
con Krebs normal el cual contiene 10° M de 4cido nipecotico para bloquear la recaptura
(Krogsgaard-Larsen et al.,, 1975) y se mantiene por 30 minutos antes de la coleccion de
las muestras (fracciones) del GABA tritiado superfusado Al cabo de este periodo se
colectan cinco muestras de cuatro minutos cada una para evaluar la liberacién basal,
luego las rebanadas se despolarizan elevando (a 15 mM) la concentracion de K, la
solucion con alto potasio se mantiene por 24 minutos, lo que permite colectar seis
fracciones mas. La despolarizacién tiene por objeto abrir los canales de calcio y
promover la entrada de los jones de calcio para inducir la liberacion exocitdtica (este
proceso se ileva a cabo en la sinapsis debida a la depolarizacion de Ia membrana y
dando como resultado 1a salida del neurotransmisor) (Jahn, 1994) del neurotransmisor
radioactivo.

La evaluacién de la liberacion puede dividirse en dos periodos: en el primero (de control),
se toman cinco fracciones. Desde la fraccion tres, al grupo experimental se agrega la
droga para su estudio. Fl segundo (de prueba) dura seis fracciones en el cual se afade el
potasio con el agonista o el antagonista farmacolégico del receptor que se desea estudiar.
Finalmente, las rebanadas se extraen de las camaras de perfusion y se transfieren a
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“viales” en donde se solubilizan con HCL 0.1 N para recuperar la marca radioactiva
contenida en el tejido. 1.as muestras colectadas son también transferidas a viales, y a
todos se les agrega liquido de centelleo para la cualificacion de la radioactividad por
métodos convencionales.

3. Evalnacion de resultados

La radioactividad de cada muestra o fraccién se expresa como la fraccion de
radioactividad liberada con respecto  la radioactividad total contenida en el tejido en el
momento de colectar la fraccion correspondiente. La fraccion de liberacion (F.R.) esta
pues definida por la siguiente formula (se haya o no expuesto a potasio), mediante el
cociente..

RADIOACTIVIDAD PRESENTE EN UNA FRACCION

F R= e

RADICACTIVIDAD PRESENTE EN EL TEJIDO

La curva de F.R se obtendrd en cada condicién experimental por evaluar. Con fines de
normalizar los resultados de las fracciones de liberacidn de cada camara, se toma la
fraccion S previa a la estimulacién con K+ como control y se realiza el cociente de las
fracciones de liberacion antes y después de ésta, resultado que se muestra en las graficas.

4. Soluciones y drogas empleadas.

i) Solucién de Krebs-Hanseleit normal (mM/1)

NaCl 134.00
KCE 5.00
CaCl; 2.00
MpSO, 1.00
KH.PO, 1.25
NaHCO; 25.00
Glucosa 10.00
Ac. aming-oxiacético 0.01

La solucién se prepara a partir de stock. El pH se mantiene en 7.4 mediante el burbujeo
de la misma con una mezcla de Oz y CO; al 5%.

i) Solucién de Krebs despolarizante (15mM de potasio). Para tal solucién la
concentiacion es el producto {K][Cl] de la misma se mantuvo constante con respecto a
1a solucidn de Krebs normal, disminuyendo de C, y sustituyéndolo con § en Ja forma de
Na2;50; y de K;S04 La osmolaridad (300 miliosmoles/litro) se mantuvo afiadiendo
sacarosa. La solucién se prepara a partir de soluciones stock. El ph se mantiene en 7 4
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*

mediante el burbujeo de la misma con una mezcla de Oz y CO2 al 5%. La composicion

final fue

NaCt

NH;SO.;

K780,

CaCl;

MgSO,

KH,PO;
GLUCOSA

Ac. amino-oxiacético

i) Liquido de centelleo (Por litro de solucién)

Tolueno
Tritdn X-100
“PR.O.
“P.OPO

« 2.5 difeniloxazol
1,4-bis-2-(5-feniloxazol)-benceno
iv) Drogas

55.58
39.21

0.01

667.0ml
333.0mi

40mg
200.0 mg

[PH}-GABA 80-90 mCi/Mmol {Proveedor; Amersham Inc.)

B-alanina (Sigma Labs).

Acido Nipecotico (Sigma Labs).
Histamina (RBI Inc.)
Tioperamida (RBI Inc.)
l-sulpiride (RBT Inc.)

Imepip (RBI Inc )
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V1. RESULTADOS

1. Efecto de la histamina sobre la Jiberacién de GABA radioactivo inducida por una alta
concentracion de K* en al pars reticulada de la sustancia negra.

Como se planted en la hipotesis, el primer tipo de experimentos esta encaminado a
conocer si la histamina tiene un efecto directo sobre la liberacion de GABA de las
terminales estriado-nigrales. Los resultados de estos estudios se presentan en la grafica 1.
En ellos se procedio a dividir las camaras en un grupo de control y otro experimental; al
experiméntal se adiciona 100 uM de histamina dos fracciones antes de la estimulacion
con alto K. Nétese como la histamina po modifica la liberacién fraccional de GABA, ni
antes ni después de la estimmlacion, lo que indica que en esta condicion la histamina por
si misma, aparentemente, es incapaz de modular la liberacion de GABA.

| Sustancia Nigra

Reticulata
o 1.75-
= —— Control
-,_9, --a.- Histamina
(5]
(1]
-
R 125
5
©
(%)
3
[V
0.75-
v T T 1 T T T 1 T 1 1
012345678 91011
Fraccion
\ ]
Griafica |

Efecto de Ia histamina sobre la liberacién fraccional de GABA inducida por alto K*
en la pars reticulada de Ia sustancia negra de la rata.

Los experimentos se realizaron de rebanadas de sustancia nigra de ratas macho Wistar de
acuerdo a lo descrito en la seccidén de metodologia. La histamina 100 uM se adiciono dos
fracciones antes de la estimulacion con alto K. En el eje de Ja X se representa la fraccion
correspondiente y en el eje de las Y, sé grafico el cociente de la fraccion de liberacion de
1a fraccion X dividido por el valor de la fraccién de liberacion inmediatamente antes de la
estimulacion con K* con fines de normalizacién de datos. Se representa el promedio + el
error estandar de tres experimentos con seis determinaciones en cada uno (n=18).
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2 Consecuencia de la activacion de receptores dopaminérgicos Dy sobre la liberacion
fraccional de GABA en la pars eticulada de la sustancia negra.

Dado que la histamina por si sola no ejerce ningin efecto sobre la liberacion de GABA
en la sustancia negra, se procedid a probar si se requiere o no de la activacion de los
receptores Dy, Para ello, primeramente, procedimos a realizar experimentos de control en
los que mostraramos la activacion de los receptores Dy en estas condiciones
experimentales, y cuya activacion se conoce estimula la liberacién de GABA (Floran et
al, 1996). De acuerdo al esquema la activacién de los receptores D, requiere de
dopamina endogena liberada al medio por las dendritas dopaminérgicas. Esta proveniente
de Jas dendritas, a su vez, est regulada por la activacion de autorreceptores del tipo Dy,
esto durante la estimulacién con alto K. En estos experimentos procedimos al bloqueo
selectivo de Jos receptores D; mediante la adicion del I-sulpiride (un antagonista selectivo
de raceptores Dy) En la grafica 2 se muestra el efecto del Sulpiride sobre la liberacion de
GABA, la cual presenta un incremento durante la estimulacién con alto K°, comparado
con el grpo control, al cual no se le agregd ninguna droga El efecto del Sulpiride se
bloquea completamente con la adicion coniunta de 0.1 uM de SCH 23390 (un
antagenista selectivo de los receptores D)
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,g"»: 2.5-
‘a
]
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s
0.0
7 T T T 1 E) T T T T 1
0123456789101
Fraccién
Grafica 2

Consecuencia de Ia activacién de receptores Dy sobre la liberacion fraccional de
GABA en la pars reticulada de la sustancia negra de la rata

Se representa el efecto del bloque selectivo de los receptores D2 con l-sulpiride 10 pM
sobre la liberacion de GABA comparado con el control el cual no se agregéd ninguna
droga. Complementariamente la adiccion de un antagonista selectivo de receptores D
SCH 23390 (01 uM) bloques el efecto del Sulpiride sugiriendo que el efecto del
Sulpiride se debe a la activacion  de estos receptores. Se representa el promedio + el
error estandar de 18 determinaciones en tres experimentos cada una.
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3 Efecto de la histamina sobre la liberacién fraccional de GABA estimulada por la
activacién de receptores Dy en la pars reticulada de la sustancia negra de la rata

Una vez que contamos con un modelo experimental para ver la activacion de los
receptores Dy, procedimos a probar si la histamina, en esta condicion modifica la
liberacion fraccional de GABA. De acuerdo a los datos anteriores en esta serie de
experimentos activamos indirectamente los receptores Dy con I-sulpiride (ahora grupo
control) y probainos el efecto de la histamina. Los resultados se muestran en la grafica 3.
Nétese como la histamina (100 uM) produce una inhibicién de la liberacion de GABA
inducida por el aito K™ y ¢l sulpiride, este efecto de la histamina es bloqueado por el
antagonista selectivo de los receptores Ha, la tioperamida (10 pM).
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Grifica 3
Efrcto de la histamina sobre 1a liberacién fraccional de GABA inducida por alto K
y activacion de los receptores Dy dopaminérgicos
Naétese como la histamina (100 pM) inhibe 1a liberacion de GABA, y que su efecto es
blogqueado completamente por la adicion conjunta del antagonista selectivo de los
receptores Hj la tioperamida. Se representa el promedio de 18 determinaciones & error
estandar en tres experimentos.
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4. Uno de los requisitos indispensables, para atribuir un efecto a una droga mediada por
receptores, es que sea dependiente de la dosis En la grafica 4 probamos ¢l efecto de
al menos tres dosis de histamina sobre la liberacién de GAZA

Sustancia Nigra
Reticulata
H wn
3_
g :g —s— Control
a %8 --0-- 10 MM
=& 2 -%- 30 mM
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28
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0-
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Fraccion
Sustancia Nigra Reticuiata
5-|
1 Conto!
b | .4 L 10 1M
2 EEE 30 uM
< 3 B 100 pM
e
5]
2 24
P
1_
0_
Dosis

Grifica 4.

Dependencia de Ia dosis de 1a respuesta de dopamina sobre Ia liberaciin fraccional
de {;ABA estimulada per alto K” y activacién conjunta de receptores D;.

En la grafica superior A. se muestra el curso de la liberacion fraccional de GABA
inducida por una alta concentracion de K y estimulacion de receptores Dy sometida a tres
diferentes concentraciones de histamina. En la porcién inferior B se muestran lo mismo
pero expresado como el drea bajo la curva relativa de la porcion superior. En la grafica el
promedio de 18 determinaciones + el error estandar por punto de tres experimentos
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5. Efecto del Imepip sobre la liberacion fraccional de GABA inducida por activacion de
receptores Dy y aito K* en la pars reticulada de la sustancia negra de la rata.

Fl efecto de la histamina sobre 1a liberacion de GABA estd, aparentemente, mediado por
la activacion de receptores Hs, juzgado por la accién de la tioperamida. Sin embargo, para
ahondar en este efecto decidimos probar el agonista farmacologico de este tipo de
receptores. Seleccionamos al lmepip, como agonista y probamos su efecto. Los
resultados se muestran en la grafica 5. No6tese como al igual que la histamina el Imepip
(10 uM) inhibe la liberacion de GABA inducida por K™ y activacién de receptores Dy. El
efecto es bloqueado completamente mediante la adicion de tioperamida el antagonista
selectivo
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Grafica 5

Efecto del Tmepip sobre la liberacion fraccional de GABA inducida por K' y
estimulacidn de los receptores ;. Antagonismo por tioperamida.

La grafica muestra el efecto del agonista selectivo de receptores H; sobre la liberacion
fraccional de GABA inducida por K v activacion de receptores Dy, nétese la inhibicion
de la liberacién similar a Ja histamina, y st bloqueo completo por el antagonista de los
receptores Ha fa tioperamida. Se representa el promedio de 18 determinaciones en cada
punto =+ el error estandar de tres experimentos por separado.



6 Efecto del Imepip sobre la iiberacion fraccional de GABA en presencia de SCH
23390

El efecto de la activacién de los receptores Hs sobre la liberacién de GABA requiere de la
activacion de los receptores Dy. Para corroborar atin mas esta afinmacion, realizamos
experimentos en los que bloqueamos selectivamente la activacion de los receptores Dy
con SCH 23390 (0.1 pM) (un antagonista farmacologico selectivo de los receptores D) y
probamos el efecto del Imepip. Los resultados se muestran en la grifica 5. Ndtese como
en esta condicion la droga no es capaz de inhibir la liberacion de GABA, sugiriendo que
si Jos receptores Dy no estan activos, el agonista no tiene ningln efecto.
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Efecto del blogueo selectivo de los receptores D, sobre el efecto de la activacidn de
receptores H; y la liberacién de GABA en la pars reticulada de la sustancia negra.
Se muestra el promedio de 18 determinaciones en tres experimentos en los que a un
grupo se afiadio el SCH 23390 (0.1 M) antes y durante la estimulacion con alto K™ y al
otro, ademas, se agregé el agonista de receptores H; Tmepip, notese que el efecto de la
droga desaparece en esta condicion.
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VII1. DISCUSION

Los datos mostrados sugieren principalmente dos afirmaciones. Primeramente que la
activacién de los receptores del tipo Ha localizados en las terminales estriato-nigrales
(Pollard et al 1993) estan involucrados en el control de la liberacion de GABA. Sin
emiargo y en segundo término, esta accion requiere de la activacion de los receptores
dopaminérgicos del tipo Dy.

Para el segundo caso, el hecho de que la histamina por si misma no ejerza ningdn efecto
sobre 1a liberacién de GABA, darfa la apariencia de que estos receptores, a pesar de que
su existencia ya ha sido demostrada, no tienen ninguna accién en el control de
transmision a ese nivel, 1o cual es por si mismo es extrafio. Sin embargo, es importante
mencionar que de acuerdo a los esquemas modernos de fisiologia de los ganglios basales,
la dopamina es el principal modulador de la transmision GABAérgica (Gerfen and
Wilson,, 1996), de ahi que cualquier efecto modulatorio sobre ella, pareciera ser estar
dado via ]a activacion de los receptores Dy que se sabe coexisten en esta terminal (Floran
et al 1996). Antes de discutir los principales resultados de este trabajo recordaremos, que
conductualmente ya se habia sugerido una relacion entre neuromoduladores similar, pues
la disminucién de la actividad locomotora de las ratas producida por la histamina,
depende de estimular esta actividad por medio de la anfetamina (una droga que moviliza
dopamina de sus compartimentos endGgenos), es decir, aumentar el tono dopaminérgico
(Clapham & Kilpatrick 1994). La transinision GABAérgica estriato-nigral tiene por
funcion eliminar la inhibicién tonica que las neuronas de la sustancia nigra ejercen sobre
la transmision talamo-cortical, facilitando la ejecucion de los movimientos (Parent
1993). En este contexto, la dopamina, via la activacién de receptores Dy estimula la
liberacion de GABA lo que conlleva a reforzar la transmisién estriato-nigral y asi
reforzar la ejecucion de los movimientos (Gerfen & Wilson 1996). De esta manera la
hiperactividad Jocomotora de las ratas se puede producir al movilizar dopamina de sus
compartimentos endogenos. Para que la histamina pudiera disminuir esta actividad
locomotora debe de existir alguna manera de bloquear ya sea la liberacion de dopamina
endogena o bien los efectos que tiene dicha dopamina. Interesantemente, como
mencionamos esta dopamina tienen por funcion activar los receptores D1, por lo que es
probable que la histamina tuviera su efecto sobre la activacion de estos receptores

Esto titimo parece ser el caso, segin los resultados mostrados en estos experimentos. Por
un lado falta del efecto directo de la histamina y por el otro requerimiento de la
activacion de los receptores D1 para inhibir Ia liberacién de GABA. Los experimentos de
la fig. 2 muestran por un lado una corroboracion del esquema funcional mostrado en la
pac 56 para el control de la liberacién de GABA por receptores D1, una vez que se
activa €l receptor, la histamina en estas condiciones ahora si inhibe la liberacién de
GABA como se esperaba. Esta accion histaminérgica depende de la activacion de los
receptores Ha basados en criterios farmacologicos, probados en las figuras 3, 4y 5 ya que
el efecto de la histamina es el siguiente 1) depende de la dosis, 2) es bloqueado por el
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antagonista selectivo de los receptores H; , 3) es mimétizado por el agonista de los
receptores H3 el Imepip y 4) es antagonizado por la tioperamida ( antagonista selectivo)
Por Gltimo para reafirmar mas aan la hipotesis de la requerida activacion de receptores
Dy, la falta de efecto del Umepip en presencia de bloqueo de los Dy contribuye a esta
hipotesis (Fig. 6). Por otro lado que los receptores sean del subtipo H; es concordante con
lo ya reportado.(Pollard et al 1996).

Naturalmente que toméandolo con las reservas, la implicacion funcional y fartmacologica
del hallazgo de esta interaccién es importante. Funcionalmente describe la interaccion
entre dos moduladores, en los que para ver el efecto de la activacién de uno se requiere
de la activacion del otro, en este caso para ver efecto de la activacion de los receptores Hs
se requiere de la activacion de los Dy, esto significa que la accion modulatoria de la
histamina requiere la facilitacion de la dopamina, caso poco reportado en la literatura, Por
demas es también importante desde el punto de vista fisiopatolégico, pues en el
Parkinson donde hay una perdida de la inervacion dopaminérgica a los ganglios basales y
una disminucién del nimero de receptores Dy (Garcia et al 1996), 1a accidn inhibitoria de
ja Ristamina por su parte ahora tenderfa a agudizar el efecto de la falta de dopamina

De esta segunda especulacion es que resulta la importancia farmacol6gica del hallazgo,
va que en algin tiempo los farmacos antihistaminicos fueron usados como
antiparkinsonianos conjuntamente con I-dopa. Esto cuya base tecrica no es clara, puede
estar explicado por nuestros resultados. Primeramente la I-dopa parece estimular la
activacion de receptores I, similar a la dopamina sobre un receptor supersensibilizado
en su respuesta (Floran et al 1996). La histamina por su lado al inhibir la liberacion
activada por receptores D) parecerfa contribuir poco a la accién de la I-dopa o cualquier
otro farmaco que tendiera a restablecer el adecuado flujo de impulsos, por lo que los
antihistaminicos en este caso favorecerian bloqueando la accién de la histamina.
Naturalmente que este tipo de especulaciones requieren de mayor estudio para establecer
los roles de la transmisién histaminérgica en el Parkinson y de ahi inferir la mejor
alternativa terapéutica,

En resumen, nuestros experimentos muestran el inicio de las aproximaciones del estudio
de la interaccion entre los sistemas histaminérgicos y dopaminérgicos que pueden ser
relevantes para el adecuado entendimiento de la fisiologia de los ganglios basales, asi
como de la fisiopatologia del Parkinson y sus alternativas terapéuticas basadas en la
farmacologia.
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VI1I. CONCLUSIONES

. La activacién de receptores dopaminérgicos del tipo
D, estimula la liberaciéon de GABA en la sustancia
nigra de la rata.

. La histamina, parece inhibir Ia liberacién de GABA,
estimulada por los receptores D;.

. El tipo de receptor involucrado es del tipo H;
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