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CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL



INTRODUCCION.

El estudio de los ganglios basales es, hoy en dia,
uno de los temas de mayor interés en Neurobiologia. Desde
hace bastante tiempo sSe conoce su relacidn con la actividad
motora, descubrimiento originado al obserwvar la relaecifn en-
tre anomalfas en estas estruecturas y enfermedades motoras co-
mo la de Parkinson ¥y la corea de Huntington. Actuslmente se
relaciona a los ganglios basales, no 38lo con funciones mo-
toras, sino con funciones cognoscitivas, 1o cual acrecenta
afin més 1la importancia de la invesitiigacibn sobre estas es-
tructuras y sfus relaciones con el conjuntoc del Sistema Ner-~
vioso.

Le confluencie de diversas disciplinas en la inves~—
tigacidn de los ganglios basales ha proporcionado una visién
integradors bagstante complets. La Bioguimica ha informado so-
bre la gran variedad de necurotranomisores y la conmplejidad de
sug relaciones dentro del sistema. La Anatomia, apoyada en las
técnicas mAs modernas, ha permitido que se conozcan cutles
son las conexiones nerviosas de los ganglios basales entre
sf y con las dem&s estructuras cerebrales. EL trabajo en Neuro-
fisiologfa ha establecido cuales son los circuitos neuronszles
funcionales. Por filtimo, los estudiocc conductuazles han permi-
tido discernir cual es el efeeto observable de la accidn de
este sistema como un todo ¥y la partieipacién de las estruc-
turas individualmente., Gracias o experimentos y magnipulacio-
nes farmacclégices es posible alterar la transmisidn nerviosa,
¥ €1 uso de ciertas cubsitancias y drogas permite elaborar mo-
delos conducituales y de enfermedades que aportan informacidn
nuy valiosa. A lo largo de este trabajo se discutirf cdmo, em-
rpleando estes técnicas, se han formulado teorfiac e hipdtesis
de trabajo sobre la funcibn motora de los ganglios basales.



De la conjuncidn del trabajo bioguimico y fisioldgi~
co se ha podido establecer la presencia del Acido gams amino
butirico (GABA) en los ganglios basales, asi como de las vias
nerviosac gue 1o emplean. Se cree gue el GABA es el mediador
en las eonductas dependientes de dopamins en el cuerpo es-
trisdo. Es decir, se pieasa que el GABA es el neurotransmisor
gque conduice la informacidn gue recibe el estrisdo, provenien-~
te de las células dopaminérgicas de la substantia nigra con-
pacta, hacia el globo pAlidd, el nficleo entopeduncular, la
substantia nigra reticulada y haecia los nficleos ventromedial
¥y parafascicular del t8lamc. Se ha comprobade gue lés vias
del cuerpc estrisdo al paAiido, sl éntopeduncular ¥ 4 la substantia
nigra, al igual que la que surge de la subsianiia nigrs ha-
cia el ventromedial y el parafascicular son GABAErgicas. For
lo tanto, se propone una cadena funcional entre estas es~
tructuras que es mediade por el GABA.

El objetivo de este trsbajo es aportar un parémetro
biogquimico gue ayude a demostrar esita relacidn. Para lograr-
lo, se alteraré la treansmisién GABA&rgica ¥y se observarin los
efectos que se producen en las estructuras unidas por el
GABA, pars coaprobar un efeetc on cascada,

Con tel fin, se impedir& 1la llegade de 1z dopamins al
estriado, por la destrucecidn de las célulms dopeminérgicaes de
la substantia nigra, ¥y se medirid la sctividad de la glutameto
descarboxilasa (GAD), enzima limitante en 1ls sintesis del
GABA. Se cuantificari la actividsd de la GAD en el cuerpo es-—
triado, el globo pAlido, el nilicleo entopeduncular, la subs-
tantia nigra y los aficleos ventromedial y parafascicular del
télamo. )

En este trabajo se presenta, en el primer capitulo,
una Introduccidn General en la cual se demuestra la funcién
del GABA como neurotransmisor, se estudia su metebolismo y
las carseteristicas de las principsles enzimas de este pro-
cegso, Se presenta la anatomfe de los ganglios basales y se



discute la funcidn del GABA en estos nficleos ¥ su relacién
con la conducta motora. En el segundo capitulo de la tesis
gse explica detslladamente cual fue la estrategia utilizada
para estudiar el problema y se describe el trabsjo experi=~
mental reslizado. En ese mismo capitulo se presentan. laqs
resuitados ¥ se hace un snélisis eritico del método de tra-
bajo ¥y su reslizmeibn. Por filtimo, en el tercer capitulo,
se discuten los resultados y se presentan las conclusiones.

Los estudios mqui realizados arrojan dos sugeren-
cias sobre la organizacidn de los ganglios basales:

1) La importancia del relevo del nficlec entopedun~
cular hacia la substentia nigra, proveniente del globo pa~--
lido ¥

2) Un mecanismo reguladcr diferente e€n la eferente
estriado-nigral gque en la estriado-palidal.

Serfis dificil exsgerar la imporimncia de la inves-—
tigneidn sobre los ganglios basales, tantc en el campo spli-
cado de la Salud, en el estundio de las enfermedades motores,
como en relacidén al estudio de las funciones superiores del

cerebro, por 1lo gque nos parece un Ares potencialmente afin

[

mo 1o inten-

wuy fructiferas pars decarrcllar gskbre todo, oo

ta este trabalo, en cuanto a2 la organizacidén de las conexio-

nes nerviosas.
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GABA COMO NEUROTRANSMISOR

NEUROTRANSMISORES,

Un neurotransmisor se define, en términos generzlies,
como una substancia liberads sindpticamente por una neurcna
¥y que afecta de unz maners egpecifica a ctra edlula {ya sezm
otra neurona, o bien un érgano blanco). Con esto gqueremos
decir gue es la forma en gque el Sistema Nerviose bransmise
la informacidn gae le es8 necegaria tanto para percibir como

para lograr articular una respuesta.

8
pueden tener dos efectos, el de excitador y el de inkibkidor.
Bstos efectos se traducen, en el egxcitador, como una dismi~
nueidn en el poatencial d= membrana, ¥ en el inkibidor, por zna
hiperpolarizacién de la célula, ©s5 decir, por un aumento =n

su potencial de membrana.
Los requisitos clé&sicos gue debe tener una substancia
]

para ser considerada eomo neurotransmisor son los siguiente

1. Que se sintetice en 1la neuronsa.
2. Estar presente en la terminal y que se libere en canti-

]

dad suficiente a la neurons posi-sindptica o al Srgano efector.

3. Al apliesarse exdégenamente en concentrasicones rasonables

debe imitar exactamente el efecto que tiene el transmisor 1i-

berado enddgenamente.
4. La existencia de algun meecanismo gue remueva el transmi-

sor de su sitio de aceidn { 62, T3,43).

GARBA.
La presencia del Bcido gama amino butirico (GABAY} en

tejido neuronal fue descubierta, en forms independiente, 13
Bugens Roberts y Jorge Avopara =2n 1950, Ambos invessigadores
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se encontraben trabajando en proyectos relacionados con cédn-
eer. Trataban de estudiar el contenido de amincBeidos de tu-~
mores, especialmente de neuroblastomas. Trabajando con este
materiel ¥ usando ls t8enica de cromatografia en papel, en-
contraron uns substancia gue posteriormente fue carscteriza-

ds como GABA (b,01}.

Los requisitos gque debe tener un neurotransmisor han
sido cumplidos por el GABA, tanto en mamiferos como en crus-
ticeos. A continuseidn presentaremos dos preparaciones, apo-
yadas en su evidencia experimental, gque comprueban el papel

de GABA como neurotransmisor.

En ls preparacidn de milsculo de langosta se hsa com-
probado que:

1. La aplicacién externa de GABA imita el efecto de un
impulso inhibidor.

2. La aplicacidén de GABA, sea exdgena o endégena, hace
que la membrans post-sinBptice ses mis pernmeable al anidn C1 .
Esta aceidn puede ser eliminade tanto por la picrotoxina como
per le bicuculina gque son aceptadas como anbagonistas a GABA,
0 seas gue tienen un efecto contrario.

3. Las células y axones inhibidores de langosts tienen
una wayor concentracidn de GABA gue las excitadorag.

L. Bl sistema enziméitico necesario para la sfintesis y la
destruceidén de GABA se encuentra en las neuronas ¥y axones
inhibidores.

5. Se ha descrito un gistema sspecifico de retoms de GABA
en langosta y acocil. Este mecanismo ep dependiente de godio.
6. Debido a la estimulacidén de axones inhibidores, se ha
comprobado 1la liberacién de GABA en la preparacidn nervo-mus-

cular de langosta { 15 ).

El ejemplo clidsico para demosirsr le funcién de GARA



como neurotransmiscr en mamiferos, se tiene en el caso de las

células de Purkinje

1. Ld estimulacidén de las c&lulas de Purkirnje provoca una
hiperpolarizacidn en los niicleos cerebelosos profundos y en
las cé&lulas de Dieters.

2. lLa membrana post-sinApiica es permeable al cloruro y otros
aniones durante la déspolarizacién.

3. Los antagonistasbclésicos de GABA, biecuculina y piero-
toxina, bloguean los efectos de la excitacidn, pero la estric-
nina, Que no es antagonista GABA-érgico, no lo logra.

4, La concentracién de GABA en los nificleos de Dieters es
mucho may&f en la parte dorsal, es decir, en la zone gue re-
cibe las terminales nerviosss de las células de Purkinje.

5. Al aplicar iontoforéticamente GABA en las células de
Dieters se tienme una réplica del efectc gue se observa con la
astimulacidn de las e€lulassg de Purkinje. La desaparicidn de
este fendmeno se puede obiener aplicando picrotoxina ¢ bicucu-
linsa, pero no con estricnina.

6. Si se hace una lesidn de la corteza cerebelcssa, o se
cortan los axones gque provienen de las cé€lulas de Purkinje,
se ve un decremento de GABA y GAD en la poreién dorsal de los
nficlecs de Dieters, pero la concentracidn de 1lam regidn ventral
no varfia.

7. Al estimular las células de Purkinde se libers una can-
tidad detectable de GABA en el flufds de perfusidn del cuarto
ventrfeulo, o bien, del obtenido con una cénula push-pull ecolo-
cada en los nficleos cerebelosos.

8. Las técnicas inmunohistoguimicas demuecstran la precencis
de GAD {la enzims limitante en 1a sintesis de GABA) en las

terminales de las células de Purkinje (49 ).

Los resultsdos provenientes de estos estudios de-
muestran el papel de¢ GABA comp neurotrancmicer en un anmplio
espectro de desarrolle filogenético. No son Zszias las dnicss
preparaciones que dempestran la funecién de GABA, pero consi-

deramos que con estos sjemplos queda bien deisrminads sn pa-



pel como transmisor.

Ya se ha comentadc que GABA ce encuentra distribuido
en todo el cerebro; su concentracidn promedio en el humano es
de més de 10 pM/mg de tejido {18), 1o gque nos da una concen-
tracidén de 200 a 1000 veces nmayor gue ¢l de cualguier otro
neurotransnisor en el cerebro (67). Se piensa, con base en
estudios de retoma de GABA msrcado, gue de un 25 a 45% de to-
des las terminales nerviosas cerebrales poseen GABA, lo cual
no es de extrafiar si consideramos gue GABA sirve como trans-
misor inhibidor en una gran cantidad de interneuronas (49).

La tabla nfimero 1 indica 1lss principales viasg del
Sistema Nervieso que emplean este transmisor ¥y zuales son las

evidencias experimentales gue los epoyan.

Existen estudics que demuestran gue en rebanasdas de
cerebro se libera GABA, ya sea debido a la estimulacidn eléc-
trica o & la presencia de una alta eoncentracidn de potasio en
el medio de incubacidn; también con rebanadas y usando GABA
marcado se ha podido comprobar la existencia de un sistema es-
pecffico de retoma (56, k3).

A partir de los estudios exhsustivos gue se han rea-
lizado sobre la distribucifn de GABA y GAD en memiferos (15),
podemos concluir que este neurotransmisor se encuentra amplia-
mente distribufdo en el Sistema Nervioso Central, en especial
en 1m Substantis Nigra, el Globe PHlido ¥y el Hipotdlsmo, gque
ae encuentra como trazac en el sistems perifiriss y otrog Or-
ganos, ¥ que existe una buena correlacidn entre lo actividad

de la epzima ¥y la cantidad de GABA.
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Células cerebrales de

Golgi

Célulasg cerebrales de

canaste

-

Células cerebrales
estrelladas

TABLA

C&lulaeg hipocampales de

canasta

Interneuronas estriatales

Células estriado-nigrales

Neuronas palido-nigrales

Interneuronas

Interneuronas

Interneuronss

Interneuronas

olfatorio

{Tomada de

retinianasg
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del bulbo
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EVIDENCIA

Liberacibén de GABA, accidn inhibi-
dora, inmunohistoquimica, lesidn,
correlacidn Tarmecoldgica, fluja
exoplasmico.

Aceidn inhibidora, rebtoma, inmuno-
histoquimica. :

Inmunohistoguimica, retoma, accién
inhibidora.

Accidn inhibidora, retoma.

Inmunohistogqufimiea, aceibén inhibi-
dora, localizaceién, lesién.

Lesidn, retoma.

Lesidn.

Lesién, flujo axopliasmico, retoma.
Retoma, localizacidn.
Localizaeibn, accidédn inhibidora,
inmunohistoquimica, retoma, aceién
Tisiclégica.

Efecto inhibidor.

Aceién fisiol8gica, inmunohisto-
guimica.

Me Geer et al., 1980)



METABOLISMO DEL GABA

La principal fuente de GABA en el Sistema Nervioso
Central es debida a la descarboxilaeifn dal l-glutamato por
la l-glutamato l-carboxiliasa (¥.C.4.1.1.15), comunmente co-
nocide como glutamato descarboxilasa (GAD), gque emplea como

co-factor el fosfato de piridoxal.

i}oaﬁ imOH
?He fﬁe
CH, ‘}. CH, + O,
l, G AD l
nan—iae fﬂg
COOH NH,
Acido glutémico GABA

Seglin el precursor que se emplee y las condiciones
del experimento, las cantidades de gluitamato marcado y la
cantidad de GABA que se sintetiza relativas 21 tejido pueden
ser variables.

Esta evidencia ha dado lugear al empleo del concepio
de pozas o de compariamentalizacidn, gque es una definicidn de
cinética ¥ no de morfologisa.

Entre otras viss alternativas o de sintesis de GABA
que caben dentro de este concepte de comparbtamentalizacidn,
se encuentra la formacién de GABA a partir del U~hidrcxibu—
tirato {GHBA) (CHz ~CH,, -CH, -C607 ). Se pencd en la existencisa

OH



de esta via, yva gue si el GHBA se forma a2 partir de GABA, se
sugirid que podia existir la reaccibn inversa. Subsecuentes

k
investigaciones radioisotépicas con (11‘6) en cerebro de ratdn

confirmaron que Atomos de carbdn de GHBA fueron convertidos a

GABA.
En cerebro de peces se ha observado que una poliamids,

la putresecina (1,4 diaminobutano}, &3 un precursor de GABA.
S8in embargo, no se ha podido comprobar si los Atomos de putrescina
son o no metabolizados a través de pequefics, saiin no bien identi-

ficados, compartimientos de la poza de glutamato en cerebro de

trucha.
En ratdn también se ha comprobhado la existencia de una

via metabllica para la biosintesis de GABA a partir de putrescina(s,71).

¥/
(CH )h-KH o+ ' CH3-C-5CoA
Fu%resclna Acetil CoA

B-zeetil~-transferasa

CH -ﬁ-nn-(cn Yh-NH
N-acetil putrescing

Monoamina oxidasa
+ 1/2 02

0

033-0-}{1{—( OH,)3~CHO + RH
n—acetil~l-anino—butir&lde ido

Aldehido deshidrogenass
: ¥
/4
OH - C=NH~(CH .~ } 3-COOH
Acido H—actt;l‘xv—uninobutirico
7 jpeacetilasa
KH ~{ CH ,) 3-COOH
GABA



81 bien se ha comprobado que algo da pubtrescina llega
a GABA, se ha observado gue la mayor parte va a homocarnosina,
al igual que llega desde GABA propiamente dicho.

Por tanto es posible afirmer que en el cerebro la des-
carboxilacidén del l-glutamato es la mayor y mAs importante via
de sfintesis de GABA. De agui se concluye, como indiea una gran
cantidad de literatura (26, 18, 49, 7, 5, Th }, gque la medi-
da de la actividad de GAD sesa unsa buena indicacidén de la can~
tidad de GABA presente en una estructura dada.

Parte importante en el catabolismo del GABA sucede de-
bido & un corto-circuito metabdlico. Para su destruceién, el
GABA es transaminado por ls GABA-oxo-glutarato transaminassa
(GABA-T; 2 oxoglutarato aminotransferasa; EC 2.6.1.19) para
formar aldehido succinico. Esta transaminacidn sélo se lleva
a cabo si el «-cetoglutarato (ot ~oxoglutarato) es el aceptor
del grupo amino. De esta manera se convierte el «¢—-getoglutarato
en glutamato, el cual es el precursor de GABA, garantizando
asf 1la continuidsd del suplemento. Asf, uns molécula de SABA
86lo puede destruirse metabblicamente si, al mismo tiempo, se
forms una de su precursor inmedieto. ELl semialdehisuccinico
formado a partir del GABA es r&pidamente oxidado por la des-
hidrogenasa del semialdehido succinico (SSADH; EC.1.2.1.2h;
NAD oxidoreductass del semialdehido succiniég) que nos da
fcido suceinico que puede entrar al ciclo de Krebs ( 87 ).

El corto circuito metabdlico es, desde el punto de
vista energético, menos eficiente gue la porcidn del ciclo del
fcido tricerboxflico que va desde el ot ~cetoglutarato hasta el
Beido sucefnico, ya que solo proporcions 3 molé&culas de ATP,
contra 3 de ATP y une de GETP.

Se puede saber, por medio de estuwdiog enmpleandc radio-
isbtopos, que la glucosa es probablemente la mayor fuende de
GABA in vivo. Varios aminodcidos y el piruvato también pueden
servir, entrando al cicvle de Krabo. Asi, hasta 1loc mas remotos
precursores pueden ser convertidos a GABA a travéc de la via
del ot ~cetoglutarato a gluteamate o glubamina que, en conjunteo
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forman mas del 60% del nitrdgenoc de e« -aminofcidos libres en

el cerebro, siendo factible que su funcidn sea la de ser un
reservorio para GABA (49 ). Asi por ejemplo se ha comprobado

que del 8 al 10 % de los carbonos que entran al ciclo de

Krebs llegan a GABA, lo que ha dado luger a dque algunos autores
hablen de un flujo de GABA metabdlico y otro de transmisor (67,49)}.

% NEp NHp 0

4 | | i

HgNOCCHgCHng P Glutamino\HOOCCHQCHng HOOCCH, CH 5C~COO0H
.~ ' 4
COOH sintetasa - COO0H
GLUTAMINA GLUTAMICO ot -CETOGLUTARICO
GABA-T
GAD
v

HOOC~CHz ~-CHp~CHo~NH » HOO CCH, CH 5,CHO
GABA SEMIALDEHIDO

SUCCINICO

SSADH

HOGCCH CH oCOOH
ACIDO SUCCINICO

Ya se ha demostrado que la medida de la actividad de
GAD es un buen indicador de la cantidad de GABA presente. AL
analizar ecsta via metabélica se encuentra una razdn més para
emplesris como nuestro parimetro. Al sobrevenir la auerte, la
cantidad de cetoglutarate disminuye répidamente, por lo que
GABA no puede ser destrufido, pero aidn puede ser sintetizado s



partir del glutamato, ¥ a easto se debe el pgran auzs=ngd de IABA
post-mortem, por lo que el nivel del transmisor r.ozie aurmstiar

hasta un 500% en los dos minutos inmediatos a iz zisrte [ . <8l

ENZIMAS CLAVE DEL METABOLISMO Do : 20

GAD

Lo enzima responsable de ly desearvoxilai’n 32
mato, la glutemato descarboxilasa (l-glutamato L-z2rko
E.C. 4.1.1.15), se encuentra ampliamente distribuiiz en 1r:
seres vivos; filogenéticamente aparece en bacterizc ¥ honsrs
hasta llegar a los mamiferos més desarrollados.

La enzima cerebral es muy similar en log —zmilerrs.
perc la de peces, pijaros y anfibios son diferen+:: 2 la Ii:
ratén, gque fue la primera en ser purifieada y =5 1z 138 m: =r
estudiadas (31, T2).

Al realizar el fraccionamiento subeeluizr 1oL telli:

nervioso se encuentra gue el 40% de GAD e cnexu

a2 sinaptosomas. Una cantidad similar se loealiza
plasma y una cantidad menor en mitocondrias ( 72 ". Iirgs s3za-
dios, sin embargo, indiecan que la mayor ecantidad 2. L= en
se encuentra en terminales presindpticas (7, 307,

GAD ha sido obtenida como una proseina nzzirinea

a

estable de cerebro de ratdn. De Ip enzima purilizzls se Los

obterido anticuerpos y asi se ha lograde realizar oo -2i0c
inmunogquimicas e inmunchistoldgicon (T2 }. 3 nANSrLl-
mente que en las terminales sindpiticas GAD se enz. otzz oo
forma soluble ¥ unide, eomo lo prueba la localisc:i?n inmiz:i-

citoquimica, & las membranas de las vesiculas siziz=izas )

El peso molecular de GAD {ratdn) se deterzi-’ o porsir
de v, comn de 85 7904 ¥ por Piltraeidn en Gel ce Ult v el Lite
do 86 000. Al ultracentrifugar GAD y tratarla eon - ni3ins-I0L



13

¥y f5-mercaptoetanol .14 se disocid en dos subunidsdes indistin-~
guibles con un peso molecular aproximado de kbk 000 cada una. Pos-
teriores estudios electroforéticos muestran bandas con un peso
molecular de 15 000, por lo que se ha sugerido que realmenie sean
6 subunidades minimas organizadas en dos subunidades mayores {(81).
Algunos investigadores han reportadc en GAD humana y de
rata (7) un peso molecular de 140 000, Sin emhargo, ya que los
datos inmunoquimicos sefialan la similitud de las enzimas, se ha

schacado esta diferencia a fuentes metodeoldgiecas (T72).

Especifidad por el substrato.

Mediante ensayos radicisotépicos se han probade los 20
aminodecidos que se encueniran naturalmente, al igual que el
a-ceboglutarato, como posibles substratos para GAD. De teodos
los que se probaron, tan solo el L-(U-1kg) COOH—CHZ—?H-COOH

NH2

{dcido aspértico) mostrd una actividad de aproximadamente el

3% comparada con la del &cido gluté@mico solo. La evidencis de gue
el dcido aspdrtico si fue verdaderamente descarboxilado provino
por la identificacién del producto como ch—alanina. También se
enleuld, por radicactivridad, la relacidn del 002 formedo con res-
pecte & 1a alanine encantrada y écta fue de 1:1 (8l). Por tanto
la actividad de substrato observada con el dcido aspértics marca-
do debe atribuirse a la descarbouzildcién de este 8cido ¥ no a

contaminacidn debida 2l Acido glutdmico.

Yatoreg de Km.

Los wvalores de Km d~ GAD pava el dcido glutdmico, subo-
trato, ¥ para el Tosfato de piridoxal (FLP), ru ¢c-enzima, fueron
obtenidos de una gréafica de Lineaweaver-Burk y fueron .7 mM y
.05 mM respectivamente, en ratdn (67, 81).

La inhibieidn noumpetitiva realizads por reactivos con
sulfihidrilo eomo DTNB (Acido diticbis-(2nitrobenzoico) y FPOMB
(paraclorn me:curibenzoato) sugieren 1a participacisn de un gra-
po culfinidrilo en ¢ cerca del sitio active, La Inhibieidn por
IRE ez independiente de la concentracidn de focfato de piridoxal.
La ioduacetamida inkibid de 39 4 84% eon concentraciones de



.16 hasta 1.6 oM; el &cido iodoacético, bajo las mismas con-—

diciones inhibid del 10 al 60%.

Compuestos con grupo tiol. 8e ha reportado cue el
Acido 3-Mercaptopropidnico inhibe a GAD en homogenados cere-
brales .y que provoca convulsiones al sexr inyectado intraperi-
tonealmente en ratas. & una coneentracidn 10mM dz una inhibi-
cidn de 65%. Los fcides 2-mercaptopropidnico y 2-mercaptoacd-
tico fueron memnos eficaces.

La inhibicidn producida por estos compuestos fue de
tipo competitivo con respecto al glutamato. Sus Kis fueron,
respectivamente, de 1.8,53 ¥y 330 mM ( 81 ),

Bl GAD eg inkibido por cationes divalentes cono
Zn2+> Cd2+> Hg,‘?q'::'(27.12'.r s gque fueron agregzados como acetatos
en solueidn amortiguadora de fosfatos (51 }.

La enzima es muy sensible & la inhibicidn provocadsa
por sgentes atrapadores de earbonilo. De estos, el mis eficaz
es el Acido aminooxoacBtico® con una inkibicidn de 979 a una
conzentracidn de 1.6 mM y de 33% a una concentrazida de .1 mM.
En orden descendente ecomo inhibidores siguen: hidroxilamina,

hidrazina, penicilamina y'semicarbazida { 81).

Efecte de aminocieidos y vompuestos relacionados.
Los aninocfeldsos como el P-glutamato, D-L-hidronigiato-
nate y D=L~ metilglutamato, demecirarcn ser inhibidores
petitivos para GAD; sus Kis fueron de .9, 2.8 y 6.2 oM (8L ).

>

Bfecto de deidss pono ¥y dicarboxilieos.

La inhibiecidn de GAD por estas moléeulas fuc usada
para determinar le dictaneia Sptima enbre los dos grupos car-
boxilicos envueltos #n la unién de los compuestos y la enzina,
El @cido glutérico fue, entre los dicarboxfilicos, el mids efi-~
ciente (Ki= 3.5 mM); 1a inhibieidn se reduce al sumentar o
disminuir la cadena de carbomnos. log fecidoo e-cotoglutiries,
fumdrico y oxaloaeftico tambidn sebusnron como inhibidores

compotitivos { & ).

* ADA



Efecto de algunos metabolites.

Los intermediarios glucoliticos causaron ligera inhi-
bicidn afta a altas concentraciones. De los intermediarios del
ciclo de Krebs ninguno produjc inhibicidn a concentraciones
de 5mM (81 ).

Apniones monovalentes.

Se comprobd que eran inhibidores d€biles; el mds po-
tente fue el SCN con 55 y 28% de inhibicidn a concentraciones
de 10 ¥y 1 mM. El orden, descendente, de eficiencia inhibidora
para aniones monovalentes es el siguiente: SCH > I > Br >
C1”>F  ( 81).

Lia inhibicién producida por el cloruro es de interés,
¥2 que el efecto inhibidor de GABA es debido 2 un aumento en
la permeabilidad de la membrana para este anicn. La inhibicibn
debida al Cl~ es de cardeter competitive ¥ tiene unma Ki= 17mM (81 ).

Estudios de pH. han indicado que el pH. &ptimo para
GAD se encuentra cerca de 6.5 { 18, B1}.

Se ha descubierto actividad de GAD en tejido no neu~-
ronal como rifién, corazdn, higado, vasos sanguinecs y glise.

De esta actividad se ha responsabilizado & una enzima que ;é'
cancce como GAD IT (35 ). Entre las diferencias existentes
entre estas enzimas se encuentra gue GAD II es estimulada por
sgentes atrapadores’del'carbonilo como ADA & aniones como CI
mientras gue GAD I, o neuronal, es inhibide por estos factores
(35,18). Existen, por otra parte, reportes de gue su einética es

tambidn diferente (35.7L}.

Regulacidn Fisioclégica de GAD

La actividad de GAD se encuentra reguiada por bio-
retroalimentacién y mecanismos inductores. Asf, un aumento en
la concentracidn de GABA nos daré una disminueidn en la acti-
vidad de GAD I ( 72)}. Si, por ejemplo, ne inyeecta AOA que hace
que aumente el GABA end&geno por la estimulacidin de GAD II,

ambas enzimas dismirnuyen (77 ).



€1 Zn>Y inhibe a GAD. PLP es el cofactor de GAD y re=-
quiere de Zn2+ para ser sintetizada a partir del piridoxal por
la fosfoguinasa de piridoxal que requiere del zinej; por lo tan—
to el efecto de este metal sobre la actividad de GAD es doble(S

GAD cerebral puede ser inducida, se han reportado au-
mentos en la setividad de GAD al apliecar glubemato y también
gue la acetileolinz tiene efecho cobre GAD en la corbeza cere-
belosa de ratdén (T2 ).

fomo veremos més tarde, GAD puede ser inducido per acti-
vidad transinéptica como en el caso de la dopamina en estriado
¥ subsiantia nigra (33 ).

Hasta el momento no se conoce ¢l meeanismo de aceidn
de GAD, por lo que 1lo dnico gue se puede presentar es una ex-—
trapolacidn sobre el mecanismo de otras descarboxilasas. En
varias de estas enzimes el PLP se encuentra unide débilmente &
un residao lisil. El meecanismo general, e supone, implica un
ataque electrofflico del nitrdgenc st-amino del anincdeido
substrato, desplazando la unibdn entre la enzima y el PLP for-
mano una bese de Sechiff. Despugs de la degsearboxilaecidn y libe-~
racién del producto se vuelve a establecer la unidn entre la

enzima y el PLP (72 )},

Formacidn de unsa base de Schiff.

| 1 i
R-?—@@UH ¥ RY=Cofl =m=—= R-Fﬂﬂﬂﬁﬁ
N ?
R'-p-H

Bage de Schiff { 54 )

GABA - Trancaminogsa (GABA-T)

Bsta enzima [oficiclmente conovida zome 7 oxoplutarabo

>

ic
aminotransierasa: EC2.6.1.19}) sc encucntra crpliasmente distri-

).
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buida en todo el cuerpo y asi, aunque el GABA casi no se forme
fuera del Sistemg Nervioso Central,. el de origen exfgeno puede
ser destrufide fAcilmente.

L,a Tabla Xo 2 nos brinda una buens comparacidn entre
los datos obtenidos para GABA-T en humano y en rata.

Se indica gue la Km de GABA-T pars oc-cetoglutarasto es
de .25 mM y para GABA de 1.1 mM ( 81 ). La relacidn de GABA-T/GAD,
en cerebro, es casi siempre mayor que 1 (18 ).

Ios agentes con grupo sulfihidrilo tienden a disminuir la
actividad de la enzima, de agqui gue se haya sugerido uno o més
de estos grupos intactos para su correcto funcionamiento. GABA-T
se encuentra ascociada a la fraccidn mitocondrial. Se ha dicho ,
aune las mitocondrias liberadas de sinaptosomass tienen una aceidn
de GABA-T menor gue la fraccidn mitocondrial eruda. De estos da-
tos se ha inferido gue las mitocondrias de las terminales ner-
viosas tienen una menor actividad de GABA~T y que, por lo tan-
to, gran parte del GABA se metzboliza extransuronalmente, ya
sea en postsinapsis o en glia (18 }.

Asi como se ha visto que la actividad de GAD esté bien
relacionada con la concentracidén de GABA, es decir, alta acti-
vidad de GAD {en substantia nigra, por ejemplo) en una regién
implice gran concentracidn de GABA, 1is usciivided dc GABA-T ne
se puede relacionar de manera directa con ia ecentidad de GABA.
Asi, si tomamos la substantia nigra, la estructura con mayor
cantidad de GABA, veremos une baja aciividad de transaminasea.
Sin embargo, la relacidn no &3 totalmente inverss ya que en
otras regiones {eolfeculo inferior, nficleo dentatus) con alta
eoncenbracidn de GABA, la actividad de la enzime es bastante
elts ( 26),

Deshidrogenasa del Semialdehido ZBucefnics (B8SADH)

Ecta enzima (también llamade NAD oxidoreductasa del
semigldehido sucecinico: E.€.1.2.1.24) posees una zran especifi-~
eidsd por el cubstirato, greciss a lo cuasl no es diffeil de
distinguir de la aldehide deshidrogenasa, que también se en-



3
cunentra en muchas regiones cerebrales.

Se ha reportadc una Km de 4%.7X10~6 M y 9.9X10-5 M
para el semialdehido suceinico y el NAD (cofactor), respecti-~
vamente, en ecerebro de rata (1% ). Para humano y mono, 1as
constantes son de 2.7 ¥i0-6 M ¥y 5.3%¥10-6 M, en el mismo orden
{14 ). En humanos su py, Optimo se reporta como de 9.2 (18 ).
En rata, se ha enconbrads un peso molecular de 140 000 y que
se encuentra formada por dos subunidades idénticas (14 ). Es
vns enzima mitocondrial y su distribucidn, en cerebro, es gi-
milar & la de GABA-T, gue es la enzima gque le proporeiona el
substrato ( 18 ). Al contrario gque GABA, la concentracidn de
la enzima parece ser muy bajs, del orden de .05 a .1 nM/g de
cerebro de ratén (14 ). Adn asi su activided es may alta, si
vemos su relacidén con GABA; en humano es de 1.5 ¥y en rata
varfa de 1.8 a 5. La mayor azectividad de la enzima ha sido re-
portada en hiﬁotélamc ¥y ganglios basales (1% ), lo gue es
congruente con los informes sobre actividad de GAD ¥ concen~
tracifn de GABA.



PARAMETRO

Peso molscular

Subunidades

Peso molecular
de subunidades

Puentes disulfuro

pi. dptimo

Termoestabilidad

TABLA No 2

GABA-T (rata)

105 000+-5 000

Dinmero

57 00Q0+-5 0DO

8.5-8.6

Desnaturalizacién
répida a 55 C

GABA~T (humano)

109 000+~5 000

Dimero

57 000+-5 00O

No

6.5

Desnaturalizacién
lenta a 55 £

(Tomado de Maftre et al., 1978)
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ANATOMIA

A través del desarrollo histbrico de la nesurcanatomia
ha varisdo la designacidn de las estruciuras gue son o perte-
neeen & los ganglios basales. Afn ahora hay aubores que in-
cluyen nficleos no considerados por otros investigadores.

Sin embargo, podemos coneluir gue tres grandes nd-
cleos subgcorticales siempre han sido considerados como ganglios
basales y nosotros los tomaremos asi: el niieleo caudado, el
putamen y el globo paAlido forman los ganglios basales y, con-
siderando & las diferentes eatructuras htaldmicsas, subtalimi-
cas y mesencefflicas, constituyen el que ha sido conocido du-
rante mucho tiempo como sistema motor extrapiramidal (Fig.l).

El cuerpo estrisdo se compone, en el humano, del niicleo
caudado ¥y del putamen. En la rabta se encuentra como una sola
estruetura, llamada cuerpo estiriado.

El nficleo caudado es una masa celular gris alargade
¥ en forma de arco relacionada en toda su estructura con el
ventrfeulo lateral. La cabeza del nficleo se encuentra rostral
al tdlamo y emerge en &1 hasta el ventriculo; 21 cuerpo es una
delgada masa celular dorsolateral al t&lamp; la cola, por fltiw
mo, es caudal al t&lamo ¥ entra al 1d6bulo temporal donde ter-—
mina relacionfindose con el complejo amigdalino (12 ).

El putamen es ls parite mfs grande y lateral del cuerpo
estriado; se localiza entre la cépsula externa y la lateral =
la limina medular del globo p&lido. Se encuentra medial a la
corteze insular, separadas de €sta por la cépsuls externa y el
claustrum; rostrsl ¥ ventralmente el putamen ¥y la cabeza del
caudado son continuos, ya que en esa parte no hay fibras de 1la
¢dpsula interna (12 ).

El globo paAlide se cncuentra acomcdado medialmenie al
pubamen en casi toda su extensidén; el borde ventral se encuen-
tra adyacente & La subsbantia innominata y s los ndcleos olfa-

torics basales. Una l&mina medular separa al pallidum ecn sege
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mentos mediesl y lateral; otra lédmina, no tan precisa, divide
al medial en porciones interna y externa (9 J.

El nficleo entopeduncular sigue al segmento palidal
lateral de forma rostro lasbteral y asf adquiere una posicién
medial, por lo gue en ocassiones, se le llams segmento pali~
dal medial ( 2 ).

El globo pAlide es filogen&ticamente anterior al
cuerpo estriado, por lo gue también se le conoce como palios-
tristum; y sl cuerpo estriado se le da también” el nombre de neostria-
tum. E1 caudado-putamen se encuentra en el telencéfalo, mien-
tras gue el globo pédlido es una estructura diencerfdlica.

Por la parte caudal al globo p&lido se encuentrs la
substantia nigra, que ea la estructura més grande y que se
encuentre dorsal al crus cerebri y se extiende a2 todo lo lar-
go el mesencéfalo. Paera propésitoszs descripitivos, generalmen-
te se divide en dos partes: a) ls parte compacta que es una
zona muy rica en células ¥y que, en humanss, se compone de neu~
ronas grandes ¥y muy pigmentadas ¥y b} ls parte reticnlada con
menor cantidad de neuromas (1n ).

El nficleo sub~talémico o cuerpc de Luys es una pequefia
estructura en forma de lente u ovoide situado & lo largo de la
superficie dorsomedial de la parte peduncular de la cépsula in~-
terns, es decir, en la parte basal del diencéfalo, Justo en la
transicidn al mesencéfalo (32 ).

MacroscOpicamente el cuerpo estriado es eruzade por
una gran cantidad de fibras delgadas ¥ poeo mielinizadas —con-
dicidn & lea cual debe su nombre de estriado. Estas fibras
forman los ldpices de Wilson que convergen radislmente sobre el
globo p8lido y pasan a través de €ste para ssf innervaer al nfi-
clec entopeduncular; continuendo su recorrido caudalmente pa-~
gan a través del pediinculo cerebral formando la parite ventral
del peine de Edinger y, de ests forma, penetran en la substsan~-

tia nigra ( 9 ).



CONEXIONES NERVIOSAS Y SUS NEUROTRANSMISORES

Aferentes estriatales.

Casi todas las &reas corticales envian fibras al cuer-
po estriado; estas fioras eferentes corticales forman sinapsis
con 1as—espinas dendriticas de las neuronas estristales. Estu-
dios electrofisionldgicos indican gue son innervaciones excita-
torias, cuyo transmisor es el Acido glukdmieco (51,50).

Aferentes talamo-estriatales.

Los estudios anatémicos indican que el cuerpo estriado
recibe fibras tal@mieas provenientes del complejo nuclear centro-
mediano ¥ parafascicular. La estimulacidn del Area ventrolate-
ral provoca EPST en el caudado, al igual que el proveniente de
las c€lulas gue se encuentran en la zone intralaminar (h1}.

Aferentes nigro-estriatales.

Estas vfias salen de la zona compacta de la substantia
nigra hacia el cuerpo estriado (28); son fibras no mielinizadas,
pequefias, cuyo neurotransmisor es la dopamina (27). Existe,
ademfis, evidencia, principalmente de carécter electrofisioldgi-
co, que indica que el cuerpo estriado recibe fibras provenientes
del mesencéfaln. de hecho, del nileleo dorsal del raphe y gque la
seratonina es el transmisor usado por esha via {41).

También ha sido posible locealizar otros neurotransmi-~
sores dentro del propioc cuerpo estriado, que se encuentran en
las interneuronas como son las colinérgicas (58,80), GABAérgicas
(58,33) y otras substancias transmisoras cuyas neuronas ng se
encuentran tan bien caracterizadas como la encefalina, angio-
tensina y VIP (50,53).

Eferentes estriatales.

Se ha comprobado que las fibras eferentesc & globo pdli-
dodo y = substantis nigra tienen un arreglo topografico y gue ests
via se origine en las neuronns medianas espinalesdel:mmrpozmtrimk;fie).
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La estimulacidén del caudado, en gatos anestesiados, provoca
IPSP en la substantia nigra; las eferentes a estas dos es-
tructuras se han caracterizado como GABAérgicas(hli@Q {Bxiste
aln discusidn de si la eferente a globo p&lido es una via o,
solamente, una colateral de la via estriado-nigral). Del es-
triado surge otra eferente a subsitantia nigre que contiene
substancia P y que es excitatoria(68,10). La .via estriado-
peduncular ha sido ceracterizads como GABA&rgics ( 63 ), al
igual gue la vis del entopeduncular a la nigra (13 ).

Podemos observar, por tanto, que las vias que permi-
ten la expresidn de las conductas provocadas por la estimula-
cibn dopaminérgicm, es decir, las gue comunican & los ganglios
bagales con otras estructuras, son lag que se originan en el
pélido ¥y, principalmente, en la substantia nigra.

Experimentos electrofigsiolégicos han probado gue Las
proyecciones nigrotalémicms son monosinfipticas e inhibitorias
(41,28);5ambién se ha comprobado gue GABA es el transmisor, ya
gue el efecto se ha bloqueado con antagonistas GABA&rgicos (70,82)
y porgue la actividad de GAD en tdlamo disminuye em un 33%
después de la destruccifén de la substantia nigra (70 ).

La nigra proyectsa, por otra parte, hacia el bhorde
tectal (22 } ¥ asf, neurcnas de la zona reticulada se dirigen
haecia el colficulo superior.” ElL neurotransmisor se ha caracte-
rizadc como GABA.

Del globo pélido surgen fibras gue se dirigen hecia
el tilamo, a los nficleos venitrsl anterior y ventral ﬁosterior,
que se describen como GABA&rgicos (13 ); también ge conoce una
eferente GABA&rgica hacia el nZicleo subtalémico.

Le revisidén de la evidencia anatfmica nos permite ver
gue el estrisdo se encuentra en una posicién clave para inte-
grar lp informecidn gue permita ln salida de ciertas conductas
motoras, asi como para concluir gue esta informasidn sale a

travéa de la substantia nigra {66 ).
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FUNCION DEL GABA EN I03 GANGLIOS BASATES

Los ganglios basales, Junto a obras estructuras cere-
brales, formen el sisiema gque se ha conocido como exbrapira-
midel. Estsas estructuras participan Junto con el cerebelo, el
sistema cortico-espinal y obros sistemas descendentes en el
control de los movimientos.

Las primeras evidencias de que los ganglios hasales
participaban en el control de los movimientos voluntarios pro-
vinieron de estudios elinieons” que probaron que ciertas enfer-
medades mobtoras se encontraban asceisdas con lesiones de los
ganglios basales, ya gue estas estructuras no proyectan di-
rectamente & la médula espinal.

Las alteraciones motoras que se observaron relacio-
nadas con dafios a estas estruetursas, pueden agruparse dentro
de tres grupos principales: a) Bradiguinesia, es decir, difi-
cultad para iniciar el movimiento, b) Cambioc de tono y e) Mo~
vimientos involuntarios, tales como temblores.

De estas enfermedades, dos se pueden relacionar cla-
ramente con alteraciones en 21 metabolisme de GABA y son: la

enfermedad de Parkinson y 1la corea de Huntington.

La llexada enfermedad de Parkinson fue descrita por
primers vez por Jemes Parkinson en 1817. Sus principales sin-
tomas son: temblor ritmies en reposo, rigides y una gran di-
ficultad para iniciar el movimiento. Anatdmicamente, en es-
tudios post-mortem, es posible ver unsa marcads degenerscidn
de la substantis nigra en las personas aguejadas de esta en-
fermedad (20 ), Este mal se caracteriza por un marcadc descen-
20 en los niveles dea dopamina en el cuerpo estriasdo, debido a
la degeneracidn de la proyeccidbn dopaminérgica nigro-estria-
tal ¥y un notable descenso {S0%) de la actividad de GAD en la

substantia nigra, globo palido y cuerpy sotriado, Entos efectos



ocurren tanto en la rata como en el humanc (38 ). Es intere-
sante notaer que los sujetos tratades con L-DOPA como farmaco
para la enfermedad de Parkinson, mostraron un aumento en la
actividad de GAD, gne es proporcionsl al tiempo de trata-
miefito en que se les haya administrado (38 ).

En 1872 George Huntingion 4ié a conocer las observa-
ciones que €1, su padre ¥y su abuelo habfan hechvo en ciertas
‘femilias que vivian en un pueblo en el estado de Nueve York.
Este grupe tenia una enfermedad caracterizade por tres sin-
tomas principales: ser hereditario, la presencia de movi-
mientos espasmddicos involuntarios y la aparicién de demencia(36 ).
Los estudios reslizeados en sujetos con esta enfermedad mues-— ‘
tran uns gran degeneracidn y pérdide neunronal en el estriado,
en el cual, las células més pequeflas, caracterizadas como
interneuronas GABAérgicas y colinérgicas son las m&s afecta-
das. Se localizan pérdidas celulares en le substantie nigra
¥, en los casof mas graves, se ha reportado pérdida celular
en el 1l8bulo temporal, nficlec subtalémico y niieleo centro-
mediano del t&lamo (20, 62).

Fue Perry, en 1973, guien por primera vez reportd
que habia una reduccidn significativa de los niveles de GABA
en el nieleo eandado, putamen, globo pdlido, substantia nigra y
corteza oceccipitel en personas com esta enférmedad. Desde
entonces se hsa podido probar gue los niveles de GAD (69 )
disminuyen, al igual que los de la colina~acetil transferass
(69 )}, enzima sintetizadora de la acetilcolina, en el neo-
ectriando (59 }. Se han realizado estudios sebre la eantidad
de receptores a estos neurotransmisores que indican claras
digminueiones { 25 ). Los datog aporiados por diverscs &rupcs
de investigadores (69,25) cobre el descenso de GAD en cuerpo
egtriado, hablan de bajas del 65 hacta del 85% y del S56% para
laz colina acetil transferacae (CAT). Asf mismo se reports una
diominucién de €9% de la aectividad de GAD en la substantia
nigra (69 ). Ce estima que la reduceisn de la actividad de



GAD en globo pAlido puede deberse tanbto a la degeneracidn de
izs c&lulas ahi presentes como a la destruceidn de las neu-

ronas GABAérgicas que proyectan degde el neoestriado.

Parece gue se ha desarrgllado un importante cucerpo de
evidencia que indica que GABA 25 el mediador de conductas de-
rendientes de recepitores dopaminérgicos en el cuerpo estriado.

Carlsson ¥y Lindquist (1963} sugirieron que sl efecto
de los neurolépticos en el metabolismo de 1la dopamina era el
gue causaba un aumento en la utilizecidén de lz dopamina debi-
da al blogqueo de sus receptores. Como en esa €poca ya se acep-
taba la existencia de las conexiones nigro-estriado-nigrales,
se impuso la teorfa de gue existia un meecanismo de retrnali-
mentacidén negativa perrado, en el cual la aceiln de la dopa-
mina en los receptores del estriasdo activarfia la selida de
GABA del estriado a la substantia nigrs la cual, a su vez,
regularfa el metabolismo de la dopamina (11 J. Este modelo
tenia evidencia gue le faverecfia; entre 8sba, se encuentra 21
hecho de que la inyeccidn de GABA en la substantia nigra dis-
minuye la utilizecidn de dopamina y que la aplicacidn ionto-
forética de GABA sobre las neuronas dopaminérgicas en nigra
inhibe su disparc { 80 ). Sin embargo, se ua =ncontrado gue
Le destruceidn de las Ffibras estrisdo-nigrales no afecta la
utilizacidn de dopamina en el estriado, ni el incremento de uti-
lizecidn después de la aplicacidn de haloperidsol, antagonistsa
al receptor dopamin€rgico (3% ).

Un modelos que ha s5ido de gran utilidad en estos es-
tudios es el realizado por Ungerstedt en 1971L. En ccte expe-
rimento se destruyeron.las. eflulas dopaminérgicas del cuerpo estriado,
unilateralmente, debido a lm inyeccibn esterectixica de la
neurotoxina selectivae a neuronas dopanindérgicas, 6~0H dopa-
nina (6-0HDA); posteriormente 5e inyectd apomorfina’ {agonicta
4 1a dopamina) ¥ =ze observd una eonducta de giro contralatoral

-~

al sitio de la lesidn, que se atribuyd o la Bipercensibiliszo-
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cidén de los receptores dopaminérgicos en el estriado (76,77).
La hipersensibilizacifn es .debida & un sumento en la canti-
dad de los.receptores, asi como a un incremento en su afi-
nidad por el substrato, que es causada por una disminucidn (29 )
en la cantidad de dopamina disponible. Esta es una importante
evidencia de la existencia de conductas motoras dependientes
de dopamina en el estriado, ya que el giro contralateral nos
habla de una mayer actividad del lado supersensibilizado.

Asi, gracias a estudios anatdmicos de las conexiones
del cuerpo estriado, se ha proporcionado evidencia de que esta estruc~
tura esti& localizada en una posicibn elave como una unidad in-
tegradoras en el sistema de los ganglios basales. E1l cuerpo estriado
podria entonces ser capaz de influenciar y modular funciones
de 1la corteza, el cerebelo y el tédlama. Como ya se ha dis-
cutido, rgcibe ung innervacidn masiva de la corteza, ¥ tan~
bién se sabe que el cerebelo y-el cuerpo estriado tienen importan-.
tes proyecciones al t&lame { 9 ), el cual, puede influenciar
la elaboracién cortical de 1lsa setividad motora. La evidencia
también indica que GABA ez de gran importanciz en la expre-—
sidn conductual relacionada con la estimulacidn de los recep-
tores dopamin@rgicos.

Los experimentos condunctunles selectivos han sido una
importante herramienta pars 1a elaboracidn de esta teoria ¥
por lo tanto examinaremos la evidencia experimental gque han
aportado.

La aplicacidn bilateral intranigral de blogqueadores
GABAérgicos, como picrotoxing ¥y bicuculina, producen un estado
catatfnico que no se puede revertir por la aplicacidn de ago-
nistas a la dopamins (23 ). Se ha comprobado gque la inyeccién
unilateral de bloqueadores a GABA, en la substantia nigra,
antagoniza la conducta de giro producida por spomorfina cuan-
do ests inyeccidn ha sido ipsilateral & una lesidn previa con

6-OHDA ( 23).



8e ssbe gue la inyeceidn bilateral de agonistas GABA-
érgicos en la substarntia nigra produce conducta estereotipa-
da y la unilateral produce giro contralateral(f4,3). Todos es-
tos efectos son producidos independientemente de la dopamina,
apoyando la hipdtesis de que>en esta cadena el GABA es un pa-
so més a2lld de los receptores dopamindrgicos. Se ve, por 1o
tantoc, que la Tuneidn de los feaeétores dopaminérgicos en el cuerpo
estriado podria ser la de sctivar ls via descendente estriado-
nigral. Pars apoyar esta hipdétesis se ha comprobads que la
apomorfina sumenta la utilizacidn de GABA en la subshbantia
nigra ¥y que los antagonistas dopamindrgicos la disminuyen {63).

La inhibieidn de las neuronas de la substantia nigra
a través de GABA puede transferir las funciones dopaminérgicas
estriatales a los sistemas de salida que desde alli proyectan,
al nficleo ventromedial y al niiclec parafascicular del t&lamo.

Gtra importante ¥via de salida de. los ganglios basa-
les es 1lg que Se origina en el nficleo entopeduncular (EP);
al mismo tiempo, la via estriado entopeduncular ze encusntirs
muy relscionada anatémicamente con la via estrisdo nigral ¥
por £l hecho de que ambas contienen GABA. Asf, en EP, la
inyececidfn de muscimol, agonista GABAérgico, induce una con-
ducte casi igual a la producida por la inyececién sistémica
de agonistas a la dopamina ( 63 ). La inyeccidn de este ago-
nista en el nficleo subtalfimico tuvo efectos similares a los
deseritos, lo cuel sugiere gque los agonistas dopeminérgicos
actfian bajo el mismo mecanismo que la inyeceidn local de
mascimol. Se podria sugerir entonces que en este caso también
se activan los sistemas descendentes de salida del cuerpo estriado
que son mediados por GABA, como el estri;do-peduncular, el
estriado-palidal y el palido subtaléimico.

El papel.del nficlec =ubtaldmico {STN) puede tener
una gran importancia en la integracifn del sistema. Este
niicleo dirige sus fibras =ferentes hacis las selidac del cuerpo ectriads,

¥v.b., globo pAlido, nficlec entopeduncular y substantia nigralf5).
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También se han llevado a cabo experimentos farmaco-
16gicos en el globo padlide (GP) que han mostrade su relacidn
con la conducta motora. La inyeccién de muscimol en gste
niicleo produce catalepsia gque dure hasta dos horas, pero gque
es revertible por la aplicacidn de antagonistes a GABA, como
la picrotoxina. Este efecto es bifésico y dependiente de la
dosis, y& gque a dosis mayores de 50 mg de muscimol, &n ls par-
te ventral del globo pAlido,produce una catalepsia corta (5-~10 min)
que es seguida por un periodo en el gue la rata muesirs una
alternancia de estados catalépticos y de excitabilidad (63 ).
La inyeccidn unilateral de muscimol también tiene efectos
bifésicos ya que se altmrnan la asimetria postural ipsilate-
ral con la contralateral ( 6k ). La aplicscidén de muscimol en
el cuerpo estriado,en la regién cercana al globo pé&lido, también
tiene un efecto cataleptogénico (6h ).

8i bien. 1la dopamina es el neurotracsmisor responsable
del inicio de una posible cadens de estrueturas, es importante
saber cémo eJerce su efecto en el cuerpo estriado. Se ha considerado
gque las proyecciones nigro-estriatales hacen s}napsis con in-
terneuronas colinérgicas del cuerpo estriado y que &stas son un re-
levo hacia las neuronas de salida; esta hipbtesis se apoya en
bases histolidgicas { 80 ). EL heeho de aue las drogas anticoli-
nérgicas reduzcan el efecto de los neurolépticos en la utili-
zacidin de dopaminas y que la utilizacidn de acetil-colina sea
sonsible a los cefectos de estss drogas, parece indicar uns
relacidn entre las proyeceiones dopaminérgicas y las inter-
neuronas colinérgicas (20,34).

Por otra parte también se maneja la hipStesis de gue
este relevo sea llevado & cabo por interneuronas GABAérgicas,
también bien careacterizadas dentro del cuerpo estriado {33). La evi-
dencia gque apoye esta idea es también muy amplia; sin embargo,
ambas posiciones no son, necesariasmente, excluyentes y tal
vez sus funciones sean complementaries.

La fTalta de actividad de los receptorer a dopamine an
el cuerps estriado, ya sea por lua aplieacifn de 6-0HDA o por el corte
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de las fibras nigro-estriatales, produce un sumento en la ac-
tividad de GAD en el cuerpo estriado luego dg un periodo de 8
semanas. BEn ratas con la misma lesidn, si se agrega gama-vinil-
GABA (CVYG), un inhibidor de la GABA-T, se nota una gran ascumula-—
cién de GABA en el cuerpo estriado (33). Ambos experimentos prue-
ban que la falta de transmisidn dopaminérgica en el cuerpo es-
triado induce un aumento de GABA en el mismo. De aguf =ze puede
concluir que la inervacién GABA&rgica en el cuerpo estriadc ejer-
ce una accidn inhibidors en las interneuronas estriatales que
contienen GABA ¥ que, por lo tanto, la interferencia con la trans-
misidn dopaminérgica implics una mayor sintesis y utilizaeidn de
GABA en el cuerpo estriado.

También se ha observado (33) gque un aumento de GABA en
el cuerpo estriado implica un descenso en la utilizacidn de GABA,
en la substantia nigra, debido a una inyeccién localizada de GVG.
Siempre que se inyectd GVG en el caudado-putamen disminuyd la
utilizacidn de GABA en la substantia nigra. Ademéis, al poner
bloquesdores a2 GABA en el cuerpo estriado, 1la ascumulacidn de
este transmisor en la substantia nigra aumentd (33).

Esto puede sugerir que la transmisitn GABAérgica en el cuerpo
estriado ejerce un control inhibidor en las proyecciones GARA-
érgicas estriado-nigrales. Ze ha sbservads gque si se bleaguean
los receptores dopaminérgicos con haloperidol hay un aumento
en la unidn de (3H)GABA en la substantia nigra, pero no en el
cuerpo estriado (32).

Otros investigadores (21) han reporiade gue tratamientos
con haloperidol y clebopride inducen hipersensibilidad a loag
efectos de muscimol intranigral unilateral, lo que confirman
las evidencias bioquimicas. Ademds, los estudios de unidn de
GABA en la substantia nigra relacionados con la destruceidn
de neuronns depaminérgicas muestran que, decpués de la des-
truceidn de estas cdélulas, quedan pregentes aproximadomente
el 70% de los receptores (33); y esto indieca que tan célo el
30% de estos receptores se cncuentran reloeimnadas con la

dopamina. La mayorfa de la informacidn HGABAClrpica  que



llega a la substantia nigra hace sinapsis con cé&lulas que
mandan sus fibras eferentes hacla otras estructuras y sdls
uns parte regresa 2l cuerpo esiriado parae modular su acti-
vidad. Esto favorece la hipdtesis de 1a substantia nigra
como salida comfin de la informacidn procesada en el cuerpo

estriado.
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II. TRABAJO EXPERIMENTAL

ANTECEDBENTES.

Se ha creado un importante cuerpo de evidencias que
indice gque las conducias motoras dependientes de dopamina en
el cuerpo estriado son mediadas, en buena parte, por el fAcido
gama amino butfrico (GABA).

Es posible relacionar la actividad bioguimica en los
ganglios basales con alteraciones motoras en humanas ( 62, 38).
También se ha trabajado intensamente en modelos conductuales
gue se relacionan con el sistemz nigro-estriatel {66 ) (Ver
Seccidn: Funecién del GABA en los Ganglios Basales).

Se conpcen trabejos en que se describen las vias ner-
vicsas en relacidn esn un neurotransmisor. El transmisor en
la via nigro-estrisatal ha sido identificado como dopeamina (27 ).
Existe evidencia de gue el GABA se encuentra en neuronas in-
traestriatales y en la via eferente estriado-nigral (50, 63}.
Se hs comprobade tanio bioquimieca como electrofisioldgica ¥
anatémicamente que las vias de salida del estriasdo al globs
pélido y niicleo entopeduncular son GABAérgicas{lil,63). Por
filtime, se han deserito ?ambién“vias gue van desde la subs-—
tantia nigra al nficlec ventromediml del taAlemo ¥y al nficleo
parsfaseicular, asf{ como del globo péalide hacia el niicleo
ventromedial, ¥y todas se han caracterizado como GABASrgicas {70,
22,13} {Ver Seccibn: Ansiomia).

Los diferentes experimentos econductusles sugieren la
existencia de una cadena de comunicacién en iss ganglios ba-~
sales que tiene como salida comfin 1lsa substantis nigre (Figl },
donde GABA e5 el mediador de lac eonductas dependientes de

dopeamina { €6 ).



El objetivo de este trabajo es aportar un paridmetro
biogquimico que ayude a visualizar esta cadena como mediada
por GABA. BEs deeir, si en verdad es una cadena en cascada
mediada por este neurotransmisor, al interferir. en alguno de
sus eslabones, éste afectard a los siguientes. Para probar
ests hipdtesis, se pretende slterar la cantidad de GABA ¥
de GAD, la enzimsa limitante en la sintesis de este neuro-
transmisor, que seri el parametro {Ver Seecidn: Metabolismo
¥y Enzimas Clave). Con el fin de producizr una alteraeidn en
la transmisidn GABAérgica se destruirén las fibras aferentes dnpa-
minérgicas al estriado mediante la inyeeceidn de-una toxina
especifica, 6-hidroxidopamina {(6~0HDA)}, en el haz del cere-
bro medic anterior, es decir, en la via por la que pasan los
axones de las células dopaminérgicss que van de la subztantia
Con =2s5%0 se

-

nigra al cuerpo estriado {77) (Ver Seccidn: Mé%2izs).
impediré 1ls llegada de la informacidn dopaminérgica gue po-

dria disparar el sistema y s5e provocars la alteraecisn de la

cadena, lo cual se reflejard en la cctividad de GAL, activi-
dad que se medir& en el cuerpo estriads, el globo palido, el
nficleo entopeduncular, la substantia nigra y las niicleos ven-

tromedial y parafascicular del t&4lamo.
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PROCEDIMIENTO.

El objetive de este trabajo es observar si se obtiene
una variacidn de la transmisifn GABAErgica en el cuerpo es-
triado y comprobar si tal variacidn tiene algiin efecto en una

serie de estructuras que se conectan unag con otras formando

una especie de cadena.

Para obtener estos cambios se propuso impedir la en-
trada de la informacidn proveniente de la substantia nigra
al cuerpo estriado que podria disparar el sistema de estruc-
turas., Con este propdsito sge destruyeron las c#lulas dopami~-
nérgicas de la substantia nigra mediante la aplicacidn de
una toxina especifica (6-hidroxidopamina, 6-CHDA) que destru
ye egtas neuronas. Como la toxina produce una lesidn mayor
cuapndo se tramsporta retrégradamente ( 77 ), fue conveniente
inyectarla en el haz del cerebro medio anterior (Fig. 2).

En esta seccidn se describe el trabajo experimental
realizado. Se discute el disefio experimental, la técnica de
la mieroinyeccidn de la toxina, la diseccidn del tejido, las
pruebas bioquimicas para cuantificar ls actividad de GAD y -
1a prueba conductual que nos asegura la destruccidn de las ~

células dopamin€rgicas.

METODOS.

Pera este experimento se formaron 3 grupos de ratas
Wistar macho, con pesos de 220-250 g. Los animales se mantu-
vieron en un ciclo de luz oscuridad sormal con agua y alimen

to ad libitum.

Grupo control. Se midid la actividad de GAD en el cuer
po estriadosglobo pdlido,nliclec entapeduncular,niicleos ventro
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medial y parafascicular del tdlamo y substanti'. nigra¥, para
tener asi una medida de la actividad de la enzima en situa~
cidn control.

Grupos experimentales. En los otros dos grupos, ex-
perimentales, los animales fueron inyectados con 6-0HDA en
el haz del cerebro medio anterior, previo & la cusnbtificacién
de la gctivided de la GAD en las mismas estructuras del grupo

eontrol.

DISECCION.

Se utilizaron 24 ratas que fueron sacrificadas por
dislocreidn cervical; los cerebros fueron extraidos rapida-
mente ¥ lavados en solucidn szalina fria. A continpuacidn, so~
bre hielo seco, se sacaron rebanadas de 1 mm., de espesor
y con un "saca-bocados" se disecaron las estructuras,. El
cuerpo estriado y el globo palido, por su gran tamafio ¥ £é-
cil acceso, fueron extraidos usando bisturi, tijeras ¥ pin-
zas pars iris curvas. Todas lap estructuras faeron secadssn
con papel filtro, pesadas y guardadas en nitrdgenc liguido
hasta la realizacidn de la prueba bioquimica. Desde el mo-
mento de la muerte de ls rata hasta que se extrae la filtima
estructure, 21 tiempo de diseccibn &3 de aproximadanente
8 minutos. De acuerdo a reportes antericren, no hay altera—

eién post-mortem de la enzima sino hastsa mucho tiempo despuéds{ 15,69,38),

DETERMINACION DE GAD.

El ensayo biocguimico consicte en una variascidn sobre
el método de Albers { 1 ). Para esta prueba se prepard un ho-
mogenado del tejido en una solueidn anoriigusdora de fecfatos
(PH ,=6.5), al cual se le agregd una dlecima parte del volfimen
origir~l del co~factor de la enzima, fosfato de piridoxal

)
(PLP,B8igma), 10 4M, una ecentésoima parte del borhidrako del

* Apreviaturas: Cuerno estriade {(OF)s; cubatantis nigre (SU}:
nficleo entopeduncular {EF); nflelen ventronelial (VIT]; nficleo

parafaseiceular (PF)} y globo wilideo ('),
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bromuro de 2-amino etil isotiouronio (AET,Sigma) 10-2 My,

por filtimo, una cent@sima parte del volumen original de

Triton X-100 (Sigma) al 5.5%.

En un tubo de vidrio de 3.0 mm de difmetro interno
y 2.5 cm de altura se puso en contacto una alicuota, 85 nl
del homogenado, con 15 pl del &cido glut@mico con una con-
centracidn f£inal de 25 mM y actividad especifica de 82 720
dpm/mM (1—1&0) (New England Nuclear 100 pCi). E1 tubo gque
contenia el &cido y el homogenado se conectd herméticamente
a otro de iguales caracteristicas mediante un tubc de latex.
En el segundo tubo se colocd hyamina, 30 pl (Amersham/
Searle), que actiia como atrapador del €0, gue se desprendid
debido a la descarboxilacidn del &cido glutdmico. Se permi-
tid que la reaccidn continuara durante 40 minutos a 37°C y
se detuvo provocando un descenso del pH por la inyeccidn de
fcido sulfiirico concentrado (50-70 ul). Para facilitar la -
difusitn del bidxido de carbono se colocd el dispositivo -

durante 1 hr. en un horno a 40°C.

Después del periodo de difusidn, los tubos con hyami
na fueron introducidos al liquido de centelleo, 10 ml por -
muestra. Este liquido se prepard disolviendo 4 g de 2,5 dife
nil oxazol (PPO,8igma) y 50 mg de p-bis-(2~(5 fenil oxazoil)
benceno (POPOP,Sigma) en un litre de %olueno (Merck). Los
viales fueron almacensdos en la oscuridad y se contaron al -~
dia siguiente para evitar el fenSmeno de quimioluminiscencia.
La medicién de radiactividad se 1llevd a cabo en un espectrdme

tro Packard Tri-Carb 300.

DETERMINACIAGN DE PROTEINAS.

Ta que expresar los resultados con base al peso del
tejido hilmedo puede causar gran variacidén en los datos y posi
bles fuentes de error debido 2 cambios en el peso por acumula
cidn de agua, se decidid expresar la actividad de la enzima
en nmolas/h/mg de proteina. Asi, el siguiente paso fue la de-
terminacifn de protefnas de la muestra. Para tal fin se empled

la téenica de Lowry (47).
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La aplicacidn de esta t8enica requiere la preparacién
de varios reactivos que a continuacién se deseribirin:

Reactivo A: Se obtuvoe preparando una solucidn de car-
bonato de sodio {Baker) al 2%, en sosa 0.1 ¥.

Reactivo B: 8e prepard mezelando una solucidn de sul-
fato de cobre (Baker) al 1% con uma cantidad igual de tartrato
de potasioc y sodioc al 2% (Mallinckroft).

Regetivo C: Se prepard mezelando 50 partes del reseti-
vo A con una parte del B. Este reactivo ze prepara el mismo
dia de la determinaeién. En la prueba se empled un volumen 10
veces mayor gue el de la muestra.

Reactivo D: Se prepard mezclando el reactivo de Folin-
Gicoaulteau (Sigma) con una cantidad igual de agua. Durante la
determinacidn se utilizd la mitad del volumen de la muestra.

Bl procedimients consistidé en diluir las nmuestras, a
las gue se les afiadid el volimen ys mencionado del reactivo C,
luego de lo cual se les deld reposar 10 minutos. & continua=-
cidn se agregd el reactivo D y se dejd reposar oitres 30 ninu-
tos, después de lo cual se llevd a cabo la lectura ecpeciro-
fométrica.

Para hacer la curva patrdn se prepard el siguiente
estandar de proteinas: 25 mg de albimina (Sigma,Fraction V)
en 100 ml, io gque 4i6 una concentracidn de 25 g/ /0.1 ml. La
curva patrdn se hizo preparands una cerie de tuboo, con las

gsiguientes composiciones:

Tabo Albdnmina H20 Tejido
(m1) {(m1) dilunide
l bl .‘!‘;‘ -
2 « L «3 -

4 ./ - -
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Después de wvarios grupos piloto, se llegd a la con-
clusidén de que el cuerpo estriado debfia dilufirse 100 veces;
el globo p&lido y la substantia nigra 25; el nficleo para-
fascicular 20 veces y el entopeduncular y el V.M.7. 8-10
veces. ‘

Las lecturas espectrdfotométricas se hicieron a una
longitud de onda de 500 nm en un aparato Beckmen-B., De las
interpolaciones de las curvas estandar se obtuve la eoncen-

tracidén de las proteinas solubles (Fig. 3 ).

TECNICA PARA LA INYECCION ESTEREOTAXICA.

En ests seccidn se describirié la técanica empleada
para realizar la microinyecciédn estereotfxica de la 6-0HDA
en el haz del cerehre medio anteriocr en los grupos experi-
mentales.

El primer paso fue establecer las coordenadas este-
reotéixicas, es decir, loealizar en funcidn de un punto de
referencia fijo, la posicién tridimensional de la estructurs
de ipterés. Tomando como punto de referencia la subura
Bregme, las coordenadas gque obtuvimos fueron: Anteroposte~
rior, -1.7; lateral, -1.5; y verticecal, -8.T7 (todas en mm).
El lugar de la lesidn se comprobd contra el Atlas de Konig
¥y Klippel (¥ig.p }.

Los animales fueron ‘anestesiados con Eguitesin
{(3.35 ml/Kg de peso), edministrade intraperitonesalmente.

El anestésico se prepard preparando y mezclando las siguien-
tes substancias: 4320 mg de hidrato de cloral em 1.5 ml de
agus, 212 mg de culfato de magnesio en 1.5 ml de agua,

3.90 ml de propilenglicol, 1 ml de etanol y 1.6 ml de
nembutal. El volfimen final se llevé s 10 m1.( 2% ).

Una vez anestesiados los animales se colocaron en
un aparato estereotdxico David Kopf (Fig. % ). Se realizd



una incisién y se expuso el crédneo, usobre el cual se hizo un
pequefio trépano (aproximadamente de 2mm de didmetro) por el
que se initrodujo la aguja de la microjeringa (Hamilton 5 1),
Se llevd la Jjeringa a la posiecidn adecuada y se
inyectaron b pul. de una solucidn que contenfa 2 g de deido
ascbrbico (antioxidante)/l pul de solueién salina estéril y
8 pg de 6~0HDA (Sigma) (31). Se inyectd 1.yl cada 30 segun-
dos ¥y luego se dejd la Jeringa en la misma posicidn otros 30
segundos para permitir la difusidn de la toxina, lapso des-
pués del cual fue retirads lentamente. La herida fue suturada
¥y se aplicaron 80 000 unidades de Penicilina G (Wyeth-Vales)

parsa prevenir infecciones.

OBRSERVAGION CONDUCTUAL.

Se dej6 gue las ratas ge recuperaran de la ci-
rugia durante una semana antes de hacer la prueba conductuzl.
Pars esta prueba, se inyectd intraperitonealmente apomorfina
{Apoteksbolaget), 25 mg/keg (29), ¥ se observd la conducta de
giro durante los 30 minutos posteriores a la inysecidn {Ver
seceidn: Funcidn del GABA en los Ganglios Basales). Be tond
el eriterio de gue mas de 100 yueltas hacia el lado contra-
lateral al sitio de la inyeccidn, en media hora, implican la
destruccidn de, al menos, el 80% de las célunlas dopaminérgi-
¢as de 1a substantia nigra {(52). De egig manera, ios animales
gque formaron los grupos experimentales fuerocn aguellos que
giraron més de 100 veces en 30 minutos (Fig. 5). Después de
las pruebas, los animales del primer grupo experimental per-
manecicron en reposs durante 4 semanas y los del segundo B
semanas, antes de ser gsaerificades para la reslizaeidn de ia

prueba bioguimica.
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ANALISIS DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Pare discutir los resultados de un experimento debe te-
nerse la certezs de que la metodologfisz que se he escogido es la
adecuada pars cumplir con los objJjetivos originales del trabajo,
y de que la técnica se ha llevaedo & cabo correctamente,

Se ha mostrado gque hay una buena correlacidn entre la
sctividad de la GAD y 1la concentracidn del GABA {26 ), por 1o
que le medida de la actividad de la enzima es un buen indiea-
dor de la presencia de GABA. Por otra parte, se ha reportado que
la actividad de la GAD puede ser afectada-tranSinépticamente ¥
que este cambhio puede relacionarse con una variacidn en los ni-
veles del GABA ( 33). Por lo tanto, la medids de la actividad de
le GAD muestrs ser un métode adecuado para deiectar cambios en
la trensmisidn GABAErgica.

Ez posible relacionar la conductas de giro con la des-
truceidn de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigrs
(52 ). ¥Ya que cada grupo experimental tiene tejido proveniente
de varios animales, le prueba conductusl asegura que el tejido
empleado proviene de ratas gque han sido lesionadas correctamen-—
te ¥y en las cuales se ha elimiinado le inervacidn dopamin€rgiecs
de la substantia nigra al cuerpo estriado del mismo iado en més
de un 80%.

ge han publicads varios estudios sobre laz activided de
la GAD en diverssas estructuras cerebrales de diferentss espe-
cies animales. En particular se conocen estudios exha ustivos
sobre la actividad de la GAD en la rate. BEstos estudios fueron
econsuliados para comparar los resulbados del grupo control. AL
ver el trabajo de Chalmers et al., 1970, se ha podido comfrobar
la gran similitud entre lea resultados. El trabajo de Tappaz et
al., 1976, da resultados que difieren de los del grupo control
de este experimento en cuante & valores absolutos, sin embargo,
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las tendencias en cuanto s la actividad se conservan, es decir,
se mantiene la proporecidn ¥y el orden entre las estructuras ce-
rebrales analizadas en ambos trabajos, como por ejemplo en la
substantia nigra donde se reporta la mayor actividad. Es pogi-
ble responsabilizer las diferenciss en los valores absolutos a
las distintas técnicas de diseccidn gue, en el casc de estos in-
vestigadores, fue una microdiseccidn sobre rebanadss obtenidag
en cridstato, que proporciona una mejor separacién de las es-—
tructuras con respecto a cuslquier otra porcidén de tejido neu~
ronal.

Al comperar los resultedos de las estructuras de ambos
lados del cerebro em el grupo control, puede vVerse que son casi
idénticas. Egsto habla en apoyoe de gue le téenica es confimble y
gque los resultados obtenidos son un reflejo fiel de la activi-
dad de la GAD.

ElL caso del nficleo entopeduncular (EP) y del nficleoc ven-
tromedial del t&lamo deben discutirse por separado. Hay gue %Lonar
en cuenta gque en el grupo de 8 semanas de sobreviveneias el

aparato que se empled para cortar las rebanadas se desealibrd

y &stas no fueron uniformes. Este defecto se comprobd al pesar
ambas estructuras y ver que diferian entre ambos grupos experi-
mentales. En ninguna otra estructura estudiada, fuera de las
dos gue se acaban de mencionar, se detectd esta falta. Es por
tanto posible que en el segundo grupo experimentsl se haya to-
mado tejide que no correspondia a estas eustructuras, lo gque in-
dudablemente afects 1z validez de esos dos resultados.



Figurs 2: Sitio de la inyeccidn de la 6-hidroxidopamina.

(Tomado de Koning y Klippel, 1963).



FIGURA 3

Se presentan las curvas patrdn para la determinacibn
de proteinas, para el grupo control.

La primers gréfica se utilizd para cuantificar la
cantidad de proteina en globo palido, estriado y substantie
nigras; en la segunda para el entopeduncular, el niecleo ventrome—
dial y el nticleo parafascicular,

Los resultados de densidad Opiica del tejido se in-
terpclaron para obitener la concentracidn en;;g/.l ml, E1
volfimen siempre fue de 400 ml.

Para obtener la concentracifin de proteinses en ag/ml

se realiza la siguiente operacidn

Iy X diiucién
= mg/ml

koo
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Figura 4: Rata montada en un aparato estereotdxico (David Kopf),

durante la inyeccidn estereot@xica de la 6-hidroxidopamina.



Figura 5: Rata lesionada con 6-OHDA y girando contralateraimente

debido a la inyeccidn intraperitoneal de apomorfina.
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RESULTADOS

Aquellos animales lesionados con 6~0QHDA gue gira-
ron en promedio 223 veeces/30 min. fueron seleccionados para es-
te estudio. Después de esia prueba conduetual baje la adminis-
tracidn del agoniste dopaminérgico apomorfina, logs animales 50~
brevivieron por un pericdo de k u 8 semanas. Los resultados de
la actividad enzimitica se expresan en nM/hr/mg de proteina del

tejido.

COMFARACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL GRUPCQ CONTROL
CONTRA EL GRUPO CON UN PERIODO DE SOBREVIVENCIA DE 4 SEMANAS:

En la tabla No 3 se pueden observar los valores
obtenidos para cada grupo, tanto pars aguellcs que no recibie-
ron lesidn alguna {grupo control), como para Locs gque sobrevi-
vieron 4 u 8 semanas después de la pruebs conductuzl.

Como puede gbservarse en Ja gr&fica A4 s LOs va-
lores de la actividad enzimBtica para el lado ipsilateral a la
lesidn se redunjeron significativamente tanto para. el cuerpo es-
triado como para el nficleo entopeduncular. Hubo, en el mismo la-
do de la lesidén, un aumento significativo en la actividad del
GAD, tanto para el globo pdlido como pars la subsbantia nigra
reticulada. El1 lado contralateral a la lesién permanecid sin
cambio, tanto para el globo pilido como pars el niiclec enbtope-
dunculsr. Por el contraric, hubec un cambio significative para
el lado contrelateral en &1 cuerpo estrisdo y en la substantia
nigra. En el primer casc consistid en una disminucidn y en el
sggunde en un sumento paralelos sl cambio observado en el mismo
lado de la lesidn. Como se discute posteriormente, los canblos
que ce observan en los nfieleos talamicos fueron dificiles de
cuantificar y por lo tantoc no muy eonfisblec, sin cmbargo puede
chservarse un pegqueiio aumento no significative parsn el nficleo
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ventromedial en el mismo lado de la lesidn y una disminucidn
significativa en el lado contrario. En el nficleo parafascicu-~

lar se observe una disminucién significativa simétrica en am-

bos ladas.

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL GRUPO CONTROL CONTRA
EL GRUPO CON UN PERIOBO DE SOBREVIVENCIA DE 8 SEMANAS:

En la tabla No 3 se pueden observar los valores obte-
nidos pars cada grupo. Como puede observarse en la grafics

B , en el lado ipsilateral a 1ls lesidn hay uns disminucidn

significativa en la actividad de la GAD en el cuerpo estriado,
en el globo péAlido y en la substantia nigra reticulada, y se
observa un sumento en el niicleo entopeduncular de ese mismo
iado. Pare el lado contrario a l1la lesibn, al comparar los da-
tos contrz el grupoc control, la actividad disminuye tanto pa-
ra el cuerpo estriado, como para el globo palido ¥y la subs-
tantia nigra, El nficleo entopeduncular contralateral aumentsa
también su sctividad. En cuanto a log nificleos tal@micos, gue
se analizan con reservas (ver seceidn AndAlisis del Trabajo
Experimental), en ambos nficleos ventromediales del télamo se
observe un aumento pequefio en la asctivided y en ambos niicleos

parafasciculares se observs una disminuecidn.

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA UTILIZANDO EL LADO NO
LESTONADO COMO EL CONTROL:

Este tratamiento para los dabos se Justifica por el
hechc de que en el grupo con un perfodo de sobrevivencia de 8
semanas, aparentemente la actividad general de ls enzima es
baja en la mayoria de las estructuras, tanto para el lado
contralateral como pars el ipsilateral comparando los resul~

tados con el grupo control.
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GRUPO CON UN PERIODO DE SOBREVIVENCIA DE 4 SEMANAS:

En 1a tabla No % , estén expresados los resultados to-
mando el lado contralateral como el 100% de la actividad. En
este caso las diferencias mis marcadas entre ambos hemisferics
son para el nileleo ventromedial del t8lamo y la substantia ni-
gra, con un 100 y un 56% de aumento respeectivamente. Y para el

niicleo entopeduncular con un 79% de disminucién.

GRUPO CON UN PERIODO DE SOBREVIVENCIA DE 8 SEMANAS:

En la tabla No 4 estédn expressdes los resuliadeos toman—
do el lado contralateral como cl 100% de la actividad. En este
caso son tres las estructuras gque tienen un aumento porcentual,
entre hemisferios, muy similar. Para el cuerpo estriado es de
37%, para el globo pilido de 36% y para el ndcleo entopeduncu-
lar de 39%. La diferencia entre la substantia nigra en ambos
lados es de una disminu2ién en el lade lesionado de un 18%.



ACTIVIDAD DE LA GAD EN nM/hr/mg proteina

Estructuras Grupos
Control Sobrevivencia Sobreviveneia
Promedic del
Control 4 semanas 8 semansas

Cuerpe estriado

I- 230 130 ** 110 **

o 2ho 235 130 ** 8o **
Globo palido

I 310 530 ** 230 **

¢ 320 315 340 ** 170 **
N.Entopeduncular

I 110 30 ** 250 **

¢ 10 110 11k 180 **
Substantia nigra

I 470 680 ** 230 **

¢ 500 485 §50 ** ’ 280 **
H.Ventromedial

I 70 80 110

¢ 8o T5 Lo 110
N.Parafaceioular

I 170 150 1k0

C 180 175 1ho 130

Tabla o 3. Se expresan Jos valorec de actividad enziméiies
para cada grupo.

I= lado ipsilateral (derecho); C= lado contralateral (isquierdo)

al sitio lesionads ecn 6-0HDA. *=p> 0.05; ¥¥=p%» 0.601.



COMPARACLON PORCENTUAL ENTRE HEMISFERICS

ESTRUCTURAS GRUPOS
Sobrevivencia Sobrevivencia
i semanas 8 semaneas

Cuerpo estriado —_ + 37
Globo pilido + 56 + 36
N. Entopeduncular - 79 + 39
Substantia Nigrsa + 5 - 18
N. Ventromedial +100 —
N. Parafascicular - + 8

Tabla No 4. Para ecta comparacidn se utilizd el izdo no le-
sionado como el 100% de la sctividad enzimitica.+; el lado
ipsilateral o la lecifn tiene moyor setividad de GAD. -, el
lado contralateral a la lesifn tiene menor ametividad enzi-

matica.
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Grafica Ar Actividad del GAD para el grupo experimental com un
periodo de sobrevivencia de b semanas, comparado contra el pro~
medic de aetividad del grupo control (barras rayadas). I= acti-
vidad en el lado ipcilateral a lo lesidns O= aetividad en el

lado eontralizteral. Lag flechas indican la direceién ael cambio
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mis cipnificative {ver toxto).
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Grafica B: Actividad del GAD parc el grups experimental con un
periodo de sobrevivencia de 8 semanas, comparado contra el pro-
medio de actividad del grupo control (barras rayadas). I= scti-
vidad en el lado ipsilateral a la lesidn; €= actividad en el
lado sontralateral. Las flechas indiean la direceidn del cambio
mfs significative (ver texto).



CAPITUYLO III

DISCUSION



Il

DISCUSION

El resultado principal de este trabsjo confirma, en
cierta medida, la hipdtesis de trabajo: la zlteraeidn en la
transmisidn dopaminérgica en el cuerpo esiriado causa una al-
teracidn en la actividad enzimftica de ia GAD, en diferentes
estructuras ecncadcnadas a la salida del cuerpo estriado.

Como se discutif en la seceidn Funcidn del GABA en
los genglios basales, si los estudios anatdémicos y biocquinmi-
cos est@n en lo correcto, 8 1la salida del cuerpo esitriado
existe una via inhibidora, posiblemente tdnien, sobre el glo-
bo pédlido, el nfleleo entopeduncular, la substantia nigra v
aficleos btal&micos. Se desed averiguar con este estudio de
qué manera esiid encadenada esta via, escto es, si existen re-
levos sindpticos en alguna estruchurs. Debido a que aparente-
mente podria pensarse que los resultados de ambos grupos ex-

perimentales difieren se discutiran por separado.

COMPARACION DE T.A ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL GRUPO CONTROL CONTRA
EL GRUPO CON UN PERIODO DE SOBREVIVENCIA DE 4 SEMANAS:

Analizando los resultados del lsde ipsilateral, se
observa un cambio secuencial entre las estrucituraes angténmica-
mente encadenadas (Fig.l ), una disminucidn en la setividad
de GAD en el cuerpo estrimdo, ¥ como resultade un aumento en
la misma acbividad pnzimitica en el gleobo pAlido; esto se tra—
duce en una inhibicidn de la actividad en el niicieo entope-
duncular, lo gue posiblemente lleva & un sumentoc en la acti-
vidad del mismo lado en la substantia nigra (Grafica & ).
Se ha propuesto gque diferentes regiones de la substantia ni-
gra reticulads se proyecten al niicleo ventromedial y al nfi-
cleo parafascicular del télamo; esto guiza podria explicar
un cambio en la gubstantie nigra, y eomo resultade un sumen—
to pequefio de la actividad en el nficleo ventromedial mientras
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que produce una disminucidén en el nficleo parafascicular.

Se tienen bastantes referencias sobre cambios asimé-
tricos en ambos hemisferios. Asi, se sabe gque al aplicar ace-
tilcolina en un niicleo caudado, aumenta la liberacidn del GABA en
la parte anterior de la substantia nigra ipsilateral y dismi-
nuye en la contralateral anterior, lo gue indica gque la faei-
litacidn colinérgica en un cuerpo estriado influye en forma opuesta
en las neuronas estriado-nigrales del otro ( 6 ). También es
conocido que la estimulacidn eldectrica de un niiclec parafasei-
cular implica un decremento en la liberacidn de dopamina en
los dos cuerpos estriasdos o en las dos substantiae nigrae, o bien,
s6lo en el nficleo caudado y substantia nigra contralateral (16).
Esto podria explicar por qué en el caso del cuerpo estriado,
la substantia nigra y los nficleos talamicos, se observan cam-
bios en la actividad enzimética con respecto al grupo control
v al lado ipsilateral a la lesién (grafica A ). Afin no estd
claro cdmo se llevan z cabo estos cambios interhemisféricos,
va que a diferentes tratamientos la direccién del cambio es
diferente y ademfis porque a la fecha no existen descritas
conexiones directas entre ambos grupos de niicieos ( 17 ).

Estudios anatdmicos sugieren una via, de conexidn en-
tre el globo palide y el nficleoc entopeduncular ademéas de
1 via deserita eutre el cuerpo estriado y el nfieleo ento-
peduncular, Huestros resultados parecen indicar que es la
via del globo pdalido al niicleo entopeduncular la que mayor

relevancia tiene para estos cambios secuenciales observados.

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD FNZIMATICA DEI GRUPO CONTROL CONIRA
EL GRUPO CCN UN PERIODO DE SUBREVIVENCIA DE 8 SEMANAS:

81 tomamos en cuenta las conexiones anatdmicas, po-
dria decirse entonces que el primer cambio de este grupo con
respecto al grupo de 4 semanas de sobrevivencia ocurre & ni-
vel del globw palido. En este caso ce observe una disminn-

eifn signirvieativa en le aetivided enzimfitica, la cusl po-
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dria ser debida & que después de 8 semanas de haber produci-~
do una lesién en la via dopaminérgica que inerva al cuerpo
estriado, se produjera una degeneracidn transinidptica en el (9)
globo p&lido, dando como consecuencisz una disminucidn en la
actividad de lo enzima también en ess regidn. De scr asi,
coincide entonces con los resuliados del grupo anterior (L
semanas) en cuanto a gue si las conexionss ce mantlenen, se
esperaria que ante una disminueidn en la acitividad de GAD en
el globo pé&lido, se viera un aumento en la actividad enzimi-
tica del nficleo entopeduncular del mismo lado ¥y una consi-
guiente disminucién en la actividad de la enzima en la subs-
tantia nigra (Grafica B ). Como se discutid en la seecidn
Anglisis del Trabajo Experimental, este grupo en particular
se vidé afectado en la diseceidn de los nficlecs a nivel talé-
mico, por lo que los resultados no serén discutidos. En
cuanto a2 los cambilios en el lado contralateral, aungue menos
aparentes en este caso, parecen seguir un patrén acimdtrico
como el gue desctiben Glowinsky y sus eolaporadores (16 ).
Estudios que consisten en tratamientos prolongados
con blogueadores de los receptores dopaminérgicos han repor-
tado cambios en la actividad de 1la enzima limitante en 1la
sintesis de la dopamina, la tirosina hidroxilasa [ k), Ea-
tos estudios muestran un efecto bifasico en ia asctividad de
la enzima gue tiene primero un incremento de netividad y
luego desciende por debajo del control. Bsio llevd a pensar
gue si éste fuera el caso para nuestros resulbtados, la com-
paracidn exclusiva contra el gruvo control lLlevarfia auizd o
conclusiones errdneas. Por eso se analizaron ios datos ex-
presados en la tebla No b . Sin embargo hay gque notar que
en nuestro casc los cambios en la actividad enzimdtica no
son constantes para todas las estructuras, ni psra ambos
grupos experimentales. Por elemplo, en el caso de & cemanas
de sobrevivenecia, donde la enzima parece tener uns menor ne-
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tividad en general, itiene en reaslidad mayor sactividad en el
nfizcleo entopeduncular, gue concuerda més con la idea de que
resulta de una alteracidn producida a nivel del globo péli-
do. Sin embargo nc hay gque dejar de subrayar la posibilidad
de que los resuliedos sean sdlo el reflejo de un cambio ge=-
nerzlizado en ig actividad de la enzinma.

En general podris concluirse que el cuerps esiriado,
el globo palido, el niicleo entopeduncular y la substantia ni-
gra estén encaedenados en una vie inhibidora, cuyo neurotrans-
misor es el GABA. Asf, cuando una actividad inhibidora se
elimina, el nficleo gune la recibe, al desinhibirse de tal ac-
cifdn crdnica, aumenta su actividad, lo que se traduce en uns
inkibicidn a le siguiente esiructura en la cedena, y esta
mayor inhibieidn se traduce, un eslebdn més alléd, en um au-
mento de actividad (Fig.g ) {(39)

Estas conclusiones estAn apoyadas por los resuliados
obtenidos por medio de la cuantificacidn de la actividad de
glucosa marcadsa. En estos estudios se ha observads gue can—
bios en la actividad en el cuerpo estriado se traducen en
cambios a lo largo de la cadena. As{ al inyectar dcpauming
trietalmente, se observe un aumento en la utilizaeidn
de glucosa en el entopeduncular, la substantia nigra ¥ habenula
igzteral ( 8 ). Estudios recientes de utilizacidn de gluco-
&, posteriores a la lesién de las células dopaminérgican de
le substantia nigre con 6-hidroxidopamina, muestran un au-
mento de utilizaeidn de glucoses en el globo pélido ipsilp-
teral a la lezidn (79 }. Los aubtores atribuyen este efecto
a ina disminucién de la neurctransmisidn dopaminérgica en
el cuerpo estriazdo. Sin embargo, no se deteetaron cambios ni en el
estriado ni ea el nlicleo entopeduncular, 1o gue sugiere gue
lzs proyeceiocnes estristales al globo p&lido ne se snecuen-
tran regulsadas de lo misme manera que lag que van al nileleo
entopeduncular ¥ & 1la substantis nigra. Parece valido esta~
blocer una comparacidn entre los resulisdos de aumento de
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actividad de la GAD en el globo pAlide y el iuncremento en la
utilizacidén de glucosa, ya gque esta filtima t&cnica no puede

discernir si el aumento sucede en las terminzles nervicsas o
en las somas celulares. Emn este caso los cambios en la subs—
tantia nigra no son tan importantes ecomo en el nuestro, gquizi
porgue su método mide actividad de todo tipo de terminales y

somas, ¥ nuestra técnica se limita a 1z actividad del GAD.

Eg asi que creemos valido exkraer, come conecluziones
de este trabsjo, dos sugerencias sobre 1la organizaeidn de las
conexiones nerviosas en los ganglios basales que son:d

1) Insistir en que =zl relevo sinfptico que tiene 1lu-
gar en el niicleo entopeduncular, de la via proveniente del
globo p&lido, tiene mAs importaneia gue l1la gue sale directa-
mente del cuerpo estriado y 2) La posibilidzd de que el mecanismo
via eferente estrizdo-nigral, sea diferente al

regulador de la
mecanismo modulador de ls via eferente estriado-palidal.
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Figura 6: Cadena de estructuras propuesta segin los resultados
obtenidos. Ila via punteada es la via dopaminérgica nigroestria-
tal, que fue lesionada 4 u 8 semanas antes de la determinacidn
de la actividad del GAD. @& es la neurnna que se propone sufre

degeneracidn transinfptica al cabo de 8 semanas (ver texto).
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