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INTRODUCCION

Actualmente las enfermedades neurodegenerativas son cada vez mas frecuentes y
desafortunadamente no se conoce un tratamiento que cure estas, tal es el caso de la
enfermedad de Parkinson. Esta enfermedad se caracteriza por una disminucién drdstica
de la Dopamina en los ganglios basales, principalmente en la sustancia nigra, dicha
disminucion acarrea un desajuste en el circuito motor, cuya actividad es regulada
bioquimicamente por neurotransmisores como la Dopamina y el Acido y-aminobutirico
(GABA). Se sabe que los receptores D, controlan la liberacién de GABA en las terminales
nerviosas de la via indirecta (estriado-palidal) del circuito motor; el conocer la naturaleza
del comportamiento de estos receptores, puede ser clave en la busqueda de nuevos
tratamientos para el desequilibrio neuronal en las enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson. Este proyecto contribuyé a determinar la via de sefalizacién de los
receptores dopaminérgicos del tipo D, en la liberacién del neurotransmisor GABA en las
terminales nerviosas de la via estriado-palidal, evaluando la estimulacién de la fosfolipasa
C (PLC) o la inhibicién de la Adenilato ciclasa, que constituyen las opciones por las cuales
los receptores de esta familia producen sus efectos y que en estas terminales se
desconoce. Se utilizd6 como modelo de estudio, la liberacion de GABA radioactivo en
rebanadas de globo pdlido de rata. Elaborando preparaciones de rebanadas con las
terminales nerviosas de la via estriado-palidal se incubaron con el neurotransmisor
radioactivo, para asi cuantificarlo durante la estimulacién de su liberacién evocada con
una solucién de alta concentracién en K'. Las rebanadas fueron expuestas a diferentes
farmacos que bloquean las vias de sefializacién durante la activacion de receptores D, de
manera selectiva, lo cual permitid inferir el probable tipo de sefalizacién de dichos

receptores, en estas terminales cerebrales.



LA DOPAMINA

OH La dopamina (Imagen 1) forma parte de la familia de las
HO catecolaminas junto con la adrenalina y la noradrenaling,
denominadas asi por poseer en su estructura al 3,4-

dihidroxifenilo o catecol y una cadena lateral etilamino, la
H
2

Imagen 1. Molécula de dopamina es la dltima de las catecolaminas a la cual se le
dopamina, catecolamina
proveniente de la Tirosina

precursora de Adrenalina.  uomiferos. A mediados de los 50's se consideraba
La dopamina es

responsable de la- exclusivamente como intermediario de la biosintesis de
regulacion de diversos

procesos neuronales. adrenalina y noradrenalina a partir de la L-Tirosina. Poco tiempo
(imagen tomada de
www.chemspider.com)

descubrid actividad como neurotransmisor en el cerebro de los

después Montagu, Carlson y colaboradores al final de la década
de los 50°s , encontraron en tejido bovino que la dopamina en el cerebro se encuentraba
presente en concentraciones equivalentes a la noradrenalina pero con una distribucién
distinta lo que llevo a estos investigadores suecos a encontrar otro papel bioldgico de la
dopamina; sus estudios demostraron que la mayor cantidad de dopamina en el cerebro se
encuentra confinada en los ganglios basales, proponiendo que la dopamina se encuentra
relacionada al control motor y que la disminucion de dopamina podia ser la causa de los

sintomas extrapiramidales del mal del Parkinson.!
BIOSINTESIS DE DOPAMINA

La via clasica de la sintesis de la dopamina requiere la actividad de la tirosina-hidroxilasa
(TH), que cataliza el primer paso al convertir la tirosina en dihidroxifenilalanina (DOPA) y
la aminodcido-aromatico-descarboxilasa (LAAD) o DOPA descarboxilasa, que cataliza la
conversion de la DOPA en Dopamina (Imagen 2). El primer paso de sintesis consiste en la
hidroxilacion del anillo fendlico del aminoacido tirosina por mediacién de la TH. La tirosina
puede ser sintetizada a partir de otro aminodacido, la fenilalanina, o bien provenir de la

dieta y penetrar en las neuronas por transporte activo.



La TH es especifica de las células catecolaminérgicas y
se encuentra en la fraccién libre del citoplasma, no en
granulos ni en vesiculas; requiere O, molecular, Fe®* y el
cofactor tetrahidrobiopterina (BH4). La disponibilidad
del BH4 repercute en la regulacién de la actividad de la
TH. La enzima es activada mediante fosforilacién, que
puede ser provocada por las proteincinasas Ay C, y por
la dependiente de Ca’*-calmodulina. La descarboxilacion
de la L-DOPA por parte de la enzima LAAD y su
conversion en dopamina se realiza en el citoplasma.
Receptores a dopamina presinapticos también modulan
la hidroxilacién de la TH, estos receptores son activados
por la dopamina liberada en la terminal nerviosa,
la sintesis de

creandose una autoregulacién de

dopamina.2

La membrana plasmatica transportadora de dopamina

COC

(\ CHy—CH — NH,

“0/\/

Tyrosine
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I(\ CHy—CH — NH,
HO” N
OH
DOFA o,
decarboxylase
Dopamine H
I/\»- CH,—CH— NH,
=

HY
Imagen 2. El primer paso en la

sintesis de catecolamina es
catalizada por la tirosina hidroxilasa

en una reaccion que requiere
oxigeno como  co-sustrato vy
tetrahidrobiopterina como un
cofactor para sintetizar

dihidroxifenilalanina (DOPA). Imagen
modificada de: Purves D, et all,
Neroscience 3ed, 2004)

es un componente Unico de la terminal dopaminérgica con una importante funcion

fisioldgica en la regulacidn y reciclaje sobre la liberaciéon de dopamina en la hendidura

sindptica. El transportador de monoaminas vesicular (VAT) almacena la dopamina en

vesiculas disminuyendo asi la concentraciéon de dopamina citoplasmatica y previniendo asi

su metabolismo por las monoamino-oxidasas (MAO). El VAT modula la concentracién de

. . . . 2
dopamina libre en las terminales nerviosas.



RECEPTORES A DOPAMINA

HaM Zona de fijacon dal igando

Las acciones fisioldgicas de la dopamina se
“‘”f"ﬁ‘.] encuentran reguladas por 5 subtipos de
diferentes receptores de membrana, con

siete dominios transmembranales
Zona de fijacwen
ala proteina G

acoplados a proteinas G (Imagen 3) , los
COOH cuales se clasifican en la familia D1-like (D,

Imag¢=:n 3. Modelo general (.ie. receptores acoplados a Ds) y la familia D,-like (DZ, Ds, D4) basados
proteinas G con 7 dominios transmembranales,

entre los dominios 2 y 3 se sefala el sitio donde los en sus propiedades farmacologias vy
ligandos interactian con el receptor. La zona de

fijaciéon de la Proteina G consta de varios conjuntos bioquimicas. La primera identificaciéon de
proteicos dejando libre el extremos carboxilo
terminal donde se favorecen reacciones de
fosforilacion y acilacion. (imagen tomada de Florez J,
Farmacologia Humana 3ed 1997).

colaboradores. Subsecuentemente dos subtipos de receptores denominados D; y D,,

diferentes subtipos de receptores fue

descrita en 1978 por Spano vy

fueron clasificados respecto a su efecto estimulador o inhibidor sobre la actividad de la

adenilato ciclasa por Kebaine y Calne en 1979. 13

El extremo carboxilo terminal de las subfamilias contiene sitios de fosforilacién y acilacién
que se cree se encuentran involucrados en la desensibilizacién por agonista dependiente
del receptor y en la formacidon de un complejo proteico intracelular cuaternario (IL4).
Ligandos dopaminérgicos hacen mas facil discriminar entre receptores de la subfamilia D;-
like o D, like pero entre los miembros de la misma subfamilia no siempre, por ejemplo el
antagonista de receptores D; el SCH-23390, o el agonista SKF-38393 poseen una afinidad
similar los receptores Ds, la selectividad farmacolégica de estos compuestos esta aun por
determinarse en animales vivos, por lo cual la utilizaciéon de animales carentes de
receptores especificos ayuda a definir la selectividad de compuestos que se ligan a ciertos
receptores en particular. Con respecto a los miembros de la familia D,-like hay mas

farmacos con acciones selectivas particularmente con los receptores D3 y Dy.>



Cabe resaltar que la expresion de los receptores a Dopamina no es exclusiva del sistema
nervioso central como se destaca en este proyecto. Estos receptores desempeian una
actividad importante en el sistema nervioso periférico, por ejemplo a nivel renal regulan el
fluido en la nefrona, tubos proximales y el conducto colector, asi como el balance
electrolitico, el balance de oxido reduccidn vy la presién arterial >. También se encuentran
expresados receptores a dopamina en aferentes que llegan al cuerpo carotideo desde el

Nervio petroso, regulando la actividad quimiosensorial en esta zona®.
LA DOPAMINA Y LOS GANGLIOS BASALES.
1) LOS GANGLIOS BASALES GENERALIDADES

Los ganglios basales son componentes de un gran circuito segregado que
anatdmicamente y funcionalmente involucran a la corteza cerebral y al talamo,
tradicionalmente son estudiados a partir de 4 nucleos principales que a su vez tienen
subnucleos (Imagen 4). El_Neoestriado que en los roedores es un simple nucleo, y en los
vertebrados superiores estd dividido por la capsula interna en el nidcleo Caudado y el

Putamen. El Globo palido (GP) que se divide en dos segmentos, globo palido interno (GPi)

equivalente (en términos de aferencias de entrada y salida) al nucleo entupeduncular (EP)
en roedores, y el globo palido externo (GPe) equivalente al globo palido de los roedores,
sin embargo las aferencias de entrada y salida del complejo palidal son funcionalmente

distintas. La sustancia negra (SN) se divide en dos sub-nucleos pars compacta (SNc) y pars

reticulata (SNr) ubicadas en el mesencéfalo. Ambas partes de la SN presentan aferencias
de entrada similares, pero se encuentran grandes diferencias en las conexiones de salida,
su composicidn neuroquimica diferencia a distintos tipos de neuronas. Estas divisiones se
conocen como la cara dorsal de los ganglios basales la cual es prioritariamente asociada
con las funciones motoras y asociativas. La division ventral incluye al cuarto nucleo basico

de los ganglios basales, E/ Nucleo Subtaldmico (STN), asi como el ventral pdlido (que

seguramente incluye el GPi) y las partes medias del STN y SN esta seccién se le relaciona

principalmente con las funciones limbicas.’
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En los nucleos caudado y putamen se recibe la mayor parte de aferencias provenientes de
diversas dareas y nucleos: fundamentalmente de multiples areas de la corteza cerebral
como las prefrontales, motoras y somatosensoriales; de los nucleos taldmicos
intralaminares, de la linea media y de la SNc; entre las restantes aferencias que llegan al
estriado se encuentran las que provienen de los nucleos del rafe en el tronco del encéfalo.
A su vez, el estriado envia su informacién mayoritariamente hacia los nucleos ventrales
del talamo y diversas regiones de la corteza cerebral. Esta informacidn se canaliza a través
del GPi y SNr (ambas areas similares en estructura y funcién), bien directamente o bien
indirectamente realizando una conexién intermedia en el STN. Ademas, la SNr proyecta al
tubérculo cuadrigémino superior y a la formacidn reticular. De este modo, la informacidn
motora que nace en dareas corticales es modulada a su paso por el complejo estriado-
palidal, merced a sus proyecciones hacia el tdlamo y el tronco cerebral, y a las conexiones

de estas estructuras con la corteza motora y con la médula espinal. ’

VA/VL complex
Cerebrum of thalamus

Frontal cortex

Caudate )
nucleus \

Putamen
e

Imagen 4 Corte Sagital ideado para
mostrar una aproximacion de la
ubicacion anatomica de los ganglios
basales, en la zona denominada como
Cerebrum en el esquema, se encuentran
coloreados la Corteza frontal, el Estriado
marcando por separado las porciones
Caudado y Putamen, El talamo haciendo
énfasis en su complejo Lateral Ventral
(VL) y Anterior Ventral (VA), el Globo
Pilido interno y externo son apenas
diferenciados entre si en color violeta, EL

nucleo subtaldmico abajo del Talamo
;ﬁ’i;‘:‘ml iluminado en color verde. En la zona
segments denominada Midbrain encontramos a la
Sustancia marcadas en color verde la pars
compact y en morado pars reticulata.
(imagen tomada de: Purves D, et all,
Neroscience 3ed, 2004)

Globus

pallidus; Subthalamic

Midbrain

Substantia nigra
pars compacta

Substantia nigra
pars reticulata
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2) CIRCUITOS MOTORES Y LA ACCION DE LA DOPAMINA.

El “circuito motor” tiene origen en las dreas de la corteza frontal, después involucra

porciones motoras del estriado, GPe, STN, GPi, SNr y al tdlamo regresando a la corteza

frontal. Los circuitos asociativos y limbicos se originan desde la corteza prefrontal

asociativa y limbica y envuelve areas relacionadas a los ganglios basales y al tdlamo que no

se encuentran relacionadas al circuito motor. Si bien se cree que el circuito motor esta

Carnsbral cortex

T

[\ N
/ \I\ 1""-_"+
Indirect ank N iy ™ |
pathway, - | — ;:_"?'\ '.I
- Diract |
= *, | pathway I|
W ¥
GPe #:f(-t:
1 Thalamus
|
| b4
- II
/
/L
(] 1=l
.____;___ ¢ [
G, SNr
'{5-—( Gilutamatergic
Y—— GABAsrgic
Dopaminergic

Imagen. 5, Circuito motor; Vias directa e indirecta de los ganglios
basales. De manera muy general se ilustra a la via directa de
caracter inhibidor de los denominados nucleos de salida
ilustrados como un solo ente en el esquema, al igual
encontramos sefialada el curso de la via indirecta, la cual es de
caracter excitador en los nucleos de salida, las cuales se
considera clasicamente que funcionan de manera paralela con
sus diferentes cambios en su actividad. Principalmente se
involucran al glutamato y al GABA como los responsables de la
comunicacion en el circuito de los ganglios basales, pero se
considera a la dopamina como regulador de este sistema,
partiendo de su liberacion desde la sustancia nigra pars
compacta hacia el Estriado. (imagen tomada de: Nestler.E,
Hyman. S, Malenka. R, Molecular Neuropharmacology a
foundation for Clinical Neuroscience. 2 ed. 2009)

involucrado con el control del

movimiento, el circuito

asociativo seguramente tiene un

en el control de las

papel
funciones de ejecucién y el
circuito limbico en el control de
emociones v motivacion.
Disfuncién en elementos de
estos circuitos puede contribuir
a distintas enfermedades desde
del movimiento

de

las clasicas

como la enfermedad

Parkinson (Parkinson’s disease
PD),

hasta condiciones

neuropsiquiatricas, como el

sindrome de Tourette o las
.. 8

adicciones.

La anatomia individual de las

conexiones en estos circuitos ha

sido  ampliamente  descrita.

Dentro de los ganglios basales, el
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Estriado y el STN sirven como estaciones de entrada asi como

en el GPiy en la SNr sirven como estaciones de salida. Aferentes glutamatérgicas desde la
corteza y el tdlamo proyectan hacia al Estriado y al STN de manera topograficamente
organizada. Las entradas y salidas nucleares de los ganglios basales son conectadas a
través de dos vias: la via monosindptica GABAérgica directa y la via polisinaptica indirecta.
La via indirecta involucra las proyecciones GABAérgicas desde el estriado hacia el GPi y
desde el GPe hacia el STN, de igual manera las proyecciones glutamatérgicas desde el STN
al GPe, GPiy Snr. De manera muy basica, la polaridad de las conexiones dentro de las vias
directa e indirecta se opone una a otra. Con la activacidon de neuronas estriatales de la via
directa predomina un efecto inhibitorio sobre la actividad en GPi / SNr, mientras que la
activacion de la via indirecta posee un efecto exitatorio (Imagen 5). Este esquema es muy
simplista, sin embargo ambas vias pueden presentar patrones de disparo independientes
de la taza de disparo. El GPi y la SNr envian proyecciones GABAérgicas topograficamente
organizadas hacia el talamo y el tronco cerebral. Las salidas del circuito motor del GPiy la
SNr alcanza la porcion anterior del nucleo ventrolateral taldamico (VLa), que luego

proyectan de regreso a las zonas motoras de la corteza frontal (Imagen 5). ’

Desde hace algunas décadas se ha sabido que la dopamina es un neurotransmisor
presente en altas concentraciones en los ganglios basales. El suministro de dopamina en
estas estructuras se origina en los nucleos dopaminérgicos del cerebro medio, la SNc vy el
area ventral tegmental (VTA). Es en el estriado donde destaca la liberacién de dopamina
en los ganglios basales, influenciando el balance en las vias directa e indirecta por medio
de los diferentes tipos de receptores. Los receptores D;-like son encontrados en neuronas
estriatales donde comienza la via directa, al igual encontramos receptores D,-like en

. . 7. . 7
neuronas estriatales donde comienza la via indirecta.

La activacion de receptores Di-like en neuronas de la via directa facilitan la transmisién
corteza-estriado, mientras que la activacién de receptores D,-like en neuronas de la via
indirecta, pareciera que reducen dicha transmision. De acuerdo con los modelos

tradicionales de los ganglios basales, la dopamina mediada por el incremento de la
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actividad de la via directa, que en conjunto media una reduccién de la actividad en la red
excitadora de la via indirecta, lo que conlleva a la disminucién de la actividad neuronal
Gpi/SNr, actuando asi para desinhibir las proyecciones tdlamo-corticales. Ademas de la
regulacion de la transmisidn a lo largo de las vias directa e indirecta, la liberacidn estriatal
de dopamina se ve implicada en la modulacién del aprendizaje y en la plasticidad neuronal
a causa de los procesos tales como depresién a largo plazo (LTD long-term depression) y
potenciacion a largo plazo (LTP long-term potentiation), actuando en las sinapsis

glutamatérgicas. ’

La duracién de la accién y difusién de la dopamina es hasta cierto punto regulada por la
recaptura mediada del transportador de dopamina (DAT). Estudios en roedores, han
demostrado que concentraciones en rangos de eliminacion de DAT y DA son distintos
entre las regiones estriatales, con el gradiente dorso ventral. Tomando la organizacion
topogréfica del estriado, como sus diferentes efectos fisioldgicos, y la importancia de la
dopamina en dominios de comportamiento. Por instancia, datos fisiolégicos indican que el
curso temporal de la senalizacidon de dopamina puede ser determinada por un patrén de

interaccidon dopamina-glutamato en las diferentes areas del estriado.’

LAS VIAS DE SENALIZACION DE LOS RECEPTORES A DOPAMINA EN LOS GANGLIOS
BASALES

1) RECEPTORES D,

La primera evidencia bioquimica de un receptor a dopamina fue identificada en 1972, con
la estimulacién de la actividad de la adenilato ciclasa y la acumulacién de AMP ciclico en
la retina y en el nucleo neoestriado de rata. Durante la activaciéon proteinas Gas y
especificamente de Ga,s se unen primero al dominio C, citosélico de la adenilato ciclasa lo
gue conlleva a la que juntos el dominio C; y el C,, mejoren la eficiencia catalica de la
enzima. La adenilato ciclasa cataliza la conversion de ATP a AMP ciclico, el cual se une la
porcion reguladora de la holoenzima Proteina cinasa A (PKA) para desinhibir sus
subunidades cataliticas. Se ha demostrado que en el tejido neostriado de roedores
predomina la adenilato ciclasa subtipo 5, lo cual nos lleva a que la via de sefializacién en
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este nucleo es Receptor D1—>Gaor -PKA. La PKA fosforila un numero importante de
proteinas que se encuentran ligadas a varios tipos de transduccion, por ejemplo fosforila
a fosfoproteina reguladora de Dopamina y AMP ciclico (Dopamine- and cAMP-regulated
phosphoprotein DARPP-32), lo cual puede repercutir en una inhibicién de la protein

fostasa-1 (PP1) con un efecto positivo en canales i6nicos de Na*y Ca®* (Imagen 6). °

La sefializacién de los receptores D, like también se da por la estimulacién de la fosfolipasa
C (PLC) la cual modula la movilizacién de Ca®' intracelular, por medio de la via de los
fosfoinositidos, comenzando con la subunidad Gag de tal modo que, la via es Receptor
D1>Gog—>PLC, la cual metaboliza el fosfatidil-inositol (Pl), el fosfatidinositol 4- fosfato
(PIP) y el fosfatidinositol 4,5 difosfato (PIP2). La hidrdlisis de PIP 2 produce segundo
mensajeros, diacilglicerol (DAG), los cuales contribuyen a la activacion de la proteina
kinasa C (PKC) y el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) IP3 que se une a receptores intracelulares

algunos localizados en el reticulo endopldsmico para estimular la liberacion de Ca*

almacenado (Imagen 7).210

Phosphatidylinositol

biphosphate (P[Pz) Adenylyl Cyclic nucleotide-

Diacylglycerol cyclase gated channel
Phospholipase C B

i -

Phosphatases 6& IP;

Inositol () 4\/

Imagen 7. Los receptores D, a través de su acople a
proteinas del tipo Gq pueden activar a la fosfolipasa C
ilustrada de color azul en la imagen, esta lipasa
promueve la formacion de IP; el cual puede ligarse a sus
receptores en el reticulo endoplasmico y estimula la
liberacion de Caz+, simultaneamente el activar la
fosfolipasa C se desprende diacilglicerol el cual activa a
la PKC otra cinasa que puede tener efecto sobre canales fosforilar otras enzimas como la Tirosin

de calcio tipo N.( imagen tomada de: Purves D, et all, hidroxilasa (TH). (imagen tomada de:
Neroscience 3ed, 2004) Purves D, et all, Neroscience 3ed, 2004).

phosphodiesterase

Imagen 6. Activacion de la AC unido en la
membrana por parte de los receptores D,
acoplados a proteinas Gs catalizan la
formacion de AMPc a partir de ATP. El
AMPc ilustrado de canal naranja puede
tener efecto sobre canales, y activar la
proteincinasa A (PKA) la cual puede
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2) RECEPTORES D,, D; YD,
Para los receptores D,-like la primera via de sefalizacion
identificada fue la ruta de inhibicion de la acumulacién de AMP
ciclico, que junto con la evidencia de la falta de respuesta a
farmacos antipsicéticos, se presumid que esta via de sefializaciéon
contribuye a los efectos de la estimulacion del receptor D; en la
actividad locomotora; actualmente se sabe que los receptores D,
Y D4 inhiben la actividad de la adenilato ciclasa (img. 8) en varias
lineas celulares y tejidos, pero esta inhibicion por medio del
receptor D3 es mds débil y usualmente indetectable, lo cual es
interesante dado que este tipo de receptores (D,-like) inhibe

fuertemente la adenilato ciclasa tipo 5. °

Se presume que la inhibicidn de la adenilato ciclasa esta mediada
por las proteinas Gi/o, por que la adenilato ciclasa tipo 5 es
directamente inhibida por Gai y es insensible a la porcidon Gy. Gai
se une al dominio citosdlico C; en su forma Gai-inhibidora de
adenilato ciclasa y reduce la interaccién de los dominios C1/C,.
Esta via de inhibicion de la adenilato ciclasa puede ser expresada
para actuar en oposicion de los agentes que estimulan la adenilato
ciclasa, decreciendo la fosforilacion de substratos de PKA, ejemplo
de esto es que la estimulacién de receptores D,-like disminuyen la
estimulacion de PKA por fosforilar a DARPP-32 en Thr 34 e
incrementa la fosforilacion en Thr75 lo que conlleva a la inhibicién

de la Na** K* ATPasa en neuronas neoestriatales. También es

Dopamine

Protein kinase A

Decrease protein

phosphorylation

Imagen 8. Estimular los

Receptores D, con
dopamina

naturalmente
acoplados a una

proteina Gi, provocan
una disminucion en la
activacion de la

Adenilato ciclasa, que
repercute en una
disminucion de la

formacion de AMPc lo
que provoca una
disminucion en la
actividad de PKA y por
lo tanto en una menor
fosforilacion de
proteinas dependientes
de esta cinasa (imagen
tomada de: Purves D, et
all, Neroscience 3ed,
2004).

probable que la inhibicién de la adenilato ciclasa sea el mecanismo del receptor D4
inductor de la inhibicidn de las corrientes de GABA en globo palido de rata, posiblemente
por la disminucién de la fosforilacion de PKA dependiente en la subunidad 3 del receptor

de GABAA.°
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Es muy comun que receptores acoplados a proteinas G i/o, como los Receptores D,-like,
modulen algunas vias de sefializacion ademas de la adenilato ciclasa, incluyendo
fosfolipasas, canales idnicos, MAP quinasas, y transportadores Na*/H*. Algunas de estas
vias de sefalizacién son reguladas por las subunidades GBy que son liberadas por la
activacion de las proteinas Gai/o. Prueba de esto es el efecto permisivo de GBy sobre las
adenilato ciclasa tipo 2 y 4, de modo que la estimulacién sobre otros activadores como la
Gas y PKC es mejorado en presencia de GBy, la cual se une a residuos en numerosos

dominios citosolicos para adenilato ciclasa 2. ?

Receptores D, en neuronas espinosas medianas en el nucleo neoestriado, activan
GPy citosdlica que estimula a la fosfolipasa C, PLC B1, causando que el inositol trifosfato
induzca la movilizacién de calcio que activa la proteinas dependientes de calcio como la
calcinuerina fosfatasa, para finalizar con la reduccién de la corriente de Ca® tipo L. Esta via
puede contribuir a la regulaciéon de PKA- independiente de la fosforilacion DARP-32 por
medio de receptores D, like. Se sabe que la estimulacién de receptores D, like influye en
los flujos de K por medio de la porcién GBy con una mayor potencia en comparacién de
la inhibicién de la adenilato ciclasa dependiente de Gai. De manera opuesta a los
receptores Dy, los D, disminuyen la estimulacion de excitaciéon celular mediante el
incremento de los flujos en los canales de K; dichos canales son modulados por la
dopamina en neuronas que expresan receptores D, like en el area nigroestriatal y se ha
observado que el efecto estimulador de receptores D, en el flujo de salida de potasio

dependiente de voltaje aparece dependiendo de la zona de cerebral examinada. °

Los receptores D,-like disminuyen la actividad de los canales de calcio tipo L, Ny P/Q por
medio de la sensibilizacién de proteinas G con toxina pertusis. Receptores D, en
interneuronas (colinérgicas) de neoestriado inhiben a canales de Ca®* tipo N por una
membrana que delimita la via, que probablemente involucre GPy. Las subunidades Gy
tienen como blanco las regiones I-Il de enganche y/o el COOH terminal de la subunidad
de estos canales de Ca®" que disminuyen la cantidad de corriente acarreada, por ejemplo

en neuronas espinosas medianas disminuyen los flujos de ca® tipo L. Esta respuesta
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también es mediada por subunidades GPy, pero involucra a la subunidad Gy con la
fosfolipasa C, movilizacion de Ca*" y la activacidon de la calcineurina (PP2B). También se ha
comprobado que se puede activar la PKC a consecuencia de la activacién de la PLC esta proteina
cinasa se activa a partir del DAG desprendido durante la formacién del IP3, esto puede mediar la
actividad de canales de Calcio tipo N en neuronas estriatales °. Los receptores D, por medio de GBy
estimulan MAP cinasas, como las isoenzimas cinasas de regulacion de sefial extracelular (ERK) y la
proteina quinada activada por estrés /amino cinasa terminal Jun (SAPK/JNK), las cuales transmiten

sefiales desde una variedad de estimulos extracelulares hacia el nudcleo, participando en la

proliferacion, diferenciacién y supervivencia.’

. _AG
N g s e i

6/7/7@/8

Imagen 9. La estimulacion de los receptores D2 like poseen una muy variada gama de efectores como se resume en la
imagen anterior, donde las via de caracter activador se encuentran indicados en linea continua y finalizan con una
flecha, las vias de caracter inhibidor se encuentran en linea punteada y finalizan en una barra que interrumpe la linea.
En la imagen se destaca con colores la actividad que hasta ahora ha sido reportada por parte de los receptores D, y
que son de interés en este trabajo, de color naranja se encuentra sefialado la subunidad Gai destacando de color
verde que su estimulacion inhibe la actividad de la Adenilato Ciclasa 5 (AC5) en color rojo, la cual de ser activada
catalizaria la formacion de AMPc (flechas color verde) y por lo tanto la estimulacién de la PKA la cual podria tener un
efecto final sobre canales de Na*. De la misma forma la sub unidad GBy en color azul estimula la PLC la cual puede
activar a la PKC y esta aunque no esta sefialada puede mediar la actividad en canales de ca® tipo N, por otro lado la
sub unidad GBy puede estimular la formacién de IP3 para estimular la salida de los reservorios de ca® y estos activar
a otras proteinas como la PP2B (calcineurina) para ejercer un efecto bloqueador en canales de ca” o inclusive tener
un efecto directo sobre dichos canales. Imagen modificada de: Neve. K. A, Seamans. J.K. Trantham-Davidson. H,
Dopamine Receptor Signaling, Journal of receptors and signal transduction, Vol. 24, No. 3, pp. 165-205, 2004
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Algunas de las enfermedades de los ganglios basales cursan con alteracion morfoldgica o
funcional de la via dopaminérgica nigroestriatal, tal es el caso de la enfermedad de
Parkinson. Para poder identificar estas alteraciones, en los Ultimos anos se ha hecho
fundamental conocer las vias de sefializacion de los receptores dopaminérgicos para

comprender los efectos de los mismos en condiciones normales y patoldgicas.

Se sabe que los receptores a dopamina del tipo D, al ser activados pueden seiializar
bioguimicamente para desencadenar distintos procesos, uno de estos es el control de la
liberacion de GABA, lo que en condiciones patoldgicas resulta alterado incrementdndose
de manera considerable en las terminales nerviosas de las neuronas de la via indirecta
(estriado-palidales), este hecho hace necesario conocer dicha via en detalle y en qué
grado su modificacién repercute en la liberacion del GABA, lo que tiene efectos en el
circuito de los ganglios basales, los cuales son encargados de la regulacién del control

motor.

Desde hace algunas décadas, las preparaciones in vitro de tejido cerebral, resultan una
gran herramienta que permite llevar a cabo distintas pruebas farmacoldgicas, las cuales
pueden aportar gran informacién sobre el comportamiento bioquimico de estas vias de

sefalizacion neuronal.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Si la activacién de los receptores D, inhibe la liberacién de GABA en el Globo Palido a
través de la via PLC->>PKC->Canal de Ca®*; entonces el bloqueo farmacolégico de la PLC,
PKC y el canal de Ca®" prevendra el efecto de la activacion de los receptores D, sobre la

liberacion de GABA.
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OBIJETIVO.

Determinar la via de sefializacién del receptor D, en el control de la liberacién de GABA en

las terminales nerviosas del Globo Pélido.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto de la activacién de los receptores D, en la liberacién de
GABA radiactivo en rebanadas de Globo Palido de rata.

Analizar la participacién de la adenilil ciclasa a través de su bloqueo en el
efecto de la activacion de los receptores D, sobre la liberacién de GABA.
Establecer la participacion de la Protein cinasa A (PKA) a través de su bloqueo
en el efecto de la activacidén de los receptores D, sobre la liberacién de GABA.
Identificar la participacion de la fosfolipasa C (PLC) a través de su bloqueo en el
efecto de la activacion de los receptores D, sobre la liberacién de GABA.
Estudiar la participacién de la Protein cinasa C PKC a través de su bloqueo en el
efecto de la activacion de los receptores D, sobre la liberacién de GABA.
Relacionar la participacidn de los canales de ca® tipo L a través de su bloqueo

en el efecto de la activacién de los receptores D, sobre la liberacién de GABA.

DISENO EXPERIMENTAL

1) Tipo de estudio. Experimental longitudinal.

2) Poblacién de estudio. Rebanadas de cerebro que contiene el Globo Palido,

provenientes de ratas macho Wistar de 229 g de peso. Provenientes del bioterio

del

CINVESTAV mantenidas en condiciones adecuadas de luz, temperatura,

alimentacion e hidratacion de acuerdo a las normas oficiales y los comités de ética

correspondiente.

3) Criterios de inclusién, animales sanos entre los pesos establecidos. Exclusion

aquellos que tengan alguna alteracidn fisica notables a la vista del investigador o
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no cumplen con los criterios de inclusion.

excluidos.

Eliminacién. Aquellos animales

4) Variables. Se estudiara la liberacion de GABA radioactivo previamente capturado

como variable dependiente de la fraccidn de liberacién o tiempo de coleccién de

muestras de la liberacién. Se disefiaran grupos control y experimental sometidos a

las drogas a estudiar, agonistas y antagonistas farmacolégicos de los receptores D2

a dopamina, y bloqueadores de la cinasas: PKC, PKA, adenilil ciclasa y PLC.

MATERIAL

MATERIAL DE VIDRIO.

Vasos de precipitados, 40, 100,
250, 500, 1000 mL

Pipeta de vidrio 10 mL

Porta objetos

Viales 20 ml

MATERIAL

Jeringa 1 ml

Aguja para jeringa

Tijeras Grandes

Bisturi

Sacabocados

Hojillas de doble filo (Navajas
Gillete)

Puntas para pipetas automaticas
Gradilla para viales

Manguera de latex con piedras

difusoras

Tubos de ensayo 120 x 16
Probetas 25, 50, 100,
1000mL

Caja petri

Pipetas Pasteur

Manguera de latex
Guantes de latex
Pincel

Caja de unicel
Bulbos para pipeta
Tapones para viales
Marcador indeleble
Cinta adhesiva
Papel

Bidon con

automatico

500,

dispensador
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REACTIVOS

NaCl. Cloruro de Sodio (Sodium Chloride), J.T. Baker.

KCL. Cloruro de Potasio (Potassium Chloride), J.T. Baker.

MgS0;,. Sulfato de Magnesio (Magnesium Sulfate), J.T. Baker.

KH,PO.. Fosfato Acido de Potasio, cristal, (Potassium Dihydrogen Phosphate), J.T.
Baker.

CaCl; .Cloruro de Calcio anhidro, Granular, (Calcium Chloride Anhydrous), J.T.
Baker.

NaHCOs. Bicarbonato de Sodio (Sodium Hydrogen Carbonate), J.T. Baker.
Glucosa. HOCH,CH(CHOH),40, (D(+)-Glucose, Anhydrous), J.T. Baker.

Acido nipecético. CgH11NO,, Sigma —Aldrich.

Acido aminooxiacetico. O-(Carboxymethyl)hydroxylamine hemihydrochloride.
Sigma-Aldrich.

Reserpina. C33H40N209 (Recerpine), Sigma-Aldrich.

(S)-(-)-Sulpiride. (S)-5-Aminosulfonyl-N-[(1-ethyl-2-pyrrolidinyl)methyl]-2-
methoxybenzamide, Levosulpiride.. Sigma- Aldrich.
Quinpirole. trans-(—)-(4aR)-4,4a,5,6,7,8,8a,9-Octahidro-5-propil-1H-pirazolo[3,4-

glquinolina monohidrocloride ((-)-Quinpirol hidrocloride). Sigma-Aldrich.

NKY-80. 2-Amino-7-(2-furanyl)-7,8-dihydro-5(6H)-quinazolinone. Calbiochem
H-89. N-[2-[[3-(4-Bromophenyl)-2-propen-1-ylJamino]ethyl]-5-
Isoquinolinesulfonamide dihydrochloride. Sigma-Aldrich.

U-73122. 1-[6-[[(17B)-3-Methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl]amino]hexyl]-1H-
pyrrole-2,5-dione. Sigma-Aldrich.

G0-6983. 3-[1-[3-(Dimethylamino)propyl]-5-methoxy-1H-indol-3-yl]-4-(1H-indol-3-
yl)-1H-pyrrole-2,5-dione. Sigma-Aldrich.

Nifedipino. Dimethyl 2,6-dimethyl-4-(2-nitrophenyl)-1,4-dihydro-3,5-
pyridinedicarboxylate. Tocris.

[3H] y-Aminobutyric acid . [*H]-GABA. Perkin Elmer.
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Instrumentos y Equipos B

- Balanza Analitica OHAUS Analytical Plus mod .AP2500.

- Bomba peristaltica multicanal Brandel Inc. Gaithersburg, MD, USA.
- Colector LKB BROMMA mod. 2070 Ultrorac Il.

- Contador de centelleo BECKMAN COULTER LS 6500.

- Vibratomo Campden Instruments mod. MA 752.

- Cdmaras de perfusién con mangueras.

- Bafio de agua TORRERO mod. BMF.

- Termdmetro inmersién parcial -10°C—-150 °C.

- Pipetas automaticas pipetman Gilson (200-1000 uL, 20-200uL, 2-10 L, 0.1-2 puL).

ANIMALES.

Ratas macho adultas de la cepa Wistar con un peso entre 200 — 220 g, las cuales
suministradas por La Unidad de Produccién de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
Centro de Investigacién y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav-
IPN/Fisiologia). Instituciéon bajo la Norma Oficial Mexicana -NOM-062-Z00-1999 sobre

especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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DIAGRAMA DE FLUJO, METODO

Administracion de

. Preparacion de Obtencion de
reserpina a las Ratas, . . ..
——» soluciones y diseccion ———» rebanadas de Globo
16 horas antes del . .
de cerebros, (4°C) Palido.
ensayo
Lavado de
rebanadas con Incubacion de las
solucion K-H y rebanadas con [*H]- Estabilizaciéon de las
colocarrebanadas  «——  GABAy adicién de dcido «———  rebanadas a36°C,
en las camaras de nipecético a las 30 minutos.
perfusion. soluciones.

Adicion de liquido de

Perfusidn de las centelleo y
Inducir la liberacion con
rebanadas en

.. cuantificacion de las
—  lasolucién K-H alto K" y

presencia de los »  muestras radioactivas.
. colecta de muestras
farmacos, acorde a las (Contador de
. . radioactivas.
condiciones a evaluar. centelleo)
Coleccion de datos, Verter liquido de Colecta de tejido de
captura de datos, centelleo a los tejidos y c/camara de perfusion,
¥+ . po ‘ — >
trazo de gréficas y cuantificar la marca después de 10 colectas y
calculo de AUC. radioactiva en estos. adicion de 1 mL de HCL

0.1N al tejido.
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METODO
Composicion de soluciones Krebs-Henseleit (K-H) y K-H despolarizante (K-H alto K*).

La solucién de Krebs Henseleit, estd compuesta por NaCl 118.25 mM; KCl 1.75mM; CaCl,
2 mM; MgSO; 1mM; KH,PO; 1.25mM; NaHCO; 25mM; glucosa 10 mM; &cido
aminoxiacetico 0.01 uM (se adiciona para evitar la degradacién de la marca radioactiva de
[*H]-GABA inhibiendo la GABA transaminasa). La cual es equilibrada con CO, al 5% en O a
36 °C. La solucidn despolarizante debe contener una concentracion mayor de KCl. La
composicidon final del la solucién de K-H despolarizante es NaCl 106.25 mM; KCl 21 .76
mM; KH,PO,4 1.25mM; MgSO,; 1mM; CaCl, 2mM; NaHCO3z; 25mM; glucosa 10 mM; acido
aminooxiacetico 10 pM. Ambas soluciones contienen 4cido nipecdtico a una

concentracién 10 uM. **

Obtencion de las rebanadas

Se administré a cada rata una dosis 10 mg/kg de reserpina via subcutanea, 16 horas antes
de sacrificarlas, con el fin de depletar los niveles de Dopamina en las terminales nerviosas
nigropalidales. Se sacrificé a cada rata por dislocacidn cervical, después fue disecado el
cerebro lo mas rapido posible para pegarlo con cianoacrilato en una caja Petri con hielo de
solucién K-H, la caja fue adaptada al vibratomo para obtener rebanadas de 300 um de
ancho, por medio de cortes coronales; las rebanadas fueron colocadas en un portaobjetos
para realizar la microdiseccién del Globo Palido, en un microscopio estereoscépico
manteniendo el cerebro en solucidn de Krebs-Henseleit a 4°C, luego de la diseccién y
durante la obtencién de las rebanadas, estas fueron recolectadas en un vial con solucidn
fresca K-H a 4°C, una vez obtenido el mayor niumero posible de muestras, se realizdé un
cambio de la solucién de K-H a 4°C por una nueva a 36 °C para poner a estabilizar en un

bafo de agua a esta temperatura durante 30 minutos con burbujeo de CO, al 5% en O,.

12-15
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Liberacién de [°H]-GABA

Posteriormente se incubaron las rebanadas con una solucién fresca de K-H con 2x10%M
de GABA tritiado [*H]-GABA (50-60 Ci/mmol marca radioactiva) durante 30 min en un
bafo de agua a 36 °C, transcurrido el tiempo se realizaron 3 lavados con la solucién de K-H
para eliminar el exceso de marca radioactiva, a la solucién K-H se la afiadié acido
nipecdtico a una concentracion final de 10uM para disminuir la recaptura del GABA desde
antes de la perfusidon. Las rebanadas se colocaron aleatoriamente en las camaras del
sistema de perfusién para perfundirlas con la bomba multicanal peristaltica con una
velocidad de 0.5 ml/min. Se mantuvo la temperatura de las soluciones de perfusidn con
un bafio en un rango de 37-38 °C para que cuando esta llegase a las cadmaras se
mantuviese a una temperatura entre los 36 y 37 °C. Durante la perfusién las rebanadas
fueron expuestas a los farmacos de acuerdo al efecto a evaluar y se colectaron fracciones
de 2ml. La liberacién del [*H]-GABA marcado radiactivamente se indujo por la perfusion
continua con la solucién K-H alto K*. Al final del experimento se recolecto el tejido de
camara por separado y se extrajo el remanente radioactivo en el tejido con HCI 0.1 N. La
radioactividad se cuantifico en cada muestra por centelleo liquido en un tiempo de 3 min
por vial. Se calculd la fraccidon de la liberacién como el cociente de la cantidad de
radioactividad de cada muestra entre la radioactividad contenida en el tejido al momento
de tomar la muestra. Con la siguiente formula. 12-15
_— Donde: F.R. =fraccion liberada.

R.P.F.= Radioactividad presente en la muestra.

R.P.T.= Radioactividad presente en el tejido.

El efecto de los farmacos sobre la liberacion de [*H]-GABA se expresa como el area bajo la
curva (AUC), de las curvas de liberacion fraccional. Con las AUC de cada serie experimental
se realizd un ANOVA de una via, asi como una comparacion de medias con la prueba de
Tuckey, este andlisis se llevo a cabo con ayuda del programa GraphPad Prism 5.02 (©1992—

2009 GraphPad Software, Inc).
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RESULTADOS
1) Efecto de la activacion y bloqueo de receptores D,, sobre la liberacion de [*H] GABA.

De acuerdo a nuestros objetivos quisimos primero evaluar el efecto de la activacién de los
receptores D2 sobre la liberacion de GABA. Se inicio con experimentos de liberacion de

[®H]-GABA utilizando Quinpirol [10uM] (agonista selectivo) 16

y Sulpiride [10uMm]
(antagonista selectivo) *” proponiendo 4 grupos que evaltan 4 condiciones , denominadas
por el o los farmacos utilizados en ellas. La condicidon control donde no se administra
ningun farmaco, otra con Quinpirol, la tercera con Sulpiride y la ultima con Quinpirol +
Sulpiride (Fig. 1). Donde se observo que el efecto despolarizante provocado por la solucién
de alto K* en todos los grupos, es menor en las rebanadas sometidas a Quinpirol (Fig. 1 A),
es decir hay menos liberacién de neurotransmisor en este grupo. Calculando el AUC
relativa y haciendo un grafico de barras (Fig. 1 B), podemos observar que la condicién con
Quinpirol disminuye la liberacion significativamente en comparacidon con la condiciéon
control (AUC relativa; Control 4.110 + 0.312 vs Quinpirol 2.495 + 0.224, p<0.05 ANOVA
de una via, prueba de Tuckey). Este efecto se ve prevenido por el Sulpiride (AUC relativa;
Quinpirol 2.495 + 0.224 vs Quinpirol + Sulpiride 3.978 + 0.261, p<0.05 ANOVA de una via,
prueba de Tuckey), aunque el Sulpiride no incremento la liberacién [*H] GABA de manera

significativa (AUC relativa; Control 4.110 + 0.312 vs Sulpiride 4.490 * 0.218, p<0.05
ANOVA de una via, prueba de Tuckey).

2) Efecto del bloqueo de la via Adenilato ciclasa -»PKA, sobre inhibicion de los
receptores D2 de la liberacién de GABA.

Posteriormente se comenzd una serie de experimentos de liberacion de GABA evaluando
el bloqueo de la Adenilato ciclasa 5 con NKY-80 [10uM], un bloqueador selectivo de esta
enzima '®. Para esto se trabajoé nuevamente con Quinpirol [10uM] y 4 condiciones. Control,
Quinpirol, NKY-80, NKY-80 + Quinpirol (Fig. 2). Se observé que el efecto en la liberacion de
GABA del NKY-80 no es diferente con la condicion Control (AUC relativa; Control 3.820 *
0.4244 vs NKY-80 4.103 + 0.5835, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey) (Fig. 2 D)

y que el Quinpirol es capaz de disminuir la liberacion de GABA aun en presencia de NKY-80
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(AUC relativa; Quinpirol 2.337 * 0.1342 vs Quinpirol + NKY-80 1.983 + 0.1667, p<0.05
ANOVA de una via, prueba de Tuckey).
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FIG 1. A, Gréafica de fraccion colectada vs liberacion de [3H] GABA, Quinpirol [10uM], Sulpiride [10uM] en
la fraccion 5 llega al tejido la solucién despolarizante y es muy claro el incrementio en la liberacion del
neurotransmisor. B, Grafico de barras del AUC relativa. Quinpirol disminuye la liberacidon (AUC relativa;
Control 4.110 + 0.312 vs Quinpirol 2.495 + 0.224, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey,
experimentos n=3) sulpiride previene el efecto del Quinpirol(AUC relativa; Quinpirol 2.495 + 0.224 vs
Quinpirol + Sulpiride 3.978 + 0.261, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3) Cabe
resaltar que entre las condiciones control, sulpiride y quinpirol + sulpiride, no hay una diferencia
significativa (ns) (AUC relativa; Control 4.110 + 0.312 vs Sulpiride 4.490 + 0.218, p<0.05 ANOVA de una via,
prueba de Tuckey, AUC relativa; Control 4.110 + 0.312 vs Quinpirol +Sulpiride 3.978 = 0.261, p<0.05 ANOVA
de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3).
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Fig. 2 C, Grafica de fraccion colectada vs liberacidon de [3H] GABA, Quinpirol [10uM], NKY [10uM] en el
momento de la despolarizacion es notable que en la condicion con NKY-80 +Quinpirol esta es de menor
magnitud que la Control y la condicion con solo NKY-80, lo cual se confirma con el calculo del AUC relativa. D,
Griafico de barras AUC realtiva de cada condicidon. NKY no previene el efecto del Quinpirole (AUC relativa;
Quinpirol 2.337 + 0.1342 vs Quinpirol + NKY-80 1.983 + 0.1667, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey,
experimentos n=3). El NKY no modifica la liberacién respecto al tratamiento control (AUC relativa; Control
3.820 + 0.4244 vs NKY-80 4.103 + 0.5835, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3).
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Siguiendo el protocolo se procedid a bloquear la via sefializada por PKA con H-89 [10uM]
un inhibidor selectivo de esta cinasa *° y es a estimular el D, con Quinpirol [10puM]
haciendo grupos en las siguientes condiciones; Control, Quinpirol, H-89 y H-89 + Quinpirol
(Fig. 3). Encontramos que el efecto del H89 sobre la liberacién de GABA no es diferente de
la condicién Control, ligeramente por debajo pero no de manera significativa (AUC
relativa; Control 4.083 £ 0.346 vs H-89 3.527 1 0.392, p<0.05 ANOVA de una via, prueba
de Tuckey) (Fig. 3, F). Al combinar el H-89 + Quinpirol no hay alguna diferencia
significativa con la condicion que solo inhibe la liberacién en presencia de Quinpirol (AUC
relativa; H-89 + Quinpirol 1.657 + 0.69 vs Quinpirol 2.100 + 0.347, p<0.05 ANOVA de una
via, prueba de Tuckey), y el efecto de esta combinacion sobre la liberacién de [*H] GABA
es menor que en la condicidon control (AUC relativa; Control 4.083 + 0.346 vs H-89 +
Quinpirol 1.657 + 0.069, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey) y que la condiciéon
donde solo se estimula con H-89. (AUC relativa; H-89 3.527 + 0.392 vs H-89 + Quinpirol
1.657 1 0.069, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey) (Fig. 3, F).
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Fig. 3 E, Grafica de fraccidn colectada vs liberacidn de [3H] GABA, Quinpirol [10uM], H - 89 [10uM]. La
desporlarizacion en la condicion donde se combindé H-89 + Quinpirol fue la mas baja de todo el
experimento. F, Grafico de Barras AUC relativa, encontramos una diferencia no significativa (ns) entre
las condiciones H-89 respecto del Control (AUC relativa; Control 4.083 + 0.346 vs H-89 3.527 + 0.392,
p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3); El tratamiento con H-89 no modifica la
accion del Quinpirol al administrarse en conjunto, (AUC relativa; H-89 + Quinpirol 1.657 + 0.69 vs
Quinpirol 2.100 + 0.347, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3).
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3) Efecto del bloqueo de la via PLC->PKC sobre la inhibicidn de los receptores D2 de la
liberacion de GABA.

Acorde al protocolo se llevaron a cabo experimentos de liberacion de [*H] GABA
evaluando el efecto del U 73122 ** [10uM] como bloqueador selectivo de esta la PLC (Fig.
4) y Quinpirol [10uM] como agonista de los receptores D,. En la Fig. 4 G es muy claro que
el efecto de las condiciones Control, U 73122, U 73122 + Quinpirol en el momento de la
despolarizacién son casi de la misma magnitud lo cual fue confirmado con la grafica del
calculo del AUC (Fig. 4H). También se encontrd que el efecto del U 73122 no modifica la
liberacidon en comparacion con el grupo control (AUC relativa; Control 3.987 + 0.106 vs U
73122 4.067 £ 0.070, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey) y que administrarlo al
mismo tiempo que el Quinpirol es capaz de prevenir el efecto inhibitorio debido al
Quinpirol, hasta niveles donde se administra solo U 73122 (AUC relativa; U 73122 +
Quinpirol 3.790 + 0.190 vs U 73122 4.067 * 0.070, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de
Tuckey), o del grupo Control (AUC relativa; Control 3.987 + 0.106 vs U 73122 + Quinpirol
3.790 £ 0.190, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey) (Fig. 4H).
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Fig. 4. G Grafica de fraccion colectada vs liberacion de [3H] GABA, Quinpirol [10uM], U 73122 [10uM] la
despolarizacion en el grupo Quinpirol es notablemente mas baja la cual es compensada por el U 73122
en el grupo representado de color morado . H Grafico de Barras AUC relativa, U 73122 mantiene la
liberacion de GABA en niveles del grupo Control (AUC relativa; Control 3.987 + 0.106 vs U 73122 4.067 +
0.070, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3), U73122 previene el efecto del
Quinpirol administrados en conjunto, (AUC relativa; Quinpirol 2.410 % 0.075 vs Quinpirol +U 73122 3.790
+0.190, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3).
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Con lo planteado en el protocolo se
realizé una serie de experimentos para
evaluar el bloqueo de la via de
sefalizacion a nivel de la PKC con un
inhibidor selectivo el G 6983%* [10uM]
(Fig. 5). Durante el experimento se
encontré que la liberacién del grupo
Control y G6 6983 son muy similares.
los

Combinando farmacos, la

respuesta en el punto de
despolarizacién es semejante al grupo
con Quinpirol [1opm]  (Fig. 5 1). La
respuesta encontrada en la liberacidn
de [*H]GABA en el grupo con G6 6983
no modificé significativamente el
efecto respecto con el grupo control

(AUC relativa; Control 3.947 + 0.101

vs G6 6983 3.583 * 0.288, p<0.05
ANOVA de una via, prueba de Tuckey)
(Fig. 5 J). De igual manera la condicidn
al evaluar en conjunto el G6 6983 +
Quinpirol no modifica la accién del
(AUC relativa;

Quinpirol Quinpirol

2.250 + 0.288 vs G6 6983 + Quinpirol
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Fig. 5, |. Gréfica de fraccidn colectada vs liberacién de *H]
GABA, Quinpirol [10uM], G6 6983 [10uM] en el momento
de la despolarizacion el grupo Go6 6983 libero casi la misma
cantidad de [3H] GABA. J, Gréfico de Barras AUC relativa, el
tratamiento  Quinpirol + G6 6983 no muestra una
diferencia significativa (ns) respecto al tratamiento
Quinpirol, (AUC relativa; Quinpirol 2.250 + 0.288 vs GG 6983
+ Quinpirol 2.373 £ 0.072, p<0.05 ANOVA de una via, prueba
de Tuckey, experimentos n=3), GO 6983 no modifica la
liberaciéon respecto a la liberacion Control (AUC relativa;
Control 3.947 + 0.101 vs G6 6983 3.583 + 0.288, p<0.05
ANOVA de una via, prueba de Tuckey, experimentos n=3).

2.373 £ 0.072, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de Tuckey) (Fig. 5, J).
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4) Efecto del Bloqueo de Canales Ca >* tipo L sobre la inhibicién de la liberacién de

GABA mediada por receptores D,.
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Fig. 6 K Grafica de fraccion colectada vs liberacidn
de [3H] GABA, Quinpirol [10uM], Nifedipino [10uM]
en el momento donde se provoca la despolarizacion
la liberacion de [*H] GABA es mayor en el grupo
control. L Gréfico de Barras AUC relativa. El
Nifedipino al igual que el Quinpirol diminuyen
drasticamente la liberacién de [*H] respecto al
Control (AUC relativa; Control 4.083 + 0.346 vs
Quinpirol 2.100 = 0.347, p<0.05 ANOVA de una via;
prueba de Tuckey, Control 4.083 + 0.346 vs
Nifedipino 2.163 + 0.086, p<0.05 ANOVA de una via,
prueba de Tuckey, experimentos n=3) la liberacidon
entre los tratamientos Quinpirol y Nifedipino no
muestran diferencia entre si (ns), ni al administrarse
en conjunto (AUC relativa; Nifedipino 2.163 + 0.086
vs Quinpirol 2.100 + 0.347, p<0.05 ANOVA de una
via, prueba de Tuckey; Quinpirol 2.100 + 0.347 vs
Quinpirol + Nifedipino 2.080 + 0.310, p<0.05 ANOVA
de una via, prueba de Tuckey , experimentos n=3;
Nifedipino 2.163 + 0.086 vs Quinpirol + Nifedipino
2.080 £ 0.310, p<0.05 ANOVA de una via, prueba de
Tuckey, experimentos n=3).

Para finalizar se bloqued con Nifedipino
[10um] los canales de Ca®* tipo L %,
evaluando la inhibicién de la liberacion por

receptores D, (Fig. 6). En esta serie el grupo

Control presenté el mayor pico de
despolarizacion; los otros grupos,
presentaron cantidades de liberacion
similares con el incremento de Ia

concentracion K (Fig. 6K).
Analizando el AUC se observé que el efecto
del Nifedipino sobre la liberacion de [*H]
GABA es un efecto muy similar al ejercido
por Quinpirol solo (AUC relativa; Nifedipino
2.163 + 0.086 vs Quinpirol 2.100 + 0.347,
p<0.05 ANOVA de una via, prueba de
Tuckey) (Fig. 6, L). EI efecto del grupo
Nifedipino + Quinpirol es también similar al
del solamente

evaluado con

grupo
Quinpirol (AUC relativa; Quinpirol 2.100

I+

I+

0.347 vs Quinpirol + Nifedipino 2.080
0.310, p<0.05 ANOVA de una via, prueba
de Tuckey) (Fig. 6, L) lo mismo ocurre al
compararlo con el grupo tratado con
Nifedipino (AUC relativa; Nifedipino 2.163
0.086 vs Quinpirol + Nifedipino 2.080 *
0.310, p<0.05 ANOVA de una via, prueba

de Tuckey) (Fig. 6, L).
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ANALISIS DE RESULTADOS

CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

El proyecto se desarrollé con el objetivo de encontrar que ruta neuroquimica se
encontraba involucrada en la sefalizacién de los receptores a dopamina D, presinapticos,

con la cual se controla la liberacion de GABA en terminales estriado-palidales.

1.- El tejido cerebral rebanado.

Para poder hallar la via bioquimica por la cual el receptor D, inhibe la liberacidn de GABA,
se midié el efecto de la estimulacion de los receptores D, mediante experimentos de
liberacion y cuantificacion de GABA en rebanadas de globo pélido de rata; desde la década
de los 80’s la preparacion de rebanadas cerebrales ha sido considerada clave para el
estudio de receptores pre-sindpticos; en estas preparaciones los receptores evaluados
responden de una manera natural a los cambios de la actividad intraterminal provocados

en la técnica %

La obtencion de rebanadas de globo palido se obtiene a partir de cortes coronales, cada
capa de tejido nervioso con 300 um de espesor, posee terminales pre-sinapticas
provenientes del estriado con los receptores a dopamina D, %, en la porcién post-sinaptica
encontramos los somas y dendritas neuronales acompafadas de células gliales presentes
en el globo palido. La conservacién de las propiedades fisioldgicas y bioquimicas de estos
componentes celulares permite mantener en funcionamiento los procesos celulares de
biosintesis, transporte y liberacién de neurotransmisores, intercambio iénico, actividad
enzimatica etc. La soluciéon Krebs—Henseleit cuya composicion ya descrita en la
metodologia asemeja el fluido extracelular en el cerebro, mantiene la osmolaridad en el
tejido, y en conjunto con una temperatura de 36 °C, mas la saturacién de O, en el medio

como constantes, nos permite preservar dichas caracteristicas durante horas 2,
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Es importante resaltar las principales ventajas y desventajas de la utilizacion de tejido
cerebral como instrumento experimental para el estudio de la sefializacién bioquimica de

receptores pre-sindpticos.

Principales ventajas de las preparaciones

- Las rebanadas permiten por medio de su incubacién y perfusién una interaccién
directa con los farmacos agonistas y antagonistas del receptor asi como con
inhibidores selectivos de enzimas y/o canales idnicos, esto ayuda a determinar
concentraciones constantes para la evaluacién del receptor 6 procesos
bioquimicos. Lo anterior posibilita la manipulaciéon farmacolégica necesaria para
obtener curvas dosis respuesta, determinar mecanismos de antagonismo,
potenciacidn, sinergismo, oclusién, competitividad y hasta la evaluacion de nuevas
moléculas.

- La ausencia de barreras naturales y vias metabdlicas que pueden impedir la
llegada al blanco, alterando la estructura quimica como puede ser una ionizacion,
hidrolisis, oxidacion y reduccion, 6 simplemente impedir su paso en el caso de
barreras; permite observar el efecto esperado.

- Los cortes y disecciones adecuados, permiten evaluar solamente el efecto en los

receptores de nucleos especificos de interés del sistema nervioso.

Las ventajas sefialadas permitieron el estudio exclusivo del efecto en la inhibicion de la
sefalizacion los receptores asi como de la activacion e inhibicion de los mismos, ubicados
en las terminales pre-sindpticas del Globo palido de rata; la interaccidn tejido-receptor-
farmaco se llevé acabo satisfactoriamente, debido a que la magnitud en la respuesta fue

medible, y modificada respecto al efecto de cada farmaco utilizado.
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Desventajas basicas inherentes a las preparaciones

- Una mala diseccidon puede llevar a la disminuciéon de terminales neuronales en la
preparacion alterando significativamente el efecto debido al estimulo a realizar.

- Algunos activos pueden tener caracteristicas fisicas, quimicas y/o bioquimicas,
presentar reacciones de degradacion por factores externos, problemas de difusidn,
esto puede disminuir la concentracidn en los espacios pre-sinapticos alterando el
efecto deseado.

- Cambios drasticos en el sistema que modifiquen por ejemplo el equilibrio
osmotico, la temperatura, la saturaciéon de O, en el medio, un flujo turbulento de
perfusidn; que provoquen un dafio fisico en la preparacion puede dejar inservible

las muestra o modificar la respuesta obtenida.

La técnica ha sido mejorada desde su implementacion en el laboratorio donde se llevo a
cabo, de tal modo que las principales desventajas no tuvieron una repercusién
significativa en los resultados. Debido a que las preparaciones conservan las aferentes asi
como sus propiedades de almacén, y liberacion de neurotransmisores, prueba de este
hecho fué que el pulso despolarizante provocd la liberacién de GABA probando asi su

integridad funcional.

El tiempo de latencia corto presentado por parte de los principios activos sugiere que, la
disolucidén de las moléculas fue adecuada lo que llevé a tener una concentracidn del activo
en el medio de perfusién y en los espacios sindpticos casi iguales o por lo menos lo
suficiente para poder ejercer su efecto, de lo contrario no se hubiese detectado el efecto

6 el tiempo de latencia hubiese sido mas prolongado.

La preparacion de las solucion Krebs-Henseleit y, tanto para la diseccidn, la incubacion, la
perfusién asi como la solucién despolarizante Krebs-Henseleit alto K*, se comportaron

efectivamente como el medio extracelular, la utilizacion de rebanas en promedio del
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mismo grosor y suficientemente delgadas nos permite llevar a cabo una mejor difusién
tanto de nutrientes como de fdrmacos, de igual manera que las rebanadas sean lo
bastante gruesas permite disminuir la posibilidad de trabajar con tejido dafiado por la
. ., 27,28 . ., L. ..
diseccion lo cual mejora la observacidn del evento. Mantener en dptimas condiciones
la temperatura de las soluciones y la velocidad de flujo de las soluciones durante la
perfusién, ayudd a preservar las preparaciones responsivas solamente a los cambios

provocados por los farmacos utilizados.

2.- Captura, liberacion y recaptura de GABA

Es evidente que trabajar con sistemas nativos nos hace enfrentarnos con procesos de
captura y liberacién de GABA que se llevan naturalmente en las terminales nerviosas y
que pueden alterar la cuantificacién del neurotransmisor °*°.

El GABA es almacenado temporalmente en vesiculas para su liberacién. La liberacién de
neurotransmisores a partir de vesiculas sigue un complejo proceso que es desencadenado
por el influjo de Ca?* en la terminal pre-sindptica por medio de los canales de Ca*
dependientes de voltaje. Los iones Ca®* activan la sinaptotagmina una proteina de
membrana que promueve la interaccion de las proteinas SNARE (Soluble NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein) attachment protein receptor) de la vesicula y la
membrana celular. Las proteinas SNARE fusionan la membrana de la vesicula con la

membrana pre-sindptica en una zona activa donde se lleva a cabo la liberacién del

neurotransmisor por exocitosis 31

La accién del GABA sobre los receptores post-sinapticos finaliza cuando es recapturado 32

4 ., . e ,
33,34 asta accién puede llevarse a acabo desde la terminal pre-sinaptica o por las células

35,36

gliales , gracias a este proceso las terminales estriado-palidales pueden endocitar el

37,29, 30

[*H]-GABA para liberarlo durante la estimulacién . Las células gliales son muy afines

a la recaptura del GABA, por lo cual no se descarta la captura del [*H]-GABA también

2
pueda suceder por parte de ellas®®*’.
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La estimulacién con la solucidn alta en K* para la liberacién lleva consigo la activacion de
los procesos de captura de GABA 38 previamente mencionada, este evento podria
repercutir sobre la cuantificacidon de [*H]-GABA. Este detalle se previene con la utilizacién
de 4cido nipecdtico, un isoaxol cuya utilizacién en rebanada es comun, posee una potente
afinidad por los transportadores de GABA membranales, tanto gliales como de aferentes,
mostrando mas afinidad por los primeros, ademas no interviene en el metabolismo del
neurotransmisor, la ICso (Concentracion inhibitoria maxima media) del dcido nipecdtico es

39,40.41 para el sistema utilizamos

de 9 uM un valor mds bajo que la de otros inhibidores.
una concentraciéon de 10 uM durante la perfusidn de las rebanadas, para asegurar la
inhibicién de la recaptura, sumado al efecto de barrido debido a la perfusién de las

rebanadas se evita la acumulacidon de GABA, optimizando la cuantificacién de este.

3.- Metabolismo del [PH]-GABA

La degradacién catabdlica del GABA se lleva a cabo por la enzima GABA-T la cual provoca
una transaminacion como parte del proceso natural de biosintesis, vesiculacién,
liberacién, recaptura y metabolismo del GABA **** % debido a que el [*H]-GABA puede
ser metabolizado al igual que el GABA natural, es necesario asegurar que la cuantificacion
se debe al [*H]-GABA inalterado y no a un metabolito, la adicidon de acido aminooxiacético
en las soluciones de Krebs-Henseleit ayuda a inhibir la accién de la GABA T, y no interfiere

con los procesos de captura y liberacién .
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4.- Estimulacion de la liberacion

En los modelos de liberacion de neurotransmisores de preparaciones in-vitro se
encuentran principalmente la utilizacién de estimulacién eléctrica®®, incremento de

% e induccién por veratridina®’. En particular la

gradientes de concentracion de [K']
estimulacién por el incremento de la concentracién de K* se puede mantener por un
tiempo prolongado y con una intensidad continua®® , en nuestro tipo de estimulacién el
equilibrio de los iones K" y CI" antes mencionado es un punto critico al momento de
inducir el pulso despolarizante; la utilizacién excesiva de K* en el pulso despolarizante
puede causar dafio en la tonicidad del tejido, ademdas de provocar la liberacion de
neurotransmisor de células gliales o el citoplasma, donde también hay una captura de
[*H]-GABA 2° *’. También destaca el hecho de que la liberacién de GABA en terminales

nerviosas es dependiente del influjo de Ca’* extracelular, en contraste con la liberacién

glial que no es Ca** dependiente °.

5.- Tratamiento con Reserpina

La Reserpina es un inhibidor irreversible del transportador vesicular de monoaminas 2
(VMAT-2), dicha inhibicion provoca una deplecién de catecolaminas en las terminales
nerviosas, lo que fisicamente se refleja como hipolocomocion y rigidez muscular. Se ha
reportado que dosis en el rango de los 1 a 5 mg/kg ya provoca alteraciones en el
movimiento en roedores. Inclusive tratamientos crénicos con este farmaco, son
clasificados como modelos experimentales de Parkinson®. El objetivo de la dosis
administrada de reserpina en nuestro modelo, nos permite obtener tejido sin Dopamina al
momento de hacer el experimento, por lo que la magnitud de la respuesta obtenida por la
activacion de receptores D, en la liberacidn es debida al tratamiento farmacoldgico y no

ah dopamina propia del tejido **.

38



ACTIVAR RECEPTORES D, INHIBE LA LIBERACION DE GABA EN EL GLOBO PALIDO.

Determinar la ruta bioquimica de los receptores a Dopamina tipo D, en el globo pdlido
hizo necesario replicar el efecto inhibidor de estos receptores50 ya reportado en otros
trabajos; para lograr esto se estimuld al receptor con Quinpirol y se bloqued con Sulpiride,

ambos farmacos selectivos & 17 14

al receptor, asi como ampliamente utilizados en el
estudio de los receptores D,. Con estos experimentos se confirmd la presencia del
receptor en las preparaciones experimentales debido a que el efecto producido por su
agonista es exclusivo del mismo. Por lo que se sugiere que la via se sefalizacidon provoca
un efecto inhibidor en la liberacidon del GABA en el globo palido, y que el bloqueo de la

misma llevaria a observar un cambio en el efecto de la misma.

LOS RECEPTORES D,, LA ViA ADENILATO CICLASA -> PKA Y LA LIBERACION DE GABA EN
EL GLOBO PALIDO.

Para discriminar entre las posibles interacciones bioquimicas por las que el receptor D,
puede inhibir la liberacion de GABA en el globo pdlido, el primer paso fué la evaluacion de
la via Adenilato ciclasa -> PKA por medio del bloqueo del AC y de la PKA, para justificar la
estrategia, con apoyo en lo descrito en el marco tedrico partimos del hecho que los
receptores D, al estar acoplados a una proteina Gi la subunidad Gai bloquea a la
adenilato ciclasa impidiendo la sintesis de AMPc, lo que impide la activacion de la PKA y
esta no ejerceria su accion sobre canales de Na* y Ca®". Actualmente se conocen 5
isoformas de la AC de las cuales se han estudiado diversos patrones de activacion y
bloqueo *!, en tejido cerebral de roedores se ha encontrado que la isoforma 5 se
encuentra involucrada funcionalmente con los receptores D, > |a cual es bloqueada con la
subunidad Gai >, con base en esto se eligid el NKY-80 del cual se reporta una potente y
selectiva inhibicién de la AC5 2. De igual manera se ha reportado la actividad de la PKA en
tejido estriado y nucleo acumbens mediante la activacién de los receptores D, >* °°. El H-
89 fue seleccionado como bloqueador de la PKA por ejercer un efecto potente y selectivo
en esta enzima > %°.
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Los resultados de los tratamientos farmacoldgicos bloqueando especificamente ala ACy a
PKA (Fig. 2D, Fig. 3 F) sugieren que esta via no repercute de manera significativa en la
liberacién de [*H]-GABA de pre-sinaptico en el globo palido, por lo que se descarta su
participacion en la sefalizacién del receptor D, con el fin de inhibir la liberacién de GABA,
esto se refuerza por el hecho de que la activacion simultanea del receptor D, junto con el
bloqueo de estas enzimas, sigue teniendo el mismo efecto como si solo se activara al
receptor D,, por lo que la ruta que inhibe la liberacidn de GABA sigue activa y funcionando
normalmente. Sumando dichos eventos se puede asumir que los receptores D, no inhiben
la liberacién de GABA en el globo palido mediante la inhibicion de la formacion de AMPc,

a través de la accion de su subunidad G ai.

LOS RECEPTORES D,, LA VIA PLC -> PKC -> CANAL Ca ** TIPO L Y LA LIBERACION DE
GABA EN EL GLOBO PALIDO.

El siguiente paso, planteado en la busqueda de la manera en que los receptores D, inhiben
la liberacidon de GABA, parte del hecho de que el receptor al estar acoplado a proteinas Gi
cuya naturaleza trimerica permite desencadenar procesos bioquimicos por medio de la
separacion de sus subunidades Gai y GBy. Con base en lo descrito en el marco tedrico
encontramos que la sub unidad GPy puede activar la PLC B ' *! la cual promueve la
formacion de IP3 los receptores de IP3 en la membrana de los reservorios de Ca** como el
reticulo endoplasmico, movilizan calcio que puede activar enzimas como la calcineurina
(Proteina Fostasa 2B, PP2B) para desfosforilar los canales de Ca® tipo L> y provocar la
inhibicidn de la liberacién de GABA debido al bloqueo de los canales. Simultaneamente la
produccién de IP5 libera DAG, el DAG activa a la PKC 2437 an conjunto con el Ca®, cuya
actividad repercute sobre los canales de Ca®' tipo N y canales de Na* alterando |a

sensibilidad de la membrana celular °®

pudiendo modular la liberacidon del
neurotransmisor. Para la evaluacién de esta via de sefalizacidn hipotética se propuso
bloquear a la PLC con U 73122 !, a la PKC con G6 6983 %, vy al canal de Ca®" tipo L con

23

nifedipino “°, este Ultimo para corroborar que la actividad en estos canales es

determinante para la liberacién del neurotransmisor.
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En los resultados se puede observar que el bloqueo exclusivo de la PLC sin la estimulacién
del receptor propone que la PLC no tiene un papel importante en la inhibicién de
liberacion de GABA. En contraste la activacion simultdnea del receptor D, al bloqueo de la
PLC sugiere fuertemente que la actividad de la PLC resulta determinante como inicio de la
sefalizacion del receptor para inhibir la liberacién de GABA pues su bloqueo muy
posiblemente interrumpe la formacién del IP; cuya actividad antes descrita puede liberar

Ca’*intracelular y el DAG para activar a la PKC (Fig. 4).

Prosiguiendo con la evaluacion de la via hipotética; analizando la serie experimental para
bloguear a la PKC sugiere que esta no interviene en la sefalizacion del receptor (Fig. 5),
pues la via se activa de manera indistinta cuando solo se activa al receptor que cuando se
bloguea a la PKC simultdneamente a la activacion del receptor, de modo que esto
descarta que la activacion de la PKC por medio de DAG, sea el siguiente paso en la

sefializacion de D, con el fin de la inhibicidn de la liberacion GABA.

Por ultimo, el blogqueo de los canales de Calcio tipo L, confirma que la liberacion de GABA
es regulada por estos canales, pues el bloqueo exclusivo de estos canales provoca una
disminucion en la liberacion. Al ser evaluado este efecto en conjunto con la activacion del
receptor por Quinpirol nos permite proponer que; la sefializacién de los receptores D,
ejerce un efecto sobre los canales de ca® tipo L, pues de no ser asi, la via al estar activa
sin influir en los canales de Ca®* ya bloqueados por Nifedipino, posiblemente se
promoveria una mayor inhibicién, evento que no ocurre, pues como se observa en la Fig.
6 al encontrar una liberacidon de magnitudes similares en las 3 condiciones propuestas se

hace evidente que, el blanco tanto de la via, como del farmaco, son los canales de Ca”.

Resumiendo, los resultados obtenidos en este proyecto, descartan que la inhibicién de la
liberacion de GABA mediada por los receptores D, en el globo palido de rata sea por
medio de una sefializacién en el orden Gai -> AC ->PKA, descartan parcialmente la
hipotesis planteada que propone una via GBy -> PLC -> PKC -> Canal ca® tipo L. Sin
embargo los resultados nos llevan a proponer que; la estimulacién de los receptores D, en

el globo palido por medio de la porcién GBy de la proteinas Gi a las cuales se encuentran
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acoplados, activan a la PLC, que estimula la formacion de IP;, promoviendo una
liberacién de Ca”* intracelular y provoca la activacién de PP2B (calcineurina), enzima que
desfosforilando los canales de Ca®* tipo L disminuye la liberacion de GABA, como se ha
propuesto que funciona en el nicleo estriado™®, y reforzando la idea de que los canales de
Ca®* modulan la liberacién de GABA generada por la dopamina tanto en la Sustancia Nigra
como en el Globo Pélido de rata®. Este tipo de hallazgos pueden ser de gran utilidad para
el disefio de nuevos tratamientos de las enfermedades neurodegenerativas como el mal
del Parkinson, a través de la propuesta de nuevos blancos terapéuticos fundamentados en
la interaccion con la sefalizacidn bioquimica en las neuronas para la liberacién de amino

acidos como el GABA.

CONCLUSION

Se logré comprobar que la sefializacidn los receptores a Dopamina D, en las terminales
estriado-palidales, involucra principalmente la activacidon de la PLC y que esta activacion
involucra la disminucion de la actividad de canales de Ca** tipo L, cuya participacién es

determinante en el control de la liberacion de GABA.

PERSPECTIVAS

1.- Determinar si la movilizacién de compartimientos intracelulares participa en la
respuesta inhibitoria de la activacion de los receptores D,

2.- Estudiar la via de sefializacién de los receptores D, en condiciones de Parkinson
experimental.

3.- Estudiar si los farmacos con accién sobre los receptores D, modifican la actividad

motora.
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