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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es un trastorno cronico degenerativo que se caracteriza
por reduccion en el movimiento, rigidez y temblor en el reposo. Esta padecimiento se origina
por la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (SNc) las
cuales, juegan un papel determinante en el funcionamiento de los ganglios basales para
procesar la informacion que proviene de la corteza y determinar caracteristicas del
movimiento como la amplitud, velocidad, duracion, ademas de la facilitacion y/o supresion
de la intencion del mismo. La pars reticulata de la sustancia nigra (SNr) es de crucial
importancia en este proceso pues, representando el nicleo de salida de los ganglios basales,
determina el estado de activacion del talamo para generar la actividad motora. Es de
particular interés conocer cuales son los eventos que definen la actividad de la SNr en
funcién de los neurotransmisores liberados en su entorno, por lo que este proyecto se realizd
con el proposito de describir la interaccion de los receptores GABAérgicos del tipo Ay B
con los receptores dopaminérgicos del tipo D1 en el control de la liberacion de GABA. Los
resultados obtenidos sugieren que los receptores GABA B inhiben la facilitacion de la
liberacion de GABA estimulada por los receptores dopaminérgicos D1 a través de una
interferencia en la via de sefializacién intracelular, a nivel de la adenilato ciclasa. Por otra
parte, la activacion de los receptores GABA A induce una disminucion en la liberacién de
GABA, aunque la ubicacién subcelular y el mecanismo de estos receptores para producir su
efecto requiere de estudios adicionales. La interaccion de los receptores GABAgrgicos y
dopaminérgicos puede ser considerada en las alternativas terapéuticas farmacologicas para la

enfermedad del Parkinson.



ABSTRACT

Parkinson disease is a chronic neurodegenerative process mainly characterized by
bradykinesia, stiffness and tremor. It results from death of the dopaminergic neurons of the
substantia nigra pars compacta which play a significant role in the appropriate function of
basal ganglia to convey the cortical information, and set the movement conditions such as
amplitude, speed, length as well as facilitation and/or inhibition. The role of substantia nigra
pars reticulata is pivotal in this process, because, it has been considerate as the output nucleus
of basal ganglia, and determinate the activation state of thalamic neurons to induce or
suppress motor behavior. To know the events defining the SNr activity by neurotransmitter
release in the nigral milieu, this project was aimed to describe the interaction between GABA
A and GABA B receptors with dopamine D1 receptors in controlling GABA release at this
level. The results suggest that GABA B receptors inhibit dopamine D1 receptor-mediated
facilitation of GABA release by interfering with the D1 signaling pathway at adenilil-cyclase
level. Besides, activation of GABA A receptors induced a decrease in GABA release but
subcellular location and mechanisms requires further studies. GABA and dopamine receptors

interaction should be considered in an alternative therapeutic for Parkinson disease.



INTERACCION DE RECEPTORES GABAERGICOS A Y B CON
RECEPTORES DOPAMINERGICOS D1 EN EL CONTROL DE LA LIBERACION
DE GABA EN LA SUSTANCIA NIGRA PARS RETICULATA DE LA RATA.

INTRODUCCION

Como resultado de diversos estudios acerca de la organizacion anatomo-funcional de
los ganglios basales, se ha propuesto un modelo, segtn el cual, el nucleo estriado (nticleo de
entrada de los ganglios basales) transmite el flujo de informacién excitatoria (por accidon
glutamatérgica) que proviene de la corteza motora, hacia los ntcleos de salida de los ganglios
basales constituidos por la sustancia nigra pars reticulada y el globo palido interno, a través
de dos circuitos denominados via directa e indirecta. El procesamiento de la informacion por
estos circuitos ademds de la interacciébn de ambas vias, permite al sujeto evaluar los
parametros relativos al movimiento como la amplitud, velocidad y duracién, asi como la

facilitacion y/o supresion de la intencion de movimiento (Galvan y Wichmann, 2007).

El resultado funcional derivado de la organizacion de los circuitos en los ganglios
basales, es que la activacion de las vias directa e indirecta conlleva a cambios opuestos en la
salida de informacion de los ganglios basales. De esta manera, la activacion de las neuronas
estriatales GABA¢érgicas de la via directa provoca inhibicion de los nucleos de salida lo que
favorece la activacion del talamo, normalmente bajo control inhibitorio por las proyecciones
de dichos nucleos, lo cual produce activacion de la corteza motora y la iniciacion del

movimiento (Albin et al., 1989; Alexander y Croutcher, 1990; Gerfen, 1992; Graybiel, 1990).
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En la via indirecta, la activacion de las neuronas estriatales produce una inhibicién en
el globo palido lateral con una subsecuente desinhibicién del nicleo subtaldmico cuyas
proyecciones glutamatérgicas aumentan la actividad de los nucleos de salida aumentando,
por tanto, el control inhibitorio del tdlamo y disminuyendo éste su efecto excitatorio en la

corteza (Alexander y Crutcher, 1990; De Long, 1990). (Ver figura 1).

Normal
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Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion funcional del circuito motor de los ganglios
basales de acuerdo al modelo clasico de las vias directa e indirecta. GPe: globo palido externo, GPi: globo
palido interno, SNc: sustancia nigra pars compacta, SNr: sustancia nigra pars reticulata, STN: nucleo
subtalamico, VA: region ventral anterior del talamo, VL: region ventral lateral del tdlamo, SC: coliculo
superior, RF: formacion reticular.

Dentro de este esquema, la pars compacta de la sustancia nigra juega un papel clave
en la fisiologia de los ganglios basales. Este nlicleo esta integrado por neuronas
dopaminérgicas que inervan de manera densa todas las regiones del nicleo caudado y el
putamen (Lavoie et al., 1989; Graybiel, 1990; Prensa et al., 1999) donde, junto al glutamato
liberado de las proyecciones corticales, modula el flujo de informacion hacia las vias
GABA¢érgicas estriado-palidales y estriado-nigrales (Bolam et al. 2000; Balon et al, 2002). El
efecto aparente de la dopamina liberada a nivel estriatal es la facilitacion de la transmision en
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la via directa e inhibiciébn en la via indirecta a partir de la activacion de receptores
dopaminérgicos de la familia DI y D2 respectivamente, localizados en el soma y

proyecciones dendriticas de las neuronas estriatales (Wu et al., 2000; Parent et al., 2001).

La integracion de los diversos componentes neuronales de los ganglios basales asi
como de los neurotransmisores liberados por estos, reviste gran importancia a fin de poder
describir desde un punto de vista fisiologico cuales son los elementos que se hayan
implicados en las alteraciones que finalmente derivan en los trastornos motores. Desde este
punto de vista, es de particular importancia tomar en consideracion una serie de factores
inmersos en el proceso de transmision sinaptica como son: la cantidad de neurotransmisor
liberado, sus caracteristicas neuroquimicas, la densidad e interaccion de las sinapsis en el
entorno, el numero y tipo de receptores disponibles asi como su localizacion celular y

subsinéptica y en funcion de estos aspectos, su secuencia de activacion entre otros.

Los mecanismos que generan las sefiales de salida de los ganglios basales durante la
actividad motora y en condiciones de reposo, parecen consistir de un complejo patron
espacio-temporal de aumento y disminucién de disparo neuronal involucrando ademas de los
elementos referidos anteriormente, la interaccion presindptica de receptores sin embargo, el
proceso fino y detallado para explicar el control del movimiento no ha podido ser clarificado

por completo.

Para esta labor, deben considerarse cudles son los efectos que derivan de la
interaccion de los neurotransmisores GABA, dopamina y acido glutdmico en nucleos clave
para el procesamiento de la informacion derivada del nucleo estriado como lo es la sustancia

nigra reticulada. Asi como el efecto que tienen estos neurotransmisores en la secuencia de
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activacion e inactivacion de los diferentes tipos de receptores los cuales, podrian estar
determinando a su vez la secuencia de los eventos neuronales que definiran las
caracteristicas de la informacion de salida en los ganglios basales y en ultima instancia, los

procesos motores.
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LOS GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales comprenden un grupo de nucleos nerviosos que juegan un papel
determinante en las funciones motoras particularmente en la planeacion, iniciacion y
ejecucion del movimiento (Albin et al. 1989). Aunque el término “ganglios basales” no tiene
limitaciones o definiciones precisas, desde el punto de vista de desarrollo se refiere a los
componentes estriatales y palidales del telencéfalo basal el cual evoluciona de las eminencias
ganglionares lateral y medial. En los mamiferos estas estructuras incluyen al nucleo caudado,
putamen, nucleo accumbens, tubérculo olfatorio, globo palido y palido ventral. Debido a la
estrecha relacion a los circuitos estriado-palidales, se considera parte de ellos a otras
estructuras del telencéfalo y mesencéfalo como el nicleo subtaldmico, area ventral tegmental
y sustancia nigra (Smeets et al. 2000) la cual estd constituida a su vez por las regiones

compacta y reticulada.

A través de los ganglios basales fluye la informacion cortical desde el ntcleo estriado
considerado el nucleo de entrada hasta los nicleos de salida conformados por la sustancia
nigra pars reticulata y el globo palido interno. Este flujo de informacién es transmitido por
las vias indirecta y directa. La primera comprende los sistemas estriadopalidales dorsal o
motor y ventral o limbico. El sistema estriadopalidal dorsal consiste del estriado dorsal o
nicleo estriado (nticleo caudado y putamen en primates y felinos, caudoputamen en otros
mamiferos) y globo palido dorsal, estructura dividida en dos regiones con diferente
conectividad: el segmento externo del globo palido (GPe en primates) o globo palido (GP en
no primates) y el segmento interno del globo palido (GPi en primates) o nucleo
entopeduncular (NE en no primates). Por otra parte, el sistema estriadopalidal ventral lo

constituye el estriado ventral (nucleo accumbens y parte del tubérculo olfatorio) y el globo
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palido ventral. (Medina y Reiner, 1995; Smeets et al. 2000). Esta via proyecta hacia el nucleo

subtalamico y posteriormente a los nucleos de salida.

Por otra parte, la via directa es una ruta monosinaptica que parte de la matriz estriatal

hacia la porcion reticulata de la sustancia nigra.

Nucleo estriado

El modelo actual de los ganglios basales, propuesto en la década de los 80’s (Penney
y Young, 1983; Alexander et al. 1986; Albin et al. 1989; DeLong, 1990), considera al nicleo
estriado como la estructura de entrada al sistema recibiendo multiples aferencias excitatorias
glutamatérgicas de la corteza cerebral. La informacidon trasmitida por estas fibras es
canalizada hacia los ntcleos de salida constituidos por el globo pélido interno y la sustancia

nigra pars reticulata (ver figura 1).

Se han descrito dos tipos principales de neuronas de proyeccion tanto en el estriado
dorsal como en el estriado ventral. Ambos tipos de neuronas se caracterizan por ser de un
tamafio medio (20-25 um), con dendritas espinosas y que liberan al neurotransmisor &cido -
amino butirico (GABA) pero con diferente neuropéptido (Albin et al.1989; Graybiel, 1990;
Reiner y Anderson, 1990; Parent et al. 1995; Reiner et al. 1999) asi, un grupo de neuronas
estriatales colibera sustancia P y dinorfina mientras que el otro grupo de neuronas colibera
encefalina (Gerfen y Wilson, 1996; Smeets et al. 2000). Aun cuando ambos grupos de
neuronas proyectan a los nucleos de salida, las neuronas dinorfinérgicas lo hacen de manera
monosindptica constituyendo asi la denominada “via directa” (Smith y Bolam, 1991; Bolam
et al., 1993); mientras que las neuronas encefalinérgicas estriatales alcanzan los nucleos de

salida a través de inervaciones que proyectan primero al GPe y después al nucleo
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subtalamico (NST) dando lugar a la “via indirecta” (Albin et al. 1989; Smith et al. 1998).
Ambos tipos de neuronas estriadofugales proyectan un axon colateral que permanece dentro

del estriado en un area aproximada al soma de la célula de origen (Kawaguchi et al. 1990).

Ademas de las neuronas de proyeccion que constituyen alrededor del 90-95 %
(Merello y Cammarota, 2000), el ntcleo estriado contiene varias neuronas de circuitos
locales (interneuronas) las cuales pueden ser colinérgicas o GABA¢érgicas (Centonze et al.
2003). Las interneuronas colinérgicas son neuronas grandes no espinosas que participan en
la modulacion de la informacion de salida estriatal (Galarraga et al. 1999). Por otra parte, las
interneuronas GABAérgicas, medianas o pequeias, no espinosas, ejercen un poderoso
control inhibitorio en las neuronas estriatales de proyeccion. Existen al menos tres tipos de
interneuronas GABA¢érgicas dependiendo de su contenido quimico: 1) células GABAérgicas
que contienen parvalbumina; 2) células GABAérgicas que contienen calretinina y 3) células
GABA¢érgicas que contienen somatostatina, sintasa de 6xido nitrico y péptido Y (Kawaguchi

et al. 1995; Gerfen y Wilson, 1996).

Un aspecto importante es el hecho de que las neuronas del cuerpo estriado expresan
receptores dopaminérgicos D1 y D2, los cuales controlan el efecto modulador ejercido por la
dopamina liberada por las neuronas nigroestriatales. Aparentemente, los receptores D1 y D2
estan segregados funcionalmente en los dos subtipos de neuronas estriatales descritos
anteriormente, tanto a nivel del soma como de las terminales, de tal manera que los
receptores D1 se encuentran en las neuronas que proyectan a la porcion reticulada de la
sustancia nigra y al ntcleo entopeduncular (via directa) (Barone et al., 1987; Floran et al.,
1990; Aceves et al., 1992), mientras que los receptores D2 aparecen en las neuronas que

inervan al globo pélido (Gerfen, 1992; Gerfen et al., 1995; Floran et al., 1997). Los
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receptores D1 estan asociados con el proceso facilitador de la liberacion de GABA en la via
directa mientras que, los receptores D2, actuan de manera inhibitoria sobre la liberacion de
GABA y estan asociados a la via indirecta del circuito de los ganglios basales. En
consecuencia, podria considerarse que la dopamina tiene un aparente papel permisivo sobre
el flujo de informacién de los ganglios basales al facilitar la activacion de la via directa sobre
la indirecta, sincronizando la activacion de la corteza por ambas vias y facilitando de esta

manera la actividad motora.

Cabe mencionar que de acuerdo al arreglo neuronal del nucleo estriado, los
estriosomas proyectan eminentemente hacia la porcion compacta de la sustancia nigra

(Misgeld, 2004).

Globo palido

El ntcleo denominado globo palido externo (GPe) es componente de la via indirecta
de los ganglios basales. La mayoria de las neuronas palidales presentan inmunorreactividad
para la enzima descarboxilasa del acido glutdmico (GAD) lo que les confiere su naturaleza
GABA¢érgica (Smith et al. 1987). Existen dos tipos principales de neuronas palidales, un
grupo de neuronas con somas medianos, con inmunorreactividad a parvalbimina y
proyecciones dendriticas no espinosas que emite colaterales axonicas al nicleo subtaldmico,
nucleo entopeduncular y sustancia nigra (Smith et al., 1998; Bolam et al., 2000), y un grupo
de neuronas con somas mds pequefios y dendritas con espinas cuyos axones proyectan
principalmente al nticleo estriado (Kita y Kitai, 1994; Gerfen y Wilson, 1996; Bevan et al.,

1998; Billings y Marshall, 2004).
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En el globo péalido existen terminales del estriado con receptores del tipo D2 (Gerfen
et al., 1990; Floran et al., 1997; Cooper y Stanford, 2001) y colaterales con receptores D1
provenientes de la via estriado-nigral (Kawaguchi et al., 1990; Floran et al., 1990). El globo
palido recibe ademds aferencias colaterales del ntcleo subtaldmico cuyas terminales se
encuentran bajo control dopaminérgico via receptores presinapticos del tipo D2/D3
(Hernandez et al., 2006) y D1 (Hernandez et al., 2007) de proyecciones provenientes de la
pars compacta de la sustancia nigra (Lindvall y Bjorklund, 1979; Prensa y Parent, 2001;

Debeir et al., 2005).

Nucleo subtalamico

El ntcleo subtalamico (NST) es considerado como parte de los ganglios basales dada
la estrecha relacion con el resto de los nticleos de este circuito. EI NST se localiza en el
cerebro medio sobre la superficie dorsomedial de la cépsula interna. Este nucleo esta
constituido por neuronas ovoides o poligonales de 11 a 18 um de didmetro que emiten
dendritas que tienden a dispersarse en patrones diversos dentro del nticleo. EI NST emite
proyecciones profusas a ambos segmentos del globo palido (Kita y Kitai, 1987; Gillies y
Willshaw, 2004; Smith et al., 1994)) y en menor densidad a la pars reticulata de la sustancia
nigra (Gillies y Willshaw, 2004). Siendo el tnico nucleo de los ganglios basales que contiene
neuronas glutamatérgicas, el nucleo subtaldmico realiza una funcidon critica en el
funcionamiento de la via indirecta aportando un componente excitatorio a los nticleos de

salida de este circuito motor (Gerfen y Wilson, 1996; Chen y Yung, 2005).
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Sustancia nigra

La sustancia nigra es un ntlicleo conformado por dos regiones funcionalmente
diferentes, la pars compacta (SNc) localizada dorsalmente y la pars reticulata (SNr)
localizada ventralmente. La SNc estd integrada por un grupo de neuronas dopaminérgicas las
cuales proyectan rostralmente y modulan el flujo de informacion a través del circuito de los
ganglios basales. Por otra parte, la SNr esta constituida por neuronas de proyeccion
GABA¢érgicas que, junto con el segmento interno del globo palido (GPi), conforma un
complejo de neuronas GABA¢érgicas que han sido denominados nticleos de salida de los
ganglios basales (Boyes y Bolam, 2003) debido a que constituyen la interfase con areas

cerebrales externas a este circuito como el tdlamo y otras estructuras del cerebro medio.

Las neuronas de la pars reticulata y pars compacta de la sustancia nigra presentan
somas de forma irregular de 8 a 50 um de didmetro. Ambas regiones reciben principalmente
aferencias GABAérgicas del nucleo estriado, globo palido externo y de recurrentes de
neuronas nigrotalamicas. Ademads, la sustancia nigra recibe entradas glutamatérgicas
provenientes de los nicleos subtaldmico, pedunculopontino y corteza prefrontal (Kita y Kitai,
1987; Charara et al.,, 1996). Aparentemente, las proyecciones dendriticas nigrales hacen
sinapsis en sus regiones proximales con las terminales del globo palido externo y en las

porciones distales con las terminales del nucleo subtalamico (Kita y Kitai, 1987).

Los axones de proyeccion de las neuronas de la pars reticulata se dirigen
principalmente a las regiones motoras del tdlamo y emiten colaterales que inervan la porcién

compacta de la sustancia nigra (Deniau et al., 1982).
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En la porcion reticulada de la sustancia nigra coinciden terminales estriatales que
expresan receptores a dopamina tipo D1 (Floran et al 1990; Wamsley et al., 1991; Yung et
al., 1995; Rosales et al., 1997) y receptores a GABA de tipo B (Floran et al 1988; Shen y
Johnson, 1997); terminales subtaldmicas con receptores D1 (Flores et al., 1999; Rosales et
al., 1997) , D2( Ibanez-Sandoval et al. 2006) y GABA B (Shen y Johnson, 1997); ademas de
proyecciones excitatorias glutamatérgicas provenientes de la amigdala, ntiicleo pedinculo
pontino y habénula (Misgeld, 2004) y proyecciones dendriticas de la sustancia nigra
compacta (Bjorklund y Lindvall, 1975) con receptores a dopamina de tipo D2 y al 4cido
glutamico del tipo NMDA (Rosales et al.,, 1997) y aparentemente receptores GABA B

(Engberg et al., 1993, Garcia et al 1997).

Aunque hasta hace poco se pensaba que la inervacion de la sustancia nigra compacta
se dirigia exclusivamente al estriado, algunos estudios sobre la organizacion de la inervacion
dopaminérgica de los ganglios basales, sugieren que ésta es mas compleja de lo que se
pensaba. Si bien es cierto que las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta inervan de
manera densa al estriado, se ha podido establecer que adicionalmente emiten proyecciones
extraestriatales al subtdlamo, al globo palido externo (Prensa et al., 1999; Cossette et al.,
1999), asi como una proyeccion dopaminérgica a través de ramificaciones dendriticas hacia
la sustancia nigra reticulada (Cheramy et al., 1981; Rosales et al. 1997; Parent et al., 2001;
Prensa et al., 2001). Algunos estudios conductuales y neuroquimicos sugieren que la
inervacion dopaminérgica extraestriatal es tan importante para el control del movimiento
como la estriatal misma (Galvan et al., 2001; Hauber y Lutz, 1999; Robertson y Robertson,
1988), sin embargo, la descripcion de la inervacion dopaminérgica dista mucho de lograrse

de manera precisa pues debe considerarse una posible diversidad neuronal de al menos cinco
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tipos diferentes de neuronas dopaminérgicas inmersas en la pars compacta (Gonzalez-

Hernandez y Rodriguez, 2000).

Los diferentes tipos de neuronas dopaminérgicas podrian estar relacionados a una
especializacion funcional en los sitios de proyeccion estriatal y extraestriatal asi como a
diferentes niveles de supervivencia en casos de neurodegeneracion, pues se sabe por ejemplo
que las neuronas dopaminérgicas que inervan el globo palido manifiestan cierto grado de

resistencia a agentes inductores de Parkinson (Prensa y Parent, 2001).

En condiciones de reposo, la sefial de salida de los ganglios basales (en la sustancia
nigra reticulada y nucleo entopeduncular) es de naturaleza inhibitoria, la cual se pierde
durante el movimiento como resultado del cambio de actividad de las neuronas en las vias
directa e indirecta. Asi, las neuronas estriatales de proyeccidon se encuentran inactivas en
condiciones de reposo, mientras que las neuronas de salida presentan una tasa alta de disparo
la cual es mantenida aparentemente por la actividad de las inervaciones que provienen del
nlcleo subtalamico (Bevan y Wilson, 1999; Nakanishi et al., 1987) y que tienen a su vez un
efecto tonico inhibidor de la neuronas talamicas. Cuando el sistema se activa por la descarga
de las neuronas glutamatérgicas de la corteza, se activan las neuronas estriatales de la via
directa produciendo una inhibicion en las neuronas de salida de la sustancia nigra reticulada y
nlcleo entopedincular. La reduccion en la actividad basal de estas neuronas deriva en una
desinhibiciéon de las células talamicas y corticales manifestindose el movimiento. En
contraste, la activacion de la via indirecta produce un aumento en la tasa de disparo de las
células de salida aumentando la inhibicion de los nicleos blanco de los ganglios basales y

por tanto, inhibicién también del movimiento.
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RECEPTORES GABAERGICOS

El 4cido y-aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor inhibitorio en el SNC,
ejerce su efecto a través de receptores ionotropicos (receptores GABA A y GABA C) y
metabotropicos (receptores GABA B), los cuales fueron descubiertos en funcion de sus
propiedades farmacologicas. A través de la activacion de estos receptores las células
nerviosas desarrollan una disminucion en su actividad que puede ser transitoria o a largo
plazo dependiendo del tipo de receptor activado. Esta caracteristica de los receptores
GABA¢érgicos ha hecho posible implementar acciones terapéuticas dirigidas al control de

trastornos de ansiedad, epilepsia y disturbios del suefio entre otros (Bettler et al., 2004).

Receptor GABA A

Los receptores GABA A y C tienen un tamafio aproximado de 275 KDa y estan
constituidos por 5 subunidades que conforman un poro para el i6n Cl". Cada subunidad, con
un peso aproximado de 50 KDa, tiene un extremo terminal amino extracelular largo, 4
dominios transmembranales (M1-M4), una secuencia intracelular larga entre los dominios
M3 y M4 y un extremo terminal corto extracelular. Hasta el momento, se han identificado 18
subunidades diferentes las cuales se han agrupado en 7 familias: a 1-6, § 1-4, v 1-2, 5, p 1-3,
e, m (Waldvogel et al. 1999; Mohler 2006). A partir del gran nimero de recombinaciones
entre estas subunidades, los receptores GABA A presentan un alto grado de heterogeneidad
aunque se sabe que en el SNC, los receptores GABA A estan compuestos en su gran mayoria

por la combinacion de las subunidades a;, B2, y2 en proporcion 2:2:1.

Las formas heteroméricas de este receptor se conforman por las subunidades de las

familias a, B, vy, 0. Las variantes homoméricas del receptor estan constituidas por subunidades
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del tipo p, descrito en retina y en musculo liso gastrointestinal (Fletcher et al., 2001). El
receptor GABA C se ha considerado como una variante especializada del receptor
GABA¢érgico tipo A (Metha y Ticku, 1999), aunque otros autores sugieren que el receptor

GABA A evolucion6 del receptor GABA C (Nestler et al., 2001).

Dada la heterogeneidad en las subunidades y al hecho de que estas presentan diversos
sitios de accion para diferentes ligandos (benzodiacepinas, barbituratos, etanol y esteroides)
(Sieghart, 1995), los receptores GABA A pueden exhibir variaciones en el grado de afinidad
hacia el ligando, la potencia del agonista asi como la cinética de desensibilizacion y

fosforilacion lo cual redunda en una amplia farmacologia como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Agonistas y antagonistas GABAérgicos para los diferentes sitios de accion del receptor

GABA A.

Sitio de unidbn Agonistas = Antagonistas

Muscimol Bicuculina

Isoguvacina Pitrazepina

THIP Securinina

Acido piperidin- Gabazina

4-sulfénico Picrotoxina (nc)
Pentilenetetrazol (nc)

Benzodiazepinas Pfazepam Flumazenil
Clordiazepoxido ZK 93426

Lorazepam
Alprazolam
DMCM (ai)
B-carbolina (ai)
Barbituratos Pentobarbital
Phenobarbital
Methaqualona

Esteroides Hidrato de Cloral |
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Las subunidades del receptor GABA A conforman un poro que al ser activado por
GABA facilita el flujo del i6n CI” hacia el interior de la neurona induciendo un rapido y
transitorio estado de hiperpolarizacion que disminuye la actividad neuronal y que, en
términos de la transmision GABA¢érgica, es mantenido hasta el desplazamiento del agonista
por mecanismos de recaptura o la internalizacion del receptor la cual parece estar mediada

por la protein cinasa C (PKC) (Chapell et al., 1998).

Los receptores GABAérgicos del tipo A se han localizado en diferentes areas del
SNC presentando en cada una de estas una configuracion especifica (ver, Farrant y Nusser,
2005). Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que la localizacion subcelular del
receptor GABA A es eminentemente postsinaptica, existen reportes en los cuales se
evidencia que juegan un papel en la presinapsis (Hashimoto y Kuriyama, 1997; Jang et al.,
2006; Ercoli et al., 2007) e incluso se han referido en regiones extrasinapticas (Richerson,

2004; Kullman et al., 2005; Farrant y Nusser, 2005).

Receptor GABA B

Los receptores GABAérgicos del tipo B son receptores metabotropicos de
aproximadamente 80 KDa, insensibles a bicuculina, con siete dominios transmembranales y
pertenecen al grupo C de la superfamilia de los receptores acoplados a proteinas G de
membrana, los cuales poseen como caracteristica una porcion extracelular larga (Wise et al.
1999; Charles et al 2003). La activacion de estos receptores puede regular la activacion de

canales i6nicos asi como cascadas de sefializacion intracelulares (Charara et al 2000).

A diferencia de la mayoria de los receptores metabotropicos, se ha establecido que la

propiedad funcional de los receptores GABAérgicos del tipo B requiere de la
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heterodimerizacién de dos subunidades (White et al. 1998; Kaupmann et al. 1998; Galvez et
al. 2001; Thuault et al. 2004; Bettler et al., 2004) que, aunque presentan un alto grado de
homologia entre si, participan de manera muy especifica en la secuencia de sefializacion
celular. Asi, se han podido reconocer que las subunidades constitutivas de este receptor son:
la subunidad GABA BRj(,y1) (Cryan y Kaupmann, 2005) y la subunidad GABA BR; (Bettler
et al. 2004). La subunidad GABA BR; estd asociada a la union del ligando en la superficie
celular mientras que la subunidad GABA BR; se encuentra asociada al transporte del
complejo GABABR|/GABABR; a la superficie membranal desde el reticulo endopldsmico
asi como a la secuencia efectora de sefializacion a partir de su union a la porcion a de la
proteina G (Bowery y Enna 2000; Couve et al. 2000, 2002; Calver et al. 2001, Kniazeff et al.
2002; Charles et al 2003; Charara et al. 2004). Aunque la participacion de estas subunidades
ha descrito adecuadamente la funcionalidad del receptor GABA B, se ha sugerido la posible

existencia de subunidades adicionales (Charles et al 2003).

Los receptores GABA¢érgicos del tipo B se encuentran ampliamente distribuidos en el
SNC (Waldvogel et al, 2004) en diversos tipos de neuronas ademas de células gliales (Cryan
y Kaupmann, 2005). El receptor GABA B se encuentra asociado a proteinas G
heterotriméricas de membrana del tipo Gia/Go.o (Bettler et al. 2004) a través de las cuales
inhibe a la adenilato ciclasa de los tipos I, III, V (forma predominante en encéfalo) y VII con
una consecuente disminucion en la concentracion de cAMP y reduccion en la activacion de la
protein cinasa A (PKA) elemento importante en el funcionamiento de la maquinaria
exocitotica (ver Sudhof, 2004; Seino y Shibasaki, 2005) e inactivacion de los canales de
calcio P/Q (Sakurai et al., 1995) . Aunque esta es la principal secuencia efectora de este

receptor, se sabe que los tipos de adenilato ciclasa II, IV y VII también presentes en el SNC,
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son estimuladas por la subunidad By en presencia de Ga’s constitutivas de otros receptores
asociados a proteinas G (Simonds, 1999). Tanto Gia como G,a son sensibles a la toxina de
Bordetella pertussis la cual mediante ADP-ribosilacion, desacopla a la subunidad a del

receptor y estabiliza su asociacion con las subunidades By (Schroeder et al. 2004).

El mecanismo efector inhibitorio del receptor GABA B depende de su localizacion
celular; asi, presinapticamente (autorreceptores o heterorreceptores), los receptores GABA B
aparentemente reducen las corrientes entrantes de Ca®" del tipo N o P/Q (Arias-Montafio et
al., 2007) via subunidades Py (Bettler et al. 2004) atenuando de esta manera los eventos
exocitoticos dependientes de este ion (Bowery et al. 2002; Calver et al. 2002; Bettler et al.
2004). Postsinapticamente y también a través de las subunidades Py, el receptor modifica la
conductancia de canales rectificadores de K tipo Kir-3 (Gassman et al. 2004) favoreciendo
la hiperpolarizacion neuronal (Bowery 1989; Misgeld et al. 1995; Bowery et al, 2002; Enna,

2001).

Aunque se sabe que los receptores GABA B se encuentran ampliamente distribuidos
(Liang et al., 2000; Waldvogel 2004), mediante la realizacion de registros electrofisioldgicos
se ha podido sugerir la naturaleza presindptica del receptor GABA B (Giralt et al. 1990; Shen
y Johnson, 1997; Chan et al. 1998; Chan y Yung, 1999; Paladini et al., 1999); sin embargo,
los estudios de inmunocitoquimica y binding han podido establecer de manera mas fina la
ubicacion celular y subcelular del receptor GABA B considerando algunos aspectos propios
de la molécula que lo constituye, como la necesaria dimerizacion de las subunidades para
constituir un receptor funcional (Jones et al., 1998) y el hecho de que aunque la subunidad
GABA BR; puede expresarse sola en la membrana celular, no ha podido demostrarse la

existencia de homodimeros de esta subunidad; ademas, la subunidad GABA BR; requiere de
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la dimerizacion para liberarse del reticulo endoplasmico y viajar a la superficie celular

(Couve et al. 1998).

Varios estudios han reportado que en los ganglios basales las neuronas de proyeccion
GABA¢érgicas del nucleo estriado, globo palido y sustancia nigra reticulata muestran un débil
marcaje para el receptor GABA B, excepto en las interneuronas donde la marca es mas densa
(Margeta-Mitrovic et al., 1999; Charara et al. 2000, 2004; Waldvogel et al., 2004). Si bien se
ha detectado una débil expresion del receptor en la sustancia nigra, se ha demostrado que
existe colocalizacion de las subunidades GABA BR; y GABA BR; en ambas porciones de
este nucleo (Liang et a., 2000; Boyes y Bolam, 2003), aunque ha sido evidente que la
inmunorreactividad aparece predominantemente en la SNc lo que sugiere su expresion
postsindptica (Margeta-Mitrovic et al., 1999; Charles et al. 2001). Por otra parte, el reducido
marcaje para el receptor en la pars reticulata, con predominio en el neurdpilo (Waldvogel et
al., 2004) sugiere la localizacion presinaptica en regiones preterminales, extrasindpticas e
incluso la existencia de otras formas de heterodimeros para el receptor GABA B aun no
clonados (Charara et al., 2000). Sin embargo, estudios mas recientes han referido un marcaje
significativo para ambas subunidades en la pars reticulata (Waldvogel, 2004). Esta diferencia
podria deberse a las variaciones en la especificidad de los anticuerpos usados por cada grupo
de estudio. Los receptores GABA B localizados en regiones preterminales y extrasinapticas
podrian ser activados por el GABA que inunda la region sinaptica (spillover) desde las

terminales GABAérgicas circundantes (Charara et al., 2004)

La referencia de una densa inmunorreactividad para la subunidad GABABR; en la
region intracelular de la pars compacta de la sustancia nigra (Ng y Yung 2000) podria indicar

que el heterodimero puede encontrarse en fase migratoria hacia la superficie de membrana o
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que la subunidad GABA BR; aguarda la dimerizacion en el reticulo endopldsmico (Boyes y
Bolam, 2003), mientras que la expresion de la subunidad GABA BR; en el neurdpilo de
ambas porciones de la SN (Ng y Yung 2001; Boyes y Bolam, 2003) apoya la presencia de
receptores GABA B funcionales en la presinapsis donde juegan un papel modulador en la
liberacion de neurotransmisor tanto de terminales GABAérgicas como glutamatérgicas

(Shen y Johnson, 1997; Boyes y Bolam, 2003).

Receptor GABA C

Los receptores GABAérgicos del tipo C son complejos homoméricos constituidos por
5 subunidades del tipo p (1 — 3) y se han descrito en neuronas bipolares de la retina (Palmer,
2006). Al igual que los receptores GABAérgicos del tipo A, estas subunidades conforman un
poro i6nico permeable al CI' pero exhiben resistencia a la bicuculina y al baclofén. A
diferencia de la corriente rapida y transitoria de los receptores GABA A, los receptores
GABA C producen una corriente de cloruro que decae lentamente hasta formar un flujo

tonico (Palmer, 2006; Eggers y Lukasiewicz, 2006).
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RECEPTORES DOPAMINERGICOS

La dopamina es la catecolamina mas abundante en el cerebro de mamiferos en donde
actiia como neurotransmisor para la modulacion de un gran nimero de funciones como la
actividad locomotora, cognicion, emocion, reforzamiento positivo, ingesta alimenticia y
regulacion endocrina (Missale et al., 1998), es particularmente importante su relaciéon con
alteraciones patologicas como la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia y sindrome de

Tourette (Vallone et al., 2000).

Los principales nucleos dopaminérgicos en el cerebro de la rata son: 1) la pars
compacta de la sustancia nigra, 2) el drea tegmental ventral y 3) el nticleo arcuado (Nestler et
al., 2001). Estas areas dan lugar a cuatro vias de proyeccion: 1) la via nigroestriatal, que se
origina de la substancia nigra pars compacta y que inerva al estriado dorsal (caudo-putamen)
y que esta relacionada en el control del movimiento. Su degeneracion provoca la enfermedad
de Parkinson. 2) la via mesolimbica, se origina del area tegmental ventral e inerva al estriado
ventral (ncleo accumbens), al tubérculo olfatorio y otras regiones del sistema limbico. Esta
via esta relacionada en la conducta motivada. 3) la via mesocortical, se origina también del
area tegmental ventral e inerva diferentes regiones de la corteza frontal. Esta via parece estar
relacionada con aspectos del aprendizaje y memoria. 4) la via tuberoinfundibular, se origina
del nacleo arcuado en el hipotdlamo y sus proyecciones llegan a la eminencia media del

hipotdlamo y que participa en las funciones endocrinas (Vallone et al., 2000).

Receptores dopaminérgicos en el Sistema Nervioso Central.
La dopamina ejerce su efecto al activar a receptores especificos de membrana los

cuales pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G con siete dominios
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transmembranales. Se han aislado cinco tipos diferentes de receptores dopaminérgicos los
cuales se han caracterizado y subdividido en dos subfamilias con base a sus propiedades
bioquimicas y farmacologicas; la subfamilia DI-like y D2-like. La subfamilia DI-like
comprende a los receptores D1 y D5 y la subfamilia D2-like incluye a los receptores D2 (con
variantes D2S y D2L), D3 y D4. La diferencia en las variantes del receptor D2, reside en una
secuencia de 29 aminoacidos que se inserta en el asa intracelular 3. Aparentemente, la
variante corta (D2S) estd asociada a la transmision dopaminérgica presinaptica y mientras
que la variante larga (D2L) participa en la transmision dopaminérgica postsinaptica
(Lindgren et al., 2003). Los receptores D1 y D5 comparten una similitud del 80% en su
secuencia de aminoéacidos transmembranales, mientras que los receptores D2 y D3 tienen una

similitud del 75% y los receptores D2 y D4, 53% (Vallone, et al., 2000).

Distribucion de los receptores dopaminérgicos en los Ganglios Basales.

Receptores dopaminérgicos en el Nucleo Estriado

Mediante estudios de farmacologia, se ha podido establecer que los receptores de la
familia D1 se localizan en las espinas dendriticas de las neuronas espinosas estriatales (Scott
et al., 2002), mientras que los receptores D5 se encuentran en las interneuronas productoras
de oxido nitrico (Centonze, et al., 2003), ademas de las interneuronas no espinosas
colinérgicas y en las interneuronas positivas para parvalbumina (Centonze, et al., 2003b).

Por otra parte, se ha referido que los receptores de la familia D2 se encuentran
eminentemente en el estriado dorsal, en las neuronas espinosas medianas que inervan al
globo palido (Gerfen, 1992; Gerfen et al., 1995; Floran et al., 1988; Floran et al., 1990;

Lindgren et al., 2003) y mas recientemente se ha comprobado, ademas, su presencia en las
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interneuronas colinérgicas (Sano et al., 2003; Alcantara et al., 2003), donde se ubican
aparentemente en los somas y sus proyecciones dendriticas (Alcantara et al., 2003).

Como se comentd anteriormente, los receptores dopaminérgicos del tipo D3 se
expresan de manera abundante en el sistema limbico, predominantemente en la porcion
ventral del estriado o ntcleo accumbens (Boeckler et al., 2003; Andreoli et al., 2003; Joseph
et al., 2002) aunque también se han localizado como autorreceptores en el caudoputamen
(Joseph et al., 2002).

Mediante estudios de inmunohistoquimica, se ha podido comprobar que los
receptores de tipo D4 se encuentran en baja concentracion en el caudoputamen y de manera
exclusiva en las neuronas de proyeccion estriadopalidales y estriadonigrales en las regiones
de los estriosomas (pero no en las interneuronas) y en las dendritas, somas y neurdpilos del

nucleo accumbens (Rivera et al., 2002; Rivera et al., 2003).

Receptores dopaminérgicos en el Globo pélido

Los receptores dopaminérgicos que se han podido identificar en este ntcleo son
principalmente del tipo D2 en las terminales que proyectan del estriado (Gerfen et al., 1990;
Floréan et al., 1997; Cooper y Stanford, 2001). Existen evidencias de que los somas de las
neuronas palidales inmunoreactivas para preproencefalina, que proyectan a las interneuronas
GABA¢érgicas estriatales, poseen receptores de tipo D2 (Stefani et al., 2002; Hoover y
Marshall, 2002; Billings y Marshall, 2003). Por otra parte, estudios recientes han podido
establecer la expresion de receptores del tipo D4 en los somas de las neuronas de proyeccion

palidales (Hernandez et al., 2006).
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Aun cuando no hay datos recientes, se han mostrado evidencias de receptores D1
posiblemente en las proyecciones colaterales de la via gabaérgica estriadonigral (Floran et

al., 1990).

Puesto que se conoce la existencia de una proyeccion dopaminérgica extraestriatal
que se origina de la porcion compacta de la sustancia nigra hacia el globo palido, es de
suponer que esta proyeccion mostrara receptores de tipo D2 en sus terminales, aunque hasta

el momento, esto no ha podido demostrarse.

Receptores dopaminérgicos en el Nucleo Subtalamico

Aun cuando no se ha reportado expresion de RNAm para receptores dopaminérgicos
D1 y D2 en este nucleo (Augood et al., 2000), mediante estudios autorradiograficos, se ha
demostrado que la dopamina ejerce su efecto modulando la actividad neuronal en el nucleo
subtalamico a través de receptores D1, D2 y D3 postsinapticos (Flores et al., 1999) aunque
este punto es un tanto controversial ya que estudios recientes aseguran que esta actividad
depende de receptores D2 tnicamente pero no de tipo D1 (Zhu et al., 2002, Tofighy et al,
2003) como fue reportado por el grupo de Ni (2001) en donde inducen un aumento en la
excitabilidad neuronal a través de la reduccion de la conductancia al K', (Zhu et al., 2002b),
aunque en estudios electromiograficos en donde se relaciona al subtdlamo con la regulacion
del tono muscular, se sabe que existen alrededor de 73% de receptores D1 y 66% de

receptores D2 en este nicleo (Hemsley et al., 2002).

Por otra parte, mediante estudios de hibridizacion in situ, se ha podido identificar la
presencia de RNAm para receptores de tipo D5 en las neuronas del subtidlamo

(Svenningsson y Le Moine, 2002), lo que se ha confirmado recientemente por el equipo de
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Baufreton (2003) al comprobar mediante experimentos de fijacion de voltaje en rebanas de
cerebro de raton, que la actividad de las neuronas con disparo en rafaga, estd controlada por

receptores D5 a través de la modulacion de la conductancia de canales de Ca > tipo L.

Receptores dopaminérgicos en la Sustancia nigra

Se sabe que en la porcion reticulata de la sustancia nigra coinciden terminales
GABA¢érgicas estriatales con receptores a dopamina tipo D1 (Walmsley et al., 1991; Yung et
al., 1995; Rosales et al., 1997, Floran et al 1990), asi como terminales subtalamicas con
receptores D1 y D2 (Flores et al., 1999; Rosales et al., 1997, Ibafiez-Sandoval et al 2006) y
proyecciones dendriticas de la nigra compacta con receptores a dopamina de tipo D2
(Rosales et al., 1997) que, en su variante corta (D2S), constituyen aparentemente los

principales autorreceptores dendriticos en la sustancia nigra (Centonze et al., 2002).

Recientemente, a través de registros electrofisioldgicos se establecid que la dopamina
modula la liberacion de acido glutdmico en la sustancia nigra reticulata a través de la
activacion de receptores D1 y D2 en las terminales provenientes del ntcleo subtaldmico

(Ibafiez-Sandoval et al., 2006).

Si bien se ha sugerido que todas los neuronas dopaminérgicas del cerebro medio
muestran inmunorreactividad para receptores D3 (Diaz et al., 2000), su presencia en los

somas de la porcion compacta de la sustancia nigra, se encuentra actualmente en debate.

En cuanto al receptor D4, estudios de inmunocitoquimica han revelado su expresion

en las terminales estriadonigrales (Rivera et al., 2003).
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La investigacion realizada hasta el momento se ha realizado a través de una variedad
de modelos tanto in vivo como in Vvitro para describir el tipo, ubicacion celular y subcelular,
asi como las funciones de los diferentes tipos de receptores dopaminérgicos. Sin embargo, la
principal dificultad en la identificacion de las variantes de estos receptores, se debe al alto
porcentaje de homologia en los constituyentes de su estructura, lo que hace necesaria la
busqueda de compuestos con una especificidad mucho mas alta que los fArmacos utilizados
actualmente para poder describir con precision el tipo de receptor asi como la secuencia de

eventos que modulan a nivel sinéptico.
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INTERACCION DA-GABA EN LA SUSTANCIA NIGRA.

De acuerdo a la distribucion de los receptores en las proyecciones que convergen en
la sustancia nigra, se ha reportado que la liberacion de GABA en este nlcleo parece estar
mediada por autorreceptores del tipo GABA A en la porcion compacta y por autorreceptores
del tipo GABA B en la porcion reticulada (Floran et al., 1988), aungue a través de estudios
de liberacion de *H-GABA en sinaptosomas, se ha sugerido que este proceso ocurre en
ambas porciones nigrales via receptores GABA B (Giralt et al. 1990). Por otra parte,
utilizando estudios de microdidlisis, se ha referido un efecto modulador en la liberacién de
GABA mediado por receptores D1 (Rosales et al, 1997; Matuszewich y Yamamoto, 1999;
Trevitt, 2002), datos que concuerdan con los trabajos electrofisioldgicos realizados por
Radnikow y Misgeld (1998) y de liberacidon con neurotransmisores radiactivos (Floran et al.,
1990). Adicionalmente, la liberacion de GABA parece estar influenciada por la transmision

glutamatérgica a través de receptores metabotropicos del grupo 111 (Wittman et al., 2002).

En cuanto a la modulacién de la liberacion de dopamina, estudios de microdialisis
han permitido sugerir que ésta ocurre mediante la participacion de receptores del tipo D2
postsinapticos ubicados en las dendritas de la células dopaminérgicas de la SNc que
proyectan al entorno de la sustancia nigra reticulada (Santiago y Westerink, 1991; Westerink
et al., 1994). Por otra parte, se ha descrito también un efecto tonico inhibitorio GABAérgico
en la liberacién dendritica de dopamina el cual es mediado aparentemente por receptores de
tipo GABA A (Cobb y Abercrombie, 2002). Estos datos concuerdan con los obtenidos por
voltametria pero tan solo para la porcidbn compacta de la sustancia nigra ya que,
adicionalmente, se describe un papel modulador por receptores de tipo GABA B en la

liberacion de DA en la porcidn reticulada (Balon et al., 2002). De igual modo, existen
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algunas evidencias acerca del papel que tiene el glutamato como modulador de la liberacion
dopaminérgica. Estudios de microdialisis han comprobado la participacion glutamatérgica en
este proceso en la sustancia nigra reticulada, ejerciendo su efecto sobre receptores
ionotrdpicos del tipo NMDA (Rosales et al., 1997) aunque es probable la participacion de
receptores del tipo AMPA los cuales también han sido descritos en las dendritas de la
sustancia nigra compacta (Westerink et al., 1994). Estos datos se han visto reforzados
recientemente con estudios de microdialisis en los que se ha visto también la participacién de
receptores glutamatérgicos del tipo NMDA y no NMDA en la liberacion de DA (Cobb y
Abercrombie, 2002). Mediante inmunomarcaje y microscopia electrénica, se han identificado
receptores para aminoacidos excitatorios en sinapsis asimétricas entre dendritas y botones en
las porciones compacta y reticulada de la sustancia nigra (Chatha et al., 2000), dato que
apoya la interaccion entre estos neurotransmisores. Por ultimo, estudios de microdialisis han
mostrado que el glutamato puede ejercer un efecto inhibitorio en la liberacion de dopamina
dendritica a través de la activacién de receptores glutamatérgicos metabotropicos del grupo Il
(Campusano et al., 2002). La participacion de los receptores glutamatérgicos metabotropicos
en la liberacion de DA también se ha hecho evidente por trabajos de electrofisiologia en

célula completa (Morikawa et al., 2003).

La liberacion del glutamato en las terminales subtdlamo-nigrales también se
encuentra bajo el control del glutamato mismo. Este punto se ha hecho evidente a partir de
experimentos de microdialisis en los que los receptores glutamatérgicos metabotrépicos del
grupo Il y Il producen una inhibicion y activacion respectivamente en la liberacion de
glutamato. La funcion de estos receptores es modulada aparentemente, por la dopamina en el

entorno de la sinapsis subtalamo-nigral (Wittman et al., 2002). De manera mas directa, se ha
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reportado que la dopamina estimula la liberacion de glutamato a partir de la activacion de
receptores D1 localizados presindpticamente mediante microdidlisis en sustancia nigra de
rata, (Rosales et al., 1997), por registros extracelulares después de la aplicacion iontoforética
de dopamina (Ni et al., 2001), asi como por receptores de tipo D2 (Abarca et al., 1995;
Ibafiez-Sandoval et al., 2006). Por otra parte, hallazgos recientes de nuestro laboratorio
sugieren un efecto modulador directo de GABA, via receptores GABA B, en la activacion

dopaminérgica de receptores D1y D2 en las terminales subtalamo — nigrales.

A pesar de esta aparente abundancia de informacion sobre la accién de los
neurotransmisores sobre receptores presinapticos, no ha podido elaborarse un esquema de
interaccion que explique las secuencias de activacion y el efecto final sobre la actividad
motora. La aproximacion mas cercana en este respecto es el modelo propuesto por Rosales y
colaboradores (1997) basado en hallazgos de microdidlisis; sin embargo, a la luz de los
conocimientos actuales, es pertinente una reevaluacion de estos datos. De acuerdo con su
propuesta, la liberacion de glutamato de las terminales subtalamicas estimula la liberacion de
dopamina de las proyecciones dendriticas de la SNc via receptores NMDA, favoreciendo en
consecuencia la liberacion de GABA y glutamato a través de la activacion de los receptores
D1. Esta secuencia de activacidn hace que el sistema se retroalimente positivamente de tal
manera que podria estar involucrado en la generacion de algunas conductas motoras

repetitivas.

No obstante, un elemento controversial en este modelo radica en que carece de
explicacion en cuanto al posible mecanismo que detenga el proceso asi iniciado. Una
alternativa interesante que aun no ha sido explorada, es que el mismo GABA, al alcanzar

suficiente concentracion, frene la salida de dopamina a través de la activacion de los
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receptores de tipo B y de esta manera detener el efecto de retroalimentacion. Otra
posibilidad, que es la que se plantea en este trabajo, implica la interaccion entre los
receptores GABAérgicos del tipo B y los receptores dopaminérgicos del tipo D1 los cuales
coexisten en las terminales estriadonigrales. Por tanto, es de particular importancia el estudio
de los eventos en la neurotransmision alrededor de la sustancia nigra reticulata a fin de poder
sugerir un rol especifico para los receptores GABAérgicos del tipo B en la interaccion

dopamina-GABA-glutdmico.
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA.

1. El control presinaptico de la liberacion de GABA en la sustancia nigra por

receptores GABA B.

La busqueda de alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de las enfermedades
del control motor como la enfermedad de Parkinson, ha llevado a proponer una gran variedad
de estrategias basadas en el hecho de la coexistencia de receptores dopaminérgicos con otros
sistemas de neurotransmision, particularmente en los nucleos de salida como la sustancia
nigra. Asi, se han propuesto el uso de antagonistas de receptores para adenosina (Floran et
al., 2002), para canabinoides (Miller y Walker, 1995; Wallmichrath y Szabo, 2002) y para
receptores glutamatérgicos metabotrépicos (Wittmann et al., 2001; Marino et al., 2001),
ademas de agonistas para receptores histaminérgicos (Garcia et al., 1997). La base para
proponerlos es el efecto que producen sobre la liberacion de GABA, pues se sabe que de esta
depende el grado de activacion/inactivacion de los nacleos premotores talamicos y por lo

tanto la corteza.

Sin embargo, poca atencién se ha dado al control de la liberacion de GABA por el
mismo GABA y de este mecanismo como una alternativa para el tratamiento de este
padecimiento motor. Asi por ejemplo, se sabe desde hace tiempo que los receptores de
GABA tipo B controlan la liberacion de dopamina (Chen y Rice, 2002), por lo que se supuso
que los farmacos con accidn sobre estos receptores serian poco exitosos en el Parkinson,
dado que esta enfermedad se origina precisamente por la muerte de las neuronas
dopaminérgicas. Recientemente, se ha mostrado que la distribucidén de estos receptores es

méas amplia (Charara et al., 2000; Ng y Yung, 2000) y que no solo se encuentran en las
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dendritas/axones dopaminérgicos sino también en las aferentes estriado-nigrales (Floran et
al., 1988; Giralt et al., 1990) y subtdlamo-nigrales (Charara et al., 2004; Shen y Johnson,
2001), lo cual abre una nueva perspectiva en la investigacion del uso de farmacos que activen
a estos receptores con fines terapéuticos. Sin embargo, antes de ello, es importante conocer y
entender bien su papel funcional y como regulan el tono GABAEérgico en los nucleos de

salida, como es el caso de la sustancia nigra.

Como se comento anteriormente, la distribucion de los receptores de GABA tipo B en
los ganglios basales es amplia, y dentro de ellos el estriado y la sustancia nigra son los que
tienen la mayor cantidad de ellos (Margeta-Mitrovic et al.,, 1999). Se han reportado
receptores GABA B presinapticos en terminales GABAérgicas (Floran et al., 1988; Giralt et
al., 1990) y glutamatérgicas (Charara et al., 2004; Shen y Johnson, 2001) de la sustancia
nigra, en los componentes dendriticos de las neuronas de la substancia nigra pars compacta
(Charara et al., 2000) que proyectan a la region ventral de la substancia nigra, asi como en el
soma de las neuronas nigrales GABAérgicas de proyecciéon (Chan y Yung, 1999; ver Galvan
et al., 2006). En los tres primeros casos, estos receptores juegan aparentemente un papel
crucial en el control presinaptico de la SNr controlando la liberacidén de neurotransmisores,
sin embargo, hasta el momento no ha sido posible demostrar que los receptores
postsinapticos sean realmente funcionales o que contribuyan de manera significativa a los

procesos de inhibicion en estas neuronas de salida (Chan et al., 1998).

Dado que, como se comento anteriormente, la inmunorreactividad para los receptores
GABA B en la SNr es mas densa en la region del neurdpilo, se ha sugerido que estos
receptores son probablemente extrasinapticos o que se localizan en regiones preterminales

(Charara et al., 2004).
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A pesar de estos hallazgos, su papel funcional no estd del todo esclarecido,
particularmente en lo que concierne a su participacion en la liberacion de GABA y su
interaccion con receptores dopaminérgicos presinapticos tipo D1 con los que coexiste (Floran
et al., 1990). Inicialmente, se les asigno el rol de autorreceptor clasico, es decir que inhiben la
liberacion de GABA y mantienen el tono GABAEérgico en el ndcleo sin interactuar con otros
receptores presinapticos de las terminales estriado-nigrales. Sin embargo este concepto se ha
puesto en duda por observaciones como las de Misgeld (2004) en las que refiere cierta
dependencia de la accion de receptores GABA B por receptores D1, por otro lado nuestro
grupo de trabajo ha reportado que la accion inhibitoria de receptores de GABA B sobre la
liberacion de GABA en la sustancia nigra se pierde cuando no hay innervacién
dopaminérgica (Nava-Asbell et al., 2003). En conjunto, estos indicadores nos permiten
considerar una dependencia del efecto de la dopamina por los receptores de GABA B. Dado
que la accién de la dopamina en estas terminales esta mediada a través de receptores D1, es
probable que exista una interaccion entre ambos receptores que impligue la activacion de D1
por la dopamina. En este trabajo tratamos de estudiar si esto es cierto y a que nivel de la via
de sefalizacion de los receptores D1, que facilitan la liberacion de GABA, ocurre la
interaccion con los receptores GABA B, ya que sus vias efectoras intracelulares son opuestas

pues mientras el primero estimula la actividad de la PKA, el otro la disminuye.

2. El control presinaptico de la liberacion de GABA en la sustancia nigra por

receptores GABA A,

El efecto de la activacion de los receptores de GABA A sobre el proceso de
liberacion de GABA, es menos conocido e incierto. Los datos de la literatura son

contradictorios, pues aunque se ha descrito el papel de los receptores GABA A como
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autorreceptores presinapticos que modulan la liberacion de GABA (Arbilla et al., 1979) en el
bulbo olfatorio (Panzanelli et al., 2004) e hipocampo (Jang et al., 2006), esto no ha podido
ser demostrado en los ganglios basales donde, aun cuando es patente la expresion de
receptores GABAEérgicos del tipo A, estos han sido descritos como elementos eminentemente
postinapticos o extrasinapticos dependiendo del tipo de subunidades que lo conformen
(Mohler, 2006). Sin embargo, aunque se ha reportado un efecto de agonistas para receptores
GABA A en la liberacién de GABA en la pars compacta de la sustancia nigra (Floran et al.,
1988), se desconoce si existe un efecto similar a nivel de la pars reticulata y menos adn si
existe una interaccion D1-GABA A a nivel presinaptico como la sugerida en el soma de las
neuronas estriado-nigrales (Flores-Herndndez et al., 2000). En este trabajo también nos
propusimos reevaluar el papel de los receptores GABA A en el control de la liberacion
GABA, y si existe 0 no una interaccion con receptores a dopamina D1. Consideramos que
una vez dilucidados estos aspectos se podra hacer una mejor valoracion del uso potencial de
los farmacos con accidn sobre estos receptores con fines terapéuticos, asi mismo contribuir a

entender mejor el papel funcional de los receptores de GABA en la sustancia nigra.

42



HIPOTESIS

1. El efecto modulador en la liberacién de [*H]-GABA en las terminales
estriadonigrales por receptores GABA B, depende de la activacion de los
receptores dopaminérgicos del tipo D1, a través de una interferencia en la via de

sefializacién de estos ultimos.

2. El efecto modulador en la liberacién de [°H]-GABA en la sustancia nigra pars
reticulata de los receptores GABA A, no depende de la activacion de los
receptores dopaminérgicos del tipo D1 ni interfiere con la via de sefializacion de

estos.

43



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Entender el papel de los receptores GABA A y B de la sustancia nigra sobre la

liberacion de GABA y su relacion con los receptores D1 de las terminales estriado-nigrales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer el papel de los receptores de GABA B presinapticos en la liberacion de

*H-GABA en la sustancia nigra reticulata de la rata.

2. Estudiar la via de sefalizacion de los receptores D1 presinapticos que estimula la

liberacion de GABA en las terminales estriado-nigrales.

3. Estudiar la interaccion presinaptica del receptor dopaminérgico D1 y
GABAeérgico del tipo B en la sustancia nigra reticulata en la modulacion de la

liberacion de GABA de las terminales estriado-nigrales.

4. Conocer el papel de los receptores de GABA A en la liberacion de *H-GABA en

la sustancia nigra reticulata de la rata.

5. Explorar si existe interaccion entre receptores D1 y GABA A sobre la liberacion

de GABA.
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METODOLOGIA

El modelo experimental empleado en este proyecto fue el de liberacion de
neurotransmisor marcado radioactivamente, de rebanadas de la sustancia negra reticulata
(SNr) de rata. En este modelo, las rebanadas de tejido fueron incubadas previamente con el
isotopo 4cido y amino butirico tritiado (H-GABA) y posteriormente se sometieron a
superfusion continua con solucion ringer a fin de valorar la concentracion de neurotransmisor
liberado (el cual fue medido por centelleometria) en diferentes circunstancias de activacion
y/o bloqueo de los receptores presentes en el sistema de neurotransmision de cada nicleo.
Las variaciones en estas mediciones, permitieron establecer inferencias en cuanto al tipo de
receptores involucrados. A fin de determinar los cambios intracelulares derivados de la
activacion especifica o simultanea de los receptores involucrados en el proceso de liberacion
de neurotransmisor, algunos experimentos fueron realizados con drogas que permitieron

manipular la participacion de algunos elementos en la via de sefializacion.

Animales

Las rebanadas de cerebro de rata fueron obtenidas de ratas macho de la cepa Wistar
con un peso aproximado de 180 - 220g las cuales fueron mantenidas en cajas compartidas (8
animales por caja) en condiciones de libre alimentacién e ingesta de agua y con ciclos de
iluminacién — oscuridad de 12 x 12 horas hasta el momento del experimento. Los animales
fueron tratados de acuerdo a las normas del Comité de Cuidado de Animales del

CINVESTAV-IPN a fin de minimizar el sufrimiento y el nimero de los animales utilizados.
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Preparacion de rebanadas de cerebro

Las ratas fueron rapidamente sacrificadas por dislocacion cervical. Una vez extraido,
el cerebro fue colocado inmediatamente en inmersidon en una solucion de fluido
cerebroespinal artificial (FCEA) frio (4 °C) y se obtuvieron rebanadas cerebrales sagitales de
300 um de grosor mediante un vibratomo. Las rebanadas que contenian a la sustancia nigra
pars reticulata se colocaron en portaobjetos y bajo microscopio estereoscopico a fin de
realizar la microdiseccion del nucleo el cual fue identificado de acuerdo al atlas de Paxinos y
Watson (1997). Una vez obtenidas, las rebanadas se incubaron por treinta minutos a
temperatura ambiente en FCEA cuya composicion fue (mM): NaCl, 118.25; KCl, 1.75;
MgSO4, 1; KH,PO4, 1.25; NHCO;, 25; CaCl,, 2; y D-Glucosa, 10, equilibrada
continuamente con O,/CO; (95:5, v/v). Las rebanadas se incubaron entonces durante treinta
minutos con 8 nM de [’HJGABA en 2 ml de solucion conteniendo 10 pM de acido
aminooxiacético con el propdsito de inhibir la transaminasa de GABA y prevenir la
degradacion de GABA. Al final de este periodo, el exceso de marca radioactiva fue removido
lavando dos veces con fluido cerebroespinal artificial conteniendo, ademas del &cido
aminooxiacético 10uM de 4cido nipecotico para prevenir la recaptura del [PH]JGABA
liberado. Ambos compuestos estuvieron presentes en la solucion de perfusion durante el resto
del experimento. Las soluciones libres de Ca®" se prepararon sustituyendo todo el Ca*" con

Mg2+.

Estudios de liberacion
Para medir la liberacion de GABA las rebanadas fueron distribuidas aleatoriamente
entre las camaras (aproximadamente 4 rebanadas por cdmara) en un sistema de superfusion

que consta de 20 cdmaras en paralelo y estd compuesto de los siguientes elementos:
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1. Sistema regulador de temperatura (Torrero de México) consistente en un
bafio de agua que mediante un sistema de resistencia y termostato mantiene
a las soluciones de perfusion a una temperatura constante de 37 °C.

2. Bomba de perfusién peristaltica (Wattson Marlon 205 U) que impulsa las
soluciones desde el baio térmico a las camaras de perfusion que contienen
las rebanadas a través de mangueras de neopreno.

3. Camara de perfusion. Cada una de estas esta formada por un cilindro de
acrilico con un orificio interior que permite la entrada del medio de
perfusion, una cadmara interna con un tunel estrecho de 2.2 mm de didmetro
por 10 mm de longitud, con una capacidad de 400 pl donde se coloca el
tejido a perfundir y que se cierra con un tapon del mismo material sellado
con un empaque de neopreno. La abertura inferior de la cdmara se protege
con discos de red de nylon para impedir la pérdida de tejido por el flujo del
liquido de perfusion.

4. Colector de fracciones (LKB 2070 ULTRARACK II) que recibe las

fracciones de perfusion en tubos de ensayo cada 4 minutos.

Las rebanadas fueron perfundidas con un flujo de FCEA a razon de 0.5 ml por

minuto. La liberacion basal de [’H] GABA se midié colectando 4 fracciones del perfusado

(volumen total 2 ml) antes de despolarizar las rebanadas con una solucién en la cual la

concentracion de K* fue elevada a 20 mM. La composicion de la solucién de alto K™ fue

(mM): NaCl, 101.25; NaCl, 18.75; MgSO4, 1; KH,POy4, 1.25; NaHCO;3, 25; CaCl,, 2; y D-

47



Glucosa, 10. Se colectaron entonces seis fracciones mas en el medio de alto K. Todas las
drogas fueron anadidas al medio en la fraccién 2, esto es, antes de cambiar el medio de
superfusion a alto K con el proposito de explorar algiin efecto sobre la liberacion basal. Para
determinar la cantidad total de tritio remanente en el tejido, las rebanadas fueron recuperadas
de las cadmaras, se les afladi6 un mililitro de HCI 1m y se permitio su digestion durante una

hora antes de afiadir el liquido de centelleo.

Deplecion de dopamina enddgena por reserpina

Las ratas fueron pretratadas con reserpina administrada por via subcutdnea a razon de
10 mg / kg de peso 18 hrs antes de la preparacion de las rebanadas. Los animales control
fueron tratados con el mismo volumen (1 ml / kg) de vehiculo (acido lactico 7%). Este
tratamiento provoca una caida en el contenido de dopamina en el estriado del 95% (Garcia et
al; 1997) lo cual muestra que es un tratamiento eficiente para depletar la dopamina endogena

de los ganglios basales.

Drogas

Acido aminooxiacético (AAOA), 8-bromoadenosina 3’,5-monofosfato ciclico (8-Br-
AMPc), 4cido R (+)-B-(aminometil)-4-clorobenzenopropanoico hidroclorido (baclofen),
forscolina, acido nipecotico, reserpina, N-[2-(p-bromo-cinnamilamino)etil]-5-
isoquinolinesulfonamida (H-89), R(+)-7-cloro-8-hidroxi-3-metil-1-fenil-2-3-4-5-tetrahidro-
1H-3-benzazepina hidroclorida (SCH 23390), y R(+)-1-fenil-,3,4,5-tetrahidro-(1H)-3-
benzazepina-7,8-diol hidroclorida (SKF 38393) fueron obtenidos de SIGMA (St. Louis,
MO, USA), &cido(RS)-3-amino-2-(4-clorofenil) propilsulfénico (saclofen) obtenido de
Tocris Cookson Inc. (Ballwin, MO. USA), N-etilmaleimida, 3-hidroxi-5-aminoetilisoxasol
hidrobromido (muscimol) [R-(R*,S*)]-6-(5,6,7,8-tetrahidro-6,6-dimetil-1,3-
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dioxolo[4,5g]isoquinolin-5-yl)furo[3,4-¢]-1,3-benzodioxolo-8(6H)-1 cloromonohidrato

(bicuculina).

Analisis de datos

La liberacién de [’H] GABA se expres6 inicialmente como la fraccion de la cantidad
total de tritio remanente en el tejido. El efecto de las drogas en la liberacion basal de [*H]
GABA fue valorado comparando la liberacion fraccional en la fraccion 2 (inmediatamente
antes de la exposicion del tejido a la droga) y la fraccion 4 (inmediatamente antes de la
exposicion al K20 mM), utilizando la prueba t pareada.

Los cambios producidos por las drogas y tratamientos en la liberacion de [’H] GABA
inducidos por la despolarizacion fueron valorados comparando el area bajo la curva de
liberacion entre la primera y Ultima fraccion colectada después del cambio a la solucion de
alto K*, haciendo la suposicion de que la liberacion basal de [’H] GABA permaneceria sin
cambio en el nivel medido en la fraccién inmediatamente previa a la estimulacién con K'. En
trabajos realizados previamente en el laboratorio (Garcia et al; 1997), se encontré que la
caida en la liberacion basal era menor del 1%. En experimentos en los cuales se valoro este
dato la liberacion basal en la fraccion 10 fue de 97 + 2% de la fraccion 4, indicando un
cambio minimo en la liberacion basal. La significancia de los efectos de la droga fue
valorada por andlisis de varianza de una via seguido por pruebas multiples de comparacioén
post-hoc de Tukey-Kramer usando el programa PrismgraphPad 4.0, (GraphPad software, San
Diego CA, USA). Para obtener una estimacion sin sesgo de los valores de I1Csy, los datos de
dosis-efecto para la inversion de la estimulacion de la liberacion de [’H] GABA de SKF
38393 por baclofén los puntos fueron ajustados mediante regresion no lineal usando el

mismo programa.
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RESULTADOS
1. Dependencia del Ca** extracelular de la liberacién de [*H]-GABA.

Nuestros primeros experimentos fueron encaminados a conocer la dependencia del
calcio extracelular de la liberacion de GABA radiactivo de la sustancia nigra pars reticulata
por dos razones: la primera con la idea de probar que la técnica utilizada en nuestros
experimentos era adecuada para contar con una liberacion exocitdtica del neurotransmisor
que mimetizara una liberacion cuasi fisiologica y la segunda porque se ha propuesto que solo
la liberacion de neurotransmisores dependiente de Calcio (exocitdtica) es modulable por

receptores presinapticos.

En los experimentos de la grafica 1-A se muestra que en nuestras condiciones
experimentales la liberacion de [’H]-GABA es altamente dependiente del i6n calcio. La
omision de Ca"™ y sustitucion equimolar por Mg, produce que el estimulo despolarizante
causara una disminucion significativa de la liberacion de hasta un 924+2%, lo cual se puede
visualizar con mayor claridad en la grafica 1-B donde se representa el area bajo la curva de la
grafica de la seccion A. El medio de perfusion sin Ca’" fue eliminado desde la fraccién 2, es
decir 8 minutos antes de la estimulacion con K', esta maniobra nos permite observar si la
omision del 16n modifica o no la liberacion basal. En esta situacion notese como la liberacion
basal es la misma en ambas condiciones, esto indica que solo la liberacién estimulada por K"

es dependiente de Ca'".
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2. Efecto de la activacion de receptores GABA B sobre la liberacion de [*H]-GABA y
su dependencia de dopamina.

Inicialmente probamos el efecto de la activacion de los receptores de GABA tipo B
con su agonista selectivo el baclofén (100 uM) sobre la liberacion de GABA inducida por
alto K" en rebanadas de sustancia nigra de ratas normales. Los resultados se muestran en la
grafica 2-A en la cual, con fines didacticos, solo se muestran las areas bajo la curva de las

curvas de liberacion correspondientes. El baclofén inhibi6 la liberacion de GABA radiactivo
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en un 48+8% (n = 3 experimentos, 5 replicas por experimento; p < 0.001 con respecto del
control). El saclofén (1 uM), que por si mismo no tuvo un efecto, revirtid6 por completo el

efecto del agonista.

Una vez conocido el efecto de la activacion de los receptores de GABA tipo B sobre
la liberacion de GABA, procedimos a estudiar la dependencia a la dopamina y la activacion
de los receptores D1. Dado que nuestro grupo de trabajo ha mostrado que en estas
condiciones la despolarizacion estimula la liberacion de dopamina endogena y esta estimula
la liberacion de GABA a través de receptores D1 (Floran et al., 1990; Aceves et al., 1992),
estudiamos los efectos de baclofén en dos condiciones. La primera, en rebanadas

provenientes de ratas

A B C

SCH 23390 reserpina

Liberacion de [*H]GABA (ABC)

Grafica 2. El efecto del agonista selectivo para los receptores de GABAg baclofén, depende la activacion
de receptores D1 por dopamina enddégena. En A se muestra el efecto de la activacion de los receptores de
GABA tipo B por su agonista selectivo el baclofén (100 pM), sobre la liberacion de GABA radioactivo
inducida por K" en rebanadas de SNr provenientes de ratas normales. El efecto fue antagonizada por el
saclofén (1pM), el cual no tuvo efecto por si mismo. En B se muestra el efecto del bloqueo selectivo de los
receptores D1 con su antagonista el SCH 23390 (0.1 pM) sobre el efecto del baclofén y saclofén en
rebanadas provenientes de ratas normales. En C se muestra el efecto de diferentes concentraciones del
baclofén sobre la liberacion de GABA en rebanadas provenientes de ratas reserpinizadas (sin dopamina
enddégena). Notese como en esta condicion el baclofén no fue capaz de inhibir la liberacién de GABA. Los
valores representan el promedio + error estandar de 3 experimentos (cinco replicas en cada
experimento). *** P<(.001 con respecto de su control. ns: no significativo.
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normales (sin reserpina), pero en presencia del bloqueo selectivo de los receptores D1 con el
SCH 23390 (0.1 uM) en el medio de perfusion. Como puede observarse en la grafica 2-B en
esta condicion ni el baclofén, ni el saclofén produjeron efecto alguno sobre la liberacion. La
segunda condicion consistid en la eliminacion de dopamina enddgena por medio de la
reserpinizacion. Con esta maniobra, cuyos resultados se muestran en la figura 2-C, se puede

apreciar que el baclofén no produce efecto alguno sobre la liberacion en un rango de

A B

Liberacion de[>H]GABA (ABC)
Liberacion de [*H]GABA (AUC)
Q

9 8 7 -6 5 -4
log [Baclofen] M

Grafica 3. El baclofén bloquea la estimulacién de la liberacion de GABA radiactivo estimulada por la
activacion de receptores D1 con SKF 38393. En A se muestra como el baclofén a concentracion de 100
uM bloquea por completo la estimulacion de la liberacion de GABA estimulada por el SKF 38393 (1pM)
un agonista selectivo de los receptores D1; el efecto del baclofén fue prevenido por el saclofén (1pM) un
antagonista selectivo de los receptores de GABAg. En ausencia de la activacion de receptores D1 el
antagonista no mostré efecto alguno. Los experimentos se realizaron en rebanadas provenientes de ratas
reserpinizadas para evitar efectos de dopamina endogena. Las barras representan el promedio + error
estindar de tres experimentos con al menos tres replicas por experimento. *** P<(.001 con respecto del
control. En B se muestra una curva dosis-respuesta del efecto del baclofén sobre el efecto del SKF 38393
(1pM). Los puntos representan el promedio + error estindar de cuatro determinaciones. La curva
representa el mejor ajuste obtenida por regresiéon no lineal. La ICs calculada fue de 1pM con un
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intervalo de confianza de 0.6 a 1.6 pM. Estos experimentos también se realizaron en rebanadas de ratas
reserpinizadas.

concentraciones que van de 10 a 500 uM. Datos de nuestro laboratorio obtenidos por HPLC,
han mostrado que este tratamiento con reserpina reduce hasta en n 92+4% el contenido de
dopamina en la sustancia nigra de estas ratas (Garcia et al., 1997).

Para entender mejor los efectos de la activacion simultdnea de los receptores de
GABA B y los receptores D1, realizamos experimentos en donde activamos los receptores
D1 con su agonista selectivo el SKF 38393 (1uM) y los receptores de GABA B con baclofén
en rebanadas provenientes de ratas reserpinizadas. Los resultados se muestran en la figura 3-
A. Notese como el baclofén bloquea casi por completo el efecto estimulatorio del SFK 38393
sobre la liberacion de GABA. El SKF 38393, como ha sido reportado por nuestro grupo de
trabajo, estimula la liberacion de GABA en estas condiciones en un 105+5% (Arias-Montafio
et al., 2007). La seccion 3-B muestra que el efecto una curva de dosis respuesta del baclofén
sobre el efecto del SKF 38393 que da una ICsode 1uM con un intervalo de confianza de entre

0.6a1.6 uM.

3. Efecto de los receptores de GABA tipo B sobre la via de sefalizacion de los

receptores D1 que facilitan la liberacion de GABA.

Los siguientes experimentos fueron disefiados para entender los mecanismos
involucrados en la interaccion entre receptores GABA B y D1 en el control de la liberacion
de GABA. Puesto que en el estriado los receptores D1 estimulan la liberacion de GABA a
través de la via del AMPc-PKA, en esta ocasion probamos si ocurre un efecto similar a nivel

de las terminales en la SNr.
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Se probaron tres maniobras, primero la estimulacion del receptor D1 con su agonista
selectivo el SKF 39393 (1uM), la activacion de la adenilil ciclasa con forskolina (10 uM) y la
estimulacion de PKA con el andlogo no metabolizable del AMPc, el 8-Br-AMPc, las tres
maniobras conllevan a la estimulacion de la PKA y esta a estimular la liberacion de GABA

(Arias-Montafio et al., 2007). Los resultados de ellas se muestran en la grafica 4. Noétese

* k%

4 - # Hit# #

Liberacion de [°*H]GABA (ABC)
o1
]

Grifica 4. La estimulacion de la liberacion de GABA producida por la activacion de receptores D1 es a
través via AMPc-PKA. La grifica muestra el efecto estimulatorio sobre la liberacion de GABA del SKF
38393 (1pM) un agonista selectivo de los receptores de dopamina D1, forskolina (10pM) una droga que
estimula la formacion de AMPc por la adenilil ciclasa y 8-Br-cAMPc (500pM) un activador de la PKA.
Los efectos de las drogas fueron antagonizados por el inhibidor de la PKA H89 (10pM), el cual no tuvo
efecto por si mismo. Las barras representan el resultado de tres experimentos por separado con al menos
3 replicas en cada observacion. **P<(.01; *** P<(.001 con respecto del control; # P<0.05 con respecto del
SKF 38393 o 8-Br-AMPc, ### p<0.001 con respecto de forskolina. Los experimentos se realizaron en
rebanadas provenientes de ratas reserpinizadas.
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como los tres compuestos estimulan la liberacion de GABA. En la misma grafica se muestra
que el bloqueo selectivo de la PKA con H89 (10uM), previno el efecto de las tres maniobras

sin tener efecto por si mismo.

Una vez caracterizada la via de estimulacion de la liberacion por receptores D1,
procedimos a estudiar el nivel de interaccion de los receptores de GABA B con esta via. Los
resultados se muestran en las graficas 5-A, B y C. En ellas se muestra como el baclofén

bloquea los efectos de SKF 38393 y la forskolina al igual que el H89, pero no el del 8-Br-

AMPc.
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Grafica 5. El baclofén bloquea la estimulacion de la liberacion de GABA, por el SKF 38393 y la forskolina,
pero no la estimulada por 8-Br-AMPc. En A se muestra el efecto del baclofén (100 uM) sobre la estimulacion
de la liberacion de GABA estimulada por la activacion de los receptores D1 con SKF 38393 (1uM). En B se
muestra en mismo efecto, pero en este caso la liberacion se estimuld con Forskolinaa (10uM) un agente que
estimula directamente la adenilil ciclasa y en C, la estimulacion de la PKA con 8-Br-AMPc (500 uM). Notese la
falta de efecto del baclofén sonbre este ltimo. Las barras representan el resultado de tres experimentos por
separado con al menos 3 replicas en cada observacion. **P<0.01; *** P<0.001 con respecto del control; ##
P<0.01 con respecto del SKF 38393 o Forskolinaa. Los experimentos se realizaron en rebanadas provenientes
de ratas reserpinizadas.
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Dado que los receptores GABA B pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas Gi, la participacion de las mismas en el bloqueo de la estimulacion de
la liberacion estimulada por receptores D1, se hizo a través del uso del agente alkilante de
grupos sulfidrilo N-etil-maleimida (NEM), que se conoce bloquea los efectos de receptores
acoplados a proteinas G,; sensibles de toxina pertusis. El NEM (300 pM), inhibi6 el efecto
del baclofén sobre el efecto del SKF 38393. En tanto que por si solo no produjo ningin

efecto. Los resultados se muestran en la gréafica 6.

**k%*
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Liberacion de [ *H]GABA (ABC)
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Grafica 6. La inactivacion de la proteina Gai/o con N-étil-maleimida (NEM) inhibe el efecto del baclofén
sobre la liberacion de GABA estimulada por receptores D1. La aplicacion del NEM (300 pM) abolié el
efecto inhibitorio del baclofén sobre la liberacion de GABA estimulada por el SKF 38393 (1pM). En esta
condicion el baclofén por si mismo no modificé la liberacion. Las barras representan el resultado de tres
experimentos por separado con al menos 3 replicas en cada observacién. **P<0.01; *** P<0.001 con
respecto del control. Los experimentos se realizaron en rebanadas provenientes de ratas reserpinizadas.
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4. Efecto de la activacion de receptores GABA A sobre la liberacién de [°*H]-GABA y

su interaccion con los receptores D1.

En estos experimentos probamos el efecto de la activacion de los receptores de

GABA tipo A con su agonista selectivo el muscimol (100 pM) sobre la liberacion de GABA
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Grafica 7. Efecto del agonista selectivo para los receptores de GABA, muscimol sobre la liberacion de
GABA se ve enmascarado por la activacion de receptores D1 por dopamina endogena. En A se muestra
el efecto de la activacion de los receptores de GABA tipo A por su agonista selectivo el muscimol (100
uM), sobre la liberaciéon de GABA radioactivo inducida por K en rebanadas de SNr provenientes de
ratas normales. El efecto fue antagonizada por la bicuculina (1pM), el cual no tuvo efecto por si misma.
En B se muestra el efecto del bloqueo selectivo de los receptores D1 con su antagonista el SCH 23390 (0.1
pM) sobre el efecto del muscimol y la bicuculina en rebanadas provenientes de ratas normales. En C se
muestra el efecto del muscimol sobre la liberacion de GABA en rebanadas provenientes de ratas
reserpinizadas (sin dopamina endégena). Notese como en estas dos ultimas condiciones el muscimol fue
capaz de inhibir la liberacion de GABA. Los valores representan el promedio + error estandar de 3
experimentos (cinco replicas en cada experimento). *** P<(0.001 con respecto de su control.
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inducida por alto K™ en rebanadas de sustancia nigra de ratas normales. Los resultados se
muestran en la grafica 7-A, en la cual con fines didacticos solo se muestran las areas bajo la
curva de las curvas de liberacion correspondientes. El muscimol por si solo no modificé la
liberacion de GABA radiactivo. La bicuculina (1uM) tampoco modifico la liberacion de

GABA inducida por el alto K.

Para explorar la existencia de alguna interaccion de los receptores GABA A con los
receptores a dopamina, estudiamos los efectos del muscimol bloqueando los receptores D1
con SCH 23390 (0.1 uM) o eliminado la dopamina enddgena por medio de la estrategia de

reserpinizacion, similar a la efectuada con los receptores de GABA tipo B.

La primera maniobra en rebanadas provenientes de ratas normales, pero en presencia
de bloqueo selectivo de los receptores D1 con el SCH 23390 (0.1 uM) en el medio de
perfusion, mostré que el muscimol inhibid de manera significativa la liberacion de GABA,
como puede observarse en la grafica 7-B y que la bicuculina no mostr6 ningtn efecto. La
segunda condicién (la eliminacion de dopamina enddgena por medio de la reserpinizacion).
Cuyos resultados se muestran en la figura 7-C muestran que se mimetiz6 el efecto del

muscimol sobre la liberacion de GABA.

Para entender mejor los efectos de la activacion de los receptores de GABA A y los
receptores D1, realizamos experimentos en donde activamos los receptores D1 con su
agonista selectivo el SKF 38393 (1uM) y los receptores de GABA A con muscimol en
rebanadas provenientes de ratas reserpinizadas. Los resultados se muestran en la grafica 8.
Notese como el muscimol no bloquea el efecto del SKF 38393 sobre la liberacion, pero si se

administra sin activar al receptor D1, es capaz de inhibir la liberacion.
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Grafica 8. El muscimol no modifica la estimulacion de la liberacion de GABA radiactivo estimulada por la
activacion de receptores D1 con SKF 38393. En A se muestra como el muscimol a concentracion de 10 uM no
bloquea la estimulacion de la liberacion de GABA estimulada por el SKF 38393 (1uM) un agonista selectivo de
los receptores D1. En ausencia de la activacion de receptores D1 el agonista por si mismo inhibe la liberacion
de GABA. Los experimentos se realizaron en rebanadas provenientes de ratas reserpinizadas para evitar efectos
de dopamina endogena. Las barras representan el promedio + error estandar de tres experimentos con al menos
tres replicas por experimento. *** P<0.001 con respecto del control.

La probable interaccion de los receptores de GABA A con los receptores D1 y su via de
sefnalizacion se estudid una vez caracterizada la via de estimulacion de la liberacién por
receptores D1 como se procedio con el baclofén y los receptores GABA B. Los resultados se
muestran en las graficas 9-A, B y C. En ellas se muestra como el muscimol no bloquea los

efectos del SKF 38393 (1 uM), la forskolina (10 pM) ni del 8-Br-AMPc (500 uM).
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Grafica 9. El muscimol no bloquea la estimulacion de la liberacion de GABA, por el SKF 38393,
forskolina, ni la estimulada por 8-Br-AMPc. En A se muestra el efecto del muscimol (10 pM) sobre la
estimulacion de la liberacion de GABA estimulada por la activacion de los receptores D1 con SKF 38393
(1pM). En B se muestra en mismo efecto, pero en este caso la liberacion se estimulé con forskolina
(10pM) un agente que estimula directamente la adenilil ciclasa y en C, la estimulacion de la PKA con 8-
Br-AMPc (500 pM). Nétese la falta de efecto del muscimol sobre estas maniobras relacionadas con la
activacion de receptores D1. Las barras representan el resultado de tres experimentos por separado con
al menos 3 réplicas en cada observacién. **P<0.01; *** P<(0.001 con respecto del control; ## P<0.01 con
respecto del SKF 38393 o forskolina. Los experimentos se realizaron en rebanadas provenientes de ratas
reserpinizadas.
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DISCUSION
1. El mecanismo y origen de la liberacién de [°H]-GABA en la sustancia nigra.

Durante mucho tiempo se ha cuestionado el origen del GABA radioactivo liberado
por despolarizacion con alto K™ (Bernath, 1992). Este pudiera provenir tanto de terminales
GABA¢érgicas como de células gliales que tienen la capacidad de capturarlo, metabolizarlo y
eventualmente liberarlo por aumento de K extracelular, lo cual bien pudiera ocurrir en
nuestro sistema (Albrecht et al., 1988). Sin embargo, aparentemente la liberacion glial de
GABA es Ca'" independiente y se produce sobre niveles de despolarizacion de mas de 50
mM de K™ (Bernath, 1992), lo cual no ocurre en nuestra preparacion como se desprende de
los métodos (despolarizacion con 20 mM de K") y los controles mostrados en las gréaficas 1,
Ay B. De manera interesante, el porcentaje de dependencia de Ca™" de la liberacion es alto,
lo que indica un origen neuronal importante de la marca colectada muy probablemente a
través de exocitosis (Limberger et al., 1986). Otros aspectos relacionados con la liberacion,
como el metabolismo del [’H]- GABA, son prevenidos en nuestro sistema por la adicién de
bloquedores de la GABA transaminasa, (GAT enzima que degrada el GABA) como el acido
amino-oxi-acetico (Starr, 1975). Con respecto a una posible recaptura de la marca, el flujo de
perfusion y la adicion de acido nipecotico al medio de perfusion (Krogsgaard-Larsen y
Johnston, 1975), evita la reincorporacion del GABA radioactivo a elementos tanto
neuronales como gliales, lo cual contribuye a asegurar que la marca colectada no sea un
metabolito del GABA, aumentando ademas la sefial radioactiva. Datos de nuestro grupo de
trabajo (no mostrados), en los cuales se determin6 por cromatografia de capa fina el GABA
de las muestras de perfusion, mostraron que aproximadamente entre un 85-90% de la marca

corresponde a GABA.
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Por otro lado nuestro grupo de trabajo, también ha mostrado que la activacion de
receptores D1 que facilitan la liberacion de GABA ocurre solo cuando la preparacion es
perfundida con una alta concentracion de K™ y no sobre la liberacién espontanea o basal
(Aceves et al., 1992), esto indica que los efectos mostrados por la activacién de los
receptores estudiados modifica algin paso en el proceso durante la liberacion del
neurotransmisor. En resumen, consideramos que contamos con una preparacion adecuada
que monitorea la liberacion de GABA proveniente de terminales GABAérgicas en la
sustancia nigra. Los efectos de la activacion de receptores presinapticos sobre la liberacion de
GABA, como los aqui estudiados con esta técnica han sido publicados y reproducidos en
otros estudios como los electrofisioldgicos (Shen y Johnson, 1997; Chan et al., 1998; Chan y

Yung, 1999) y de microdidlisis (Rosales et al 1997; Trevitt et al., 2002).

Existen al menos dos aferencias y una fuente local de liberacion de GABA en la
sustancia nigra reticulata. La primera es la estriado-nigral (Szabo, 1977; Gerfen, 1985), la
segunda es la palido-nigral (Grofova, 1975) y la fuente local corresponde a interneuronas y
axones recurrentes (Grace y Bunney, 1985; Lee y Tepper, 2007). La fuente mas probable de
GABA medido en nuestras condiciones seria la que proviene de las aferentes estriatales y
palidales, ya que de acuerdo a la literatura el 60-80% del GABA provendria de ellas (Lantin
le Boulch, 1991), pero como veremos mds adelante la porcion remanente dada por
interneuronas es también importante en la interpretacion de nuestros resultados. Por otro
lado, los receptores D1 aparentemente estan localizados en las aferentes estriatales de
acuerdo a la hipotesis de la segregacion (Rosales et al., 1997, Floran et al 1990) y seria sobre

ellas donde una parte de nuestras observaciones ocurririan.

63



2. Modulacién de la facilitacién de la liberacién de [*H]-GABA mediada por

receptores D1.

La inhibicién de la liberacion de GABA mediada por receptores GABA B y estudiada
en nuestro caso a través de la activacion selectiva con su agonista el baclofén, requiere por un
lado de dopamina endogena y por el otro de la activacion de los receptores DI como se
muestra en las graficas 2 y 3. En nuestras condiciones experimentales el baclofén no puede
inhibir la liberacion de GABA por si mismo, si la activacion del receptor D1 no ocurre, ya
sea por dopamina endogena (grafica 2B y 2C) o la adicion de su agonista el SKF38393
(grafica 3). Es interesante ver que esta dependencia del efecto del baclofén es tan importante
que incluso a concentraciones hasta de 500 uM no modifica la liberacion per se en rebanadas
de ratas reserpinizadas; concentraciones que estan muy por encima de la ICsy estimada por
nuestro grupo de trabajo y datos de la literatura: 0.60 uM (Shen y Johnson 1997); 5uM
(Floran et al 1988) asi como también la encontrada en este trabajo (grafica 3B) que fue de 3.6

puM.

La causa de esta falta de efecto, esta por aclararse y requiere de mayor estudio
experimental, sin embargo hay que tomar en cuenta que diversos reportes sugieren una
dependencia del receptor GABA B a la activacion del D1 (Shen y Johnson, 1997, Misgeld
2004, Nava-Asbell 2003); como se muestra en el trabajo de Radnikow y Misgeld de 1998, en
donde el bloqueo de los receptores D1 con SCH 23390 produce una reduccion drastica de las
corrientes inhibitorias post-sindpticas evocadas por estimulacion local. En nuestro caso la
estimulacion con alto K', también puede evocar la liberacion de dopamina endégena y la
activacion de receptores D1 (Aceves et al 1995). Efectos similares a este, también los hemos

visto en casos de otros receptores presinapticos que colocalizan con los receptores D1 de
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estas terminales, tal es el caso de los receptores H3 (Garcia et al 1977) y los receptores Al
(Floran et al 2002), y los receptores a canabinoides CB1 (datos no publicados). Esto parece
indicar que los efectos sobre la liberacion de GABA por heterreceptores en las terminales

estriado-nigrales, requiere de la activacion previa de receptores D1.

3. Via de sefalizacion de los receptores D1 y el mecanismo de accion de los receptores

GABA B.

La estimulacion de la liberacion de GABA en el estriado por receptores D1 sigue la
via de senalizacion del AMPc-PKA (Arias-Montafio 2007), en las terminales nigrales este
también es el mecanismo a juzgar por los datos de la grafica 4. A nivel de las terminales
estriatales (muy probablemente las recurrentes colaterales) el canal de calcio involucrado es
de tipo P/Q, por lo que es muy probable que a nivel de las terminales estriado-nigrales

también ocurra, aunque no los exploramos en nuestros experimentos.

Los receptores de GABA tipo B inhiben la liberacion de GABA antes de la formacion
de AMPc a juzgar por los resultados de la grafica 5, lo que sugiere que el nivel de la
interaccion D1-GABA B ocurre en los primeros pasos de la via de sefializacion; bien en el
acople receptor-proteina G o a nivel de la adenilil ciclasa. En la primera posibilidad, pudiera
ocurrir una interaccion proteina-proteina entre ambos receptores, por ello realizamos
experimentos en los que se bloqueo el acople de los receptores de GABA tipo B con las
proteinas Gi, usando N-étil-maleimida, un agente alquilante de proteinas Gi sensibles de
toxina pertusis (Shapiro et al., 1994). Esto resulté en una pérdida del efecto inhibitorio del
baclofén, en tanto que se mantuvo el efecto del SKF 38393, lo cual habla en contra de una

interaccion de este tipo; por otro lado, no hemos encontrado en la literatura reportes de
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interacciones de este tipo entre estos receptores. La segunda posibilidad es que el efecto
antagénico ocurra a nivel de la adenilil ciclasa, esto es mas factible dado que es bien
conocido que los receptores GABA B estan acoplados a proteinas Gi, las cuales producen
inhibicion de la adenilil ciclasa. El mecanismo antagdnico sugiere que al activarse el receptor
D1 por la dopamina, su natural acople a proteinas Gy estimula la adenilil ciclasa, formacion
de AMPc y activacion de la PKA, en esta condicion la activacion de proteinas Gi por el
GABA B contrarresta el efecto del D1, lo cual se traduce en una inhibicién de la liberacion
de GABA previamente estimulada, de lo cual surge la dependencia de dopamina y la

activacion de receptores D1 observadas.

Otras explicaciones probables del efecto inhibitorio de los receptores GABA B sobre
la liberacion de GABA, pudieran ser que la subunidad Py de las proteinas Gi activadas inhiba
al canal de calcio implicado en la liberacion (Delmas et al., 2005), este caso no parece ser
responsable en nuestros experimentos dado que implicaria un efecto per se del baclofén sin

necesidad de activacion de receptores D1.

Por ultimo cabe mencionar si los receptores de GABA B de la sustancia nigra deben
ser vistos como autorreceptores clasicos o moduladores presinapticos. Algunos
investigadores consideran que un autorreceptor en el concepto clésico inhibe la liberacion del
neurotransmisor per se, ayudando a controlar la liberacion evocada por el potencial de accion
(Giralt et al., 1990; Chan y Yung, 1999; Paladini et al., 1999). Si es asi los autorreceptores de
GABA tipo B no requeririan de la activacion de receptores D1. Este no seria nuestro caso,
sino que el comportamiento del receptor de GABA B seria mas bien de tipo moderador,

como ha sido sugerido por Misgeld (2004).
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4. Modulacién de la liberacion de [°H]-GABA por receptores tipo A.

La activacion de receptores de GABA A también inhibe la liberacion de GABA en la
sustancia nigra pars reticulata (graficas 7B y 7C), este efecto por el contrario de lo que ocurre
con los receptores de GABA tipo B, se ve enmascarado por la presencia de dopamina y la
consecuente activacion de receptores D1, como se ve en la grafica 7A. El enmascaramiento
pudiera ocurrir debido al exceso de GABA que provoca en el sistema la estimulacion de
receptores D1, como discutimos en la seccion anterior. Asi la adicion al medio de muscimol
no modifica la liberacion al encontrar un buen nimero de receptores ocupados inclusive a
concentraciones tan altas del agonista como las usadas en este trabajo (100 uM). Debido a
ello en reportes previos no pudimos mostrar el efecto del muscimol sobre la liberacion de
GABA en la sustancia nigra pars reticulata (Floran et al 1988), en donde la dosis empleada
fue de 1 uM. Otros estudios como los de Arbilla et al (1979), muestran un disminucién de la
liberacion de GABA por muscimol a pesar de que en su sistema pudiera haber liberacion de
dopamina endégena, particularmente a las concentraciones de K" utilizada por estos autores
(30 mM). Probablemente las diferencias experimentales entre nuestro trabajo y el de ellos
puedan ser la causa de la controversia, tales como la concentracion de K+ utilizadas, la no

separacion de la pars compacta de la pars reticulata etc.

La siguiente pregunta seria tratar de entender si el mecanismo de inhibicion esta
ligado a la activacion de receptores DI. En el estriado los receptores GABA A y D1
interactian a nivel del soma, asi Flores-Hernandez et al (2000), encontraron que la
activacion de receptores D1 atenua las corrientes de cloro provocadas por la activacion de
receptores GABA A a través de la via PKA-DARPP-32-PP1. Una interaccion similar

pudiera ocurrir a nivel de las terminales en la sustancia nigra que explicaria los efectos
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observados. Lo cual se ve apoyado por los resultados de las graficas 8 y 9, en las que se
observa que el muscimol no interfiere con los efectos de la activacion del D1 y su via de
sefnalizacion. De hecho la falta del efecto del muscimol sobre la liberacioén estimulada por 8-
Br-AMPc y forskolina, sugiere que cualquier maniobra que estimule la liberacion de GABA
enmascara el efecto del muscimol. Sin embargo esta explicacion pudiera no ser factible, dado
que los estudios de localizacion de los receptores GABA tipo A basados en inmuno-
histoquimica sugieren que la localizacion de estos y sus subunidades en la sustancia nigra
reticulata es post-sindptica (Chan y Yung, 1999; Paladini et al., 1999; Waldvogel et al.,
2004), en tanto que los receptores D1 son eminentemente presinapticos (Barone et al., 1987;

Misgeld, 2004).

Una alternativa mas plausible puede radicar en el origen del GABA que esta siendo
modulado. Las fuentes reconocidas de GABA en la sustancia nigra reticulata son: las
aferentes estriatales y palidales (Paladini et al., 1999), las recurrentes colaterales de las
neuronas de proyeccion (Lee y Tepper, 2007) y las interneuronas GABAérgicas (Grace y
Bunney, 1985). Los receptores de GABA tipo A se localizan en las neuronas de proyeccion y
las interneuronas, en consecuencia el GABA radiactivo proveniente de estas durante el
disparo neuronal provocado por la despolarizacion, se veria disminuido al activar el receptor
tipo A por el muscimol. En el caso de activacion del receptor D1 el nivel de GABA, seria
elevado tal que el efecto del muscimol estaria enmascarado como se comento anteriormente
y que se apoya en el resultado de la grafica 7-B en donde en ratas normales el bloqueo de los

receptores D1 con SCH 23390 también desenmascara el efecto del muscimol.
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En resumen el efecto de los receptores de GABA tipo A en la sustancia nigra, esta
enmascarado por la activacion de receptores D1 y parece localizarse sobre receptores

localizados a nivel post-sinaptico.

5. Implicaciones funcionales y farmacoldgicas.

La modulacion de los receptores de GABA B del efecto facilitatorio de la liberacion
dada por receptores D1 puede ser relevante para el control de la actividad de las neuronas
nigrales de proyeccion. La activacion del receptor D1 produce inhibicion de las neuronas de
salida que promueve la locomocién por desinhibicion de los nucleos premotores del talamo
(Yurek y Hipkens 1993). Por otro lado, la inhibicion de las interneuronas nigrales, via
colaterales (Tepper et al 1995), desinhibiria las neuronas dopaminérgicas de la pars
compacta, lo que incrementaria la liberacion de dopamina en el estriado (Balon et al 2002).
Este incremento en la dopamina estriatal estimularia la actividad de las neuronas estriatales
de proyecciodn e incrementaria mas la locomocion. Asi mismo a nivel local, como ha sugerido
Rosales et al (1997), la liberacion de dopamina dendritica y activacion de receptores D1
estimularia la liberacion de GABA y de glutamato de manera directa, el glutamato a su vez
estimula también la liberacion de dopamina via receptores NMDA, en circuito recurrente que
estaria involucrado en conductas repetitivas por activacion de receptores D1. Una vez que la
concentracion de GABA aumentara en estas tres condiciones, la activacion de receptores
GABA B, se opondria a los efectos de la dopamina al controlar la actividad de los receptores
D1 presentes en las terminales estriado-nigrales (Aceves et al., 1991), y al inhibir la
liberacion dendritica de dopamina (Garcia et al 1997), y controlando asi su accion sobre la

locomociodn.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion, nos sugieren que la activacion de los
receptores GABA B en las terminales estriadopalidales de la sustancia nigra pars reticulata
inhiben la liberacién de [*H]-GABA facilitada por la activacién de los receptores
dopaminérgicos del tipo D1, interfiriendo en la via de sefializacién a nivel de la adenilil-

ciclasa.

Por otra parte, la activacion de los receptores GABA A induce una inhibicion en la
liberacién de [*H]- GABA, aunque este efecto no se observa durante la activacion de los
receptores D1. Aunque la localizacion exacta del control presinaptico de la liberacion de
[*H]-GABA por receptores GABA A requiere de estudios adicionales, este puede ocurrir

probablemente a nivel de las interneuronas nigrales.

El control de la facilitacion en la liberacion de GABA de las terminales estriado-
nigrales por los receptores presindpticos D1 a través de la activacion de los receptores GABA
B, adquiere especial importancia en la enfermedad de Parkinson pues el tratamiento crénico
con L-dopa y su subsecuente conversion a dopamina ejerceria una activacion sostenida ante
la elevada expresion de los receptores D1 que se sabe ocurre como respuesta a la muerte
neuronal dopaminérgica lo cual derivaria en la inhibicion de las neuronas de proyeccion de la
pars reticulata de la sustancia nigra, iniciando probablemente episodios de discinesias
caracteristicos del tratamiento con L-dopa. Asi, los resultados obtenidos en este proyecto
sugieren la posibilidad de emplear agonistas para los receptores GABA B, de manera

conjunta al tratamiento clasico de la enfermedad del Parkinson.
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