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I. RESUMEN DE TESIS

La sustancia negra es un ndcleo mesencefdlico, que participa en
la coordinacidn somato~motora. Se relaciona sindptica ¥y
funcionalmente con los ganglios basales de los cuales recibe su
mayor aferencia sinaptica (Dray 1980). Esta formaﬁa por dos
regiones: la pars compacta y la pars reticulata. La primera esta
compuesta de neuronas. dopaminérgicas que proyectan al nucleo
estriado, ¥y la segunda de neuronas GABAérgicas que proyectan a.
los nticleos premotores (Carpenter, 1984). Las dendritas de las
neuronas dopaminérgicas proyectan a la pars reticulata y ahi
liberan dopamina { Geffen et al 1884 ), formando una proyeccidn

que uga dendritas en lugar de axones (Hattori et al 1979).

En la pars reticulata, las dendritas dopaminérgicas hacen
sindpsis con las aferentes GABAérgicas estriatales ( Wassef y
cols. 1981 )}, lo cuil sugiere una estrecha interaccién
presinaptica entre los dos neurotrasmisores. La nabdraleza de
esta interaccidén no ha side adecuadamente dilucidado, pues se
desconoce la accién de la dopamina liberada en las dendritas
sobre la liberaciéon de GABA (Chesselett 1984 ). En esta tesis

presentamos datos gue sugieren fuertemente que la dopamina modula

de manera estimulatoria la liberacidn de GABA.



Asociados a las terminales GABAérgicds nigrales, se ha
demostrado por estudios autoradiogréaficos (Barone et al. 13987)
una alta densidad de receptores dopaminérgicos del tipgk D-1 de
localizaciodn _presinépciéa. Esta particularidad hace.\que la
sustahcia negra sea un modelo idgal para el estudio de 1la
fisiologia de los receptores D-1 presinapticos y de la liberacién
de neurotransmisores. Ademds sugiere gque estos receptores
controlan la actividad metabdlica de la terminal, aspecto hasta
ahora no estudiado. En este trabajo exploramos el control de
estos receptores sobre una de las actividades metabdlicas mas
importantes de la terminal, la sintesis de neurotransmisores en
este caso del Jacido gamma amino-n-butirico. Mostramos como la

sintesis de GABA estd modulada tdnicamente por la actividad de

estos receptores.

La l-dopa es un agente antiparkinson.ano de uso comin que
incrementa la concentracion de GABA en el liquido-cefaloraquideo
de los pacientes con enfermedad de Parkinson, asi también
produce un incremento de la actividad de la enzima sintetizante
del GABA: la GAD (descarboxilasa del dcido glutdmico) (Abbot
1982). Acciones similares a las de la L- dopa. se han mostrado
para agonistas de receptores del subtipo D-1 ( Trugman y Wooten,
1886 ). En este traBaJo presentamos datos en los que se sSugiere
la posib&lidad de que la l-dopa active los receptores D-1 como
agonista farmacoldgico, reforzando de esta forma la liberacién

de GABA e incrementando la actividad de la GAD. Con estos



.resultados estamos contribuyendo al éntendimiento de los
mecanismos de accién de esta droga utilizada en la Enfermedad de

Parkinson.



II. INTRODUCCIOR
A. -JUSTIFICACION

El Mal de Parkinson constituye una enfermedad del sistema
nervioso central, originada por la degeneracién y muerte de las
neurcnas dopaminérgicas de la pars compacta de la sustancia
negra. Aungue la causa es en esencia desconocida sabemos que 1a
muerte neuronal conlleva a alteraciones motoras caracterizadas
por scinesia y temblor. Actualmente las conductas terapelticas
de "l1a enfermedad se basan en el tratamiento quirargico o
farmacolégico. El primero consiste en el transplante autélogo de
células de médula suprarenal y ain existe controversia en cuanto
a su eficacia. El segundo consiste en el uso de fArmacos como la
1-dopa para suplir la déficiencia de dopamina en las regiones
afectadas. No obstante a la fecha no existe un éxito total en el
tratamiento de la enfermedad. Es por esto que es importante.
continuar con el desarrollo. de conocimientos sobre la
"fisiopatologia de la enfermedad. el modo de accién de la

farmacos y los mecanismos extrapiramidales del control motor.

En este sentido el presente trabajo pretende contribuir §1
desarrollo del conocimiento de estos aspectos, a aclarar el papel
de la dopamina en la sustancia negra y el posible modo de accidn

de la l-dopa, actual firmaco antiparkinsoniano.



B. LOS GANGLIOS BASALES Y LA SUSTANCIA NEGRA.

Los Ganglios Basales son grandes masas de sustancia_ gris
subcortical, clésicamente conslderados como derivados
embriolégicos del telencéfalo. Dos grandes divisiones de los
Ganglios Basales han sido reconocidas vy se les ha'asociado con
funciones disgintas. La primera la constituye el Cuerpo Estriado,
que comprende al Nacleo Caudado. al Putamen y al Globo Palido los
que se les relaciona con aspectos integrativos de la funcién
sSomato-motora. La segunda regidn es el Complejo Nuclear
Amigdalino que con respecto a la primera es filogenétlcamente
m&s antigua. Este Gltimo recibe entradas olfatorias, y proyecta
a varias partes del Hipotdlamo por lo que se le considera como
parte del Sistema Limbico vy se le relaciona con funciones
viscerales, endécrinas y conductuales ( Carpenter 1984 ). La
sustancia negra, por la definicidn antes dada. no se considera
formalmente dentro de los Ganglios Basales, sin embargo'aebido a
la amplia relacién sinaptica y funcional que guardan entre si se

considera para su estudio dentro de ellos.



C. MORFOFISIOLOGIA DE LA SUSTANCIA NEGRA.

La Suétancia Negra es el nucleo mis grande del Mesencéfalo y se
localiza biléteralmente en la parte dorsal de los pedinculos
cerebrales. Debe su nombre a la gran cantidad de melanina
contenida en sus células y se distinguen en ella tres partes: la

pars compacta, la pars reticulata y la pars lateralis.

La pars compacta es una reglén.rica en células que contienen
melanina ¥y que se localia$ dorsalmente a la pars reticulata gque
es una regidén con menor densidad de células las que a su vez

contienen sales de hierro ( al igual gque el Nicleo 'Rojo ) ¥ gque
forman la mayor parte del nGcleo ( Lopéz-Antunez 1979, Dray
1980). En la pars compacta predominan las  neuronas
.dopaminérgxcas. en tanto que en la reticulata, las GABAérgicas.

La pars lateralis es una regidn poco desarrollada formada tanto:

por cé&lulas de la pars compacta como de la reticulata.
1. Citoargquitectura,

La sustancia negra presenta tres capas neuronales, a) una capa
superior limitada exclusivamente a la pars compacta, en donde
las dendritas de las neuronas dopaminérgicas corren lateralmente
dirigiéndose al irea ventral del tegménto adyacente. b) una capa

intermedia donde las dendritas de las neuronas de la pars



compacta corren dorso ventralmente entremezclidndose con las
dendritas de las neuronas de la pars reticulata y c¢) una capa
profunda o peripeduncular, donde las dendritas de las neuronas de
la_ pars reticulata corren paraleias al pedinculo c¢cerebral

(Jurazka et al., 1977 ).

También se distinguen tres tipos dé neuronas en la Sustancia
Negra: neuronas drandes con didmetro entre 45 y 74 uM, neuronas
medianas con diametro de 19 a 25 uM y neufonas pequefias Qe
menos de 20 uM de didmetro y con éébol dendritico muy pequefo- y

axén corto ( Jurazka et al., 1877 ).

La pars compacta estid formada en su mayor parte de neurcnas de.
tamanio mediano en un 90 X ¥ peéueﬂas en un 10 ¥. Son neuronas
ovoideas, poligonales o fusiformes con 3 a 6 dendritas primarias
de una de las cuales emerge un axén fino (0.5 uM de didmetro ) y
que no emite colaterales en su trayecto ., estas neuronas forman
dos subcapas. La subcapa més dorsal esti constituida por neuronai
dopaminérgicas fusiformes con  &rboles dendr{ticos Que  se
extienden mediocoiateralmente, continudndose con el 4&rea ventral
tegmental adyacente y , Sus axones proyectan al Cuerpo Estriado
(Gerfen 1984, 1485, Jimenez Castellanos y Graybiel 1985. Tepper
.et al 1987 ). La subcapa mAs ventral es de mayor densidad y esté
formada por neuronas piramidales con dendritas varicosas que se
_proyectan a la pars retiéula%a. (Rinvik y lGro!ova 1979, Gerfen

1985 ).



La pars reticulata esta constituida por neuronas grsndes en un
60 %, e interneuronas en un 40 %. 'Las neuronas presentan arboles
dendriticos con orientacién rostro-caudal y perpendiculares a
las de las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta. Son en
‘su mayoria neuronas de proyeccién que, a diferencia de las
dopaminérgicas emiten colaterales recurrentes que se arborizan y

terminan en la pars compacta ( Denniau et al 1982 ).

Las neuronas de la pars reticulata son GABAérgicas y proyectan
sus terminales a los nicleos premotores ( Talamo, Colicule
Superior y Formacidn Reticular Mesencefdlica ) (Carpenter 1984).
En la pars reticulata se encuentran los procesos dendriticos de
'1as neuronas dopaminérgiéos de la pars compacta. Estas dendritas
7 hacen sinapsis con las terminales GABAérgicas que vienen del’
estriado ( Wassef et al 1981, Van den Pool et al 1985, Nitsch y
Riesemberg 1988 )., y como sSus axones estriatales liberan dopamina
( Hattori et al 1985 ). Dado que no se han encontrado vesiculas
sinapticas en los procesos dendriticos, se piensa que la
dépamina liberada de las dendritas proviene del sistema reticulc

endoplasmiatico ( Dray 1880 ).

Las sindpsis en la pars reticulata son de tipo axo-dendritico .
observandose frecuentemente botones “ en passant " de una
terminal haciendo sindpsis con un proceso dendritico (Bak et al
1975 ). En la pars compacta los contactos sindpticos de tipo:

axo-somitico son mas frecuentes y se forman entre terminales que



se originan en su mayoria en el Globo Pailido -ipsilateral con las

neuronas dopaminégicas (Hattori et al 1973, 1975 ).

2. Relaciones sindpticas.

Aferentes. Como hemos mencionado la Sustancia Negra se estudia
con los Ganglios Basales debide a las relaciones sindpticas
estrechas que'guardan entre si ( Nauta y Domesik 1384 ). La mayor
aferencia de este nicleo proviene del Cuerpe Estriade. El
Caudo-putamen envia axones a la pars reticulata, en tanto que el
Globo palido envia axones a la pars compacta ( H'at.t.ori 1973,
Araki =2t al 1985 ). Ambas proyecciones constituyen el 95 % de
las aferente nigrales y se sabe que el GABA es su

neurotransmisor ( Carpenter 1984 )

Otras proyecciones menos importantes han sido descritas hacia la
sustancia negra, tal es el caso de la proyeccién
subtalamo-nigral ( NaKanishi et al 1987 ), la proyeccidén rafé
nigral ( Pasik et al 1984 ) y la proyeccién  Pedinculo-pontino

nigral ( Benninato y Spencer 1988 ).

Kferentes.  Las proyecciones eferentes se. dividen en las

dopaminérgicas y las no dopaminérgicas. Las dopaminérgicas
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parten de la pars compacta y proyectan al Cuerpo Estriade. Las

no dopaminérgicas parten de la pars reticulata y proyectan a los

nucleos premotores del Talamo, al Colicule Superior y la
Formacidn Reticular -Mesencefdlica y usan GABA como
neurotransmisor.

3. Fisiologia general.

,La Sustancia Negra esta involucrada junto con los Ganglios
Basales en el control del movimiento wvoluntario & forman parte
del sistema extrapiramidal ( Dray 1980 ), El Cuerpo Estriado-
recibe la informacidn de los movimientos voluntarios originados
en la corteza y al fluir a través de los ganglios basales es
-facilitada vy focalizada, lo que permite. la activacién de un
grupo muscular. Esta accidén se lleva a cabo por los circuitos de
retroalimentacién en los que participa la pars reticulata de la
Sustancia Negra la cual respresenté una estacidén de salida de la
informacién descendente ( Penny y Young 1983 ). Por otro lado el
papel de la pars compacta, tinica fuente de dopamina de los
Ganglios Basales , se encuentra aln sin dilucidar, sin embargo
la enfermedad de Parkinson que presenta una amplia gama de
alteraciones motoras destaca la importancia de este nucleo en el
control motor, - ya que la enfermedad estid dada por la
degeneracién selectiva de las . neuronas de esta parte de la

Sustancia Negra. ( Zigmond ¥y Strickef 1983 ).
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4. La dopamina en la Sustancia Negra.

La dopamina parece tener un papel importante como
neurotransmisor en la Sustancia Negra. Una apreciable cantidad
de dopamina estd contenida en las dendritas de las neuronas

dopaminérgicas que proyectan a la pars reticulata (Dray 1980 ).

Las dendritas son de tipo varicoso y contienen camulos de
vesiculas pleomerficas gque forman densos racimos capaces de
capturar dopamina ( Bjorkund y Lindvall 1975 ). La éstimulacién
eléctrica y con alta concentracién de Potasio ( Geffen et al
1976, Aceves y Cuello 1981 ) de la Sustancia Negra orginan una
liberacidn de dopamina dependiente de Calcio externo.
Aparentemente la dopamina dendritica proviene de reticulo
endoplasmico. ya que no se observan vesiculas sindpticas como
tal en las dendritas ( Hattori et al 1979, Wassef 1981 ). Se
puede decir qgque las dendritas forman una verdadera proyeccidén
nigro-nigral que usa las dendritas , en lugar de axones para

transmitir o recibir informacidn.
El papel fisiolégico de la dopamina liberada de las dendritas en

la Sustancia Negra, se encuentra en discusién. Tres lineas de

investigacién han postulado las siguientes hipdtesis.
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a. La primera sugiere que la dopamina activa a un autorreceptor
_somato-dendritico que controla el disparo neﬁronal. La base
experimental de la hipdtesis se encuentra en estudios con
animales inteyros, en los que la dopamina y los .agentes
dopaminérgicos del subtipo D-2 inhiben el disparo de las neuronas
dopaminérgicas de la pars compacta ( Carlsson et al 1887 ), lo
mismo que estudios "in vitro” que muestran que la activacién de
los receptores D-2 de 1la Sustancia Negra producen una
hiperpolarizacidén de las neuronas dopaminérgicas al activar una
corriente de Potasio ( Lacey et al 1988 ). Apoyando esta
hipétesis los estudios de receptor-ligando especifico han
mostrado la prasencia de los receptores D-2 asociados al soma y'
dendritas de las neuronas dopaminérgicas de la pars’ compacta

(Bekcstead 1988 ).

b. La segunda linea de investigacién sugiere que la dopamina
liberada de las dendritas modula la aceién inhibitoria del GABA y
de la- via estriado-nigral sobre las neuronas GABAérgicas de
proyeccion de la pars reticulata Es decir se sugiere que atenua
los efectos inhibitorios del GABA. La base experimental de la
hipdtesis se encuenhr; en estudios electrofisiolégicos, en los
que la aplicacién local de dopamina en-la pars reticulata, que
por si sola no modifica la actividad de lag neuronas
GABAérgicas, atena la inhibicidn que la aplicacidn local de GABA
produce en estus neuronas, de ighal forma atentta la inhibicién

producida por «stimulacién de la via estriado-nigral. No obstante

12



‘ni - el receptor involuerado, ni el mecaniémo de modulacién estdn
dilucidados. Por otro lado los estudios de receptor ligando no’
han mostrado receptores dopaminérgicos en estas neuronas, Se
requiere de investigacién méas detallada para interprec;; los

hallazgos ( Waszszcak y Walters 1984 ).

c. La tercera hipdtesis es tema de esta tesis, en ella
‘proponemos que la dopamina liberada de las dendritas, activa
receptoies_ presindpticos | del subtipo D-1 que modulan 1la
liberacién y sintesis de GABA en las termianles égtriado~

nigrales.



D. Receptores Dopaminérgicos

Actualmente se reconoce la existencia de dos subﬁipos de
receptores a dopamina. La base de su clasificacioén est; én sus
propiedades farmacolégicas y la consecuencia bioguimica de su
activacion (Stoof vy Kebabiaﬁ. 1984). Tales subtipos son los

receptores D-1 y D-2.
1. Receptores D-1.

Los receptores D-1 al ser activados estimulan la actividad de la.
adenilato cicluasa ¥ en consecuencia incrementan la produccidn de
AMPe. Dicha estimulacién ocurre por medio de los nucledtidos de
guanina. La proteina G que sintetiza los nucledtidos de guanina
posee 2 subunidades. la estimulatoria (Ns) y la inhibitoria (Ni)
(Kelly et al, 1987; Olianas y Onali, 1987). Los receptores D-1
activan la subunidad Ns, que activa a la adenilato ciclasa, con
la consecuente sintesis de AMPc {(Olianas y Onali, 1987).

El AMPc intracel&lar estd relacionado con la fosforilacién de
proteinas, que se encuentran asociadas a canales idnicos o
procesos enzimaticos, como los que median la sintesis de

neurotrasmisores (Mestikawy y cols, 1986).

Se dispone actualmente de -agonistas farmacolégicbs especificos

que actuan sobre los receptores D-1 como el SKF 38393 y de
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antagonistas sclectivos de los mismos como el SCH 233901(S§oo£ Y

Kebabian, 1984).

2. Receptores 1-2.

La activacién de receptores D-2 conlleva a wuna ;gduccién
importante de la actividad de adenilato ciclasa .y a la
disminucién de la formacién de AMPc en la mayor parte de las
preparaciones (Kelly et al, 1987: Tanaka et al, 1986). Este
proceso, también involucra la participacidn de la proteina G
reguladora pero a través dé la subunidad inhibitoria Ni (Cooper
et al, 1986). La activacidon de esta subunidad depende de Sodio la

cual inhibe la adenilato ciclasa y la formacién de AMPc.

No todos los eventos de la activacidn de 1los geceptores D-2,
llevan a la inhibicién de la actividad le la adenilato ciclasa
(Stoof et al 1982). En algunos casos en los que esta asociacién
‘no se presenta, se ha encontrado una inhibicién de la formacicn
de fosfoinositidos por un probable acople de estos receptores
con la fosfolipasa C (Pizzi et al, 1987). Dicha inhibicién es
probablemente la responsable de la inhibicién de los flujos de
Calcio, en preparaciones en las que los receptores D-2 se
asocian a inhibicidn de la liberacidn de neu;otrasmisores
(Fujiwara et al, 1987; Pizzi et al, 1987, 1988). Actualmente
'tambiég se dispone de agonistas y antagonistas farmacolégicos

‘especificos sobre estos receptores, tal es el caseo de la

15



bromocriptina como agonista y el l-sulpitide como antagonista,

s0lo por mencionar algunos de ellos ( Stoof y Kebabian 1984 ).

. 3. Kventos fisioldgicos asociados a los receptores

dopaminérgicos del Sistema Nervioso Central,

Pocoe se sabe acerca de los eventos fisioldgicos-en los que}los
receptores D-1 estan involucrados ( Stoof y Kebabian 1984 ). Los
receptores D-2 presindpticos inhiben la liberacidn de
neurotrasmisores tal es el caso del: &cido glutamico (Brown y
Arbuthnott, 1983) la acetil-colina (Stoof ¥y cols , 1882) la
dopamina (Herman y Langer 1382) vy aléunos péptidos (Stoof y
Kebabian 1884). Los receptores D-2 post~sindpticos producen
inhibicidén del disparo neuronal al activar una corriente de
Potasio la <cual produce una higerpolarizacién membranal (Lacey

et al 13&7).
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I1I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los receptores D-1 han sido descritos como eiementos
presinapticos de las terminales estriado-nigrales y otras
terminales GABAérgicas de los ganélios basales (Ba}one et al,
1987). Sin embargo, la consecuencia funcional de su activacién se
desconoce ( Walaas y cols. 1988). Causa de lo anterior puede
radicar en la falta de estudios adecuadamente disefiados para tal
efecto. La fuente de dopamina para activar los receptores D-1 de
los ganglios basales, la constituye la neurona dopaminérgica de
la pars compacta de la sustancia negra, cuyos axones proyectan al
cuerpo estriado y sus dendritas proyectan a la pars reticulata
(Gerfen 1987 ). Las dendritas liberan dopamina come sus
terminales axdnicas ( Hattori et al 1878 ). La localiz;cidn
presinaptica del receptor D-1 sugiere modulacién de la sintesis y
liberacién del neurotrasmisor de estas terminales estriado-
nigrales, en este caso GABA. Las técnicas habituales de estudio
de la liberacién de GABA, no han arrojado luz con respecto a
este punto, debido a que también se produce la liberacidn de
dopamina de laus dendritas y en consecuencia se enmascara el
efecto de los agentes dopaminérgicos que se agregan para

‘modificar la libzracidén (Chesselet 1384 ).

En este trabajo. nos proponemos estudiar la modulacién de la

liberacion de (iABA por dopamina. Nuestro modelo experimental, 1lo

17




'constituye la rebanada de sustancia neg;a reticulata desnervada
de su  aferencia dopaminérgica, la cudl no presenta el
inconveniente de gue cuando se evogue la liberacidn de GABA se
libere también dopamina proveniente de las dendritas. La
desnervacidn se producird por lesidn quimica de la pars compacta
de ratas intactas con 6-hidroxidopamina (6-OHDA} (Z;gmond ¥

Stricker 1984 ),
La L-dopa y loz receptores D-1.

La L-dopa formada durante la biosintesis de la dopamina, se ha
Vusado como efectivo agente antiparkinsoniano. La enfermedaq de
Parkinson se produce por la degeneracidn y muerte de las
neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la sutancia
.negra, cuya etiologia es adn desconocida ( Barker 1988 ).
Acompathando a esto existe una disminucidén de la actividad de la
enzima sintetizante del GABA ( GAD ) ‘en los ganglios basales
{Abott et al 1982 ). El mecanismo por el cual la L-dopa produce
mejoria clinica de estos pacientes no ha sido adecuadamente

dilucidada ( Karoum et al 1988 ).

En algunas preparaciones, se ha mostrado que la L-dopa
mimetiza efectos producidos por agentes dopaminérgicos del
subtipo D-1. Tal es el caso de estudios de captura neuronal de 2
de-oxi-glucosa radiocactiva ( Trugman y Wooten 1986 ). Lo mismo se

ha encontrade, que la L-dopa incrementa el nivel de GABA en el
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liquido ‘cefalo raquideo de ‘los pacientes con enfermedad de
—_bdrkinson. asi como la actividad la GAD (descarboxilasa del
"écido glutdmico ),los cuales estdin significativamente disminuidos
’ en estos pacientes ( Abbott 1982 ). Como el GABA se sintetiza y
libera en las terminales GABAdrgicas del Sistema Nervioso
Central, es posible que la L-dopa actue directamente como agente
dopaminérgico del subtipo D-1 y produzca asi sus efectos
terapelticos. Esto impiica que la activacion de estos receptores
conllevard también a un aumento de la sintesis y liberacidn de
GABA. Estos aspectos los exploramos en este trabajo. Nuestro
modelo para estudiar la sintesis de GAEA 16 constituye una vez
mas la rebanada de sustancia negra reticulata de rata desnervada

de su aferencia dopaminérgica.

La rata con lesidn de la pars compacta de la sustancia negra
constituye el modelo experimental de la .nfermedad de Parkinson,
( Zigmond y Stricker 1984 ) es por esto que los resultados de
este trabajo pueden ser importantes para entender la
.fisiopatologia de la enfermedad, asi como la accidn terapeitica
de la L-dopa y cuntribuir a aclarar el papel de la dopamina y los

receptores D-1 en el Sistema Nervioso Central.
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IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

Con Dbase en los antecedentes mencionados proponemos las

siguientes hipétesis de trabajo.

1.~ El papel funcional de los receptores D-1 presinipticos es
facilitar la liberacidén de GABA, asi como incrementar la
actividad de la enzima sintetizante del neurotranmisor en las

terminales estriado nigrales.

2.- La L-dopa es un agente farmacolégico capaz de activar los
receptores D-1 presinapticos produciendo también un incremento

en la sintesis y liberacién del GABA.

-
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V. OBJETIVOS

1.- Aclarar el papel funcional de los receptores D-1

presinapticos dopaminérgicos en la sustancia negra de la rata.

2.~ Dilucidar el mecanismo de accidn farmacolégica,de la 1- dopa

al activar receptores dopaminérgicos del subtipo D-1
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VI. METAS ESPECIFICAS
1.- Dilucidar si los agentes dopaminérgicos del tipo D-1 son
capaces de estimular la liberacién y sintesis de GABA en la pars

reticulata de la sustancia negra de la rata.

2.~ Dilucidar si la L-dopa mimetiza los efectos de los agentes

D-1

3.- Dilucidar si la dopamina liberada de las dendritas, produce

efectos similares a los de la l-dopa y agentes D-1
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VI1. METODOS
A. DISENO EXPERIMENTAL

1. Estudiamos la actividad de la GAD (descarboxilasa del dcido
glutamico)., enzima sintetizante del GABA en el modelo " in
vitro " de rebanadas de pars reticulata de la sustancia negra,
tanto en ratas normales comc en ratas lesionadas del sistema
dopaminérgico nigral. La evaluacion de la actividad de la
enzima, se hizo indirectamente por medioc de la acumulacion de
.GABA, provocada por la presencia del inhibidor de la enzima que
degrada al neurotransmisor: el acido aminooxacético ( Bernasconi
y cols 1982 ). Posteriormente, sobre la cinética de acumulacidn
se estudio el efecto de 1la denervacién: de los agentes
dopaminérgicos gue activan receptores b-1, como el SKF 38393;
de la dopamina misma y el bloqueo de ellos por el SCH 23350
(antagonista egspecifico de estos receptores ). También

estudiamos el efecto de la l-dopa sobre dicha sintesis.

2. Se estudid la liberacidn de GABA radiocactivo, previamente
capturado por rebanadas de pars reticulata de la sustancia negra
de ratas denervadas. La liberacidn se indujo por una alta
concentracién de K, de acuerdo al metodo descrito por Flordn y
cols ( 1988 ), y se probé el efecto de la dopamina y la-l-dopa.

También se estudio el blogueo del SCH 23390 sobre estas drogas.
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Las acciones de la dopamina enddgena, se’evaluaron por el efecto
de la metanfetamina sobre la liberacién de GABA en rebanadas de

ratas no lesionadas.
B. PREPARACION

Los experimentos de liberacién de GABA radicactivo y de
actividad Qe la GAD se efectuaron en rebanadas ( 300 uM espesor)
de la pars reticulata de la sustancia negra pravenientes de
ratas machos Wistar normales y lesionadas unilateralmenpe de la
pars compacta con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Las ratas se
sacrificaron por dislocacién cervical., se extrajo el cerebro
completo de la cavidad craneal y se sumergid en solucidn Krebs-
Hanseleit a 4 grados C. Del cerebro se corté un blogque de tejido
que incluia el nicleo a disecar y se fijdé en un soporte metdlico
que ge montd en un vibratomo ( Oxford modele G ), donde se
obtuvieron rebanadas de cersbro de 300 uM de espesor que se
mantuvieron en solucidén de Krebs a 4 grados centigrados,
burbujeada c¢on uﬁa mezcla de CO » y O,

Las rebanadas se colocaron en un portaobjetos frio y la
sustancia negra reticulata se disecéd bajo microscopio
estereoscdpico con un bisturi. De acuerdo al atlas estereotdxico
de Koning ¥y Klippel ( 1970 ), la sustancia negra gueda incluida
siguiendo el eje anteroposterior entre 2580 y 1600 micras. Una
vez obtenidas se continud con el protocolo experimental de

liberacién de GABA radiocactivo o de GAD, segin el experimento.
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C. LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA).

En algunos experimentos, segin se indique se produjo denérvacidn
del sistema dopaminérgico nigro-estriatal. con objeto de obtener
rebanadas de sustancia n=qgca reticulata .en las cuales se
produjera degeneracidn de las dendritas provenientes de las
neuronas dopaminérgicas (Hattori 1979). Para ello, las neuronas
.fueron . lesionadas quimicamente, nmediante la aplicacion
esteretotaxica de 6-hidroxidopamina en la pars compacta de la

sustancia negra de un solo lade.

Las ratas (200-230 grs.) fueron anestesiadas con hidrato de
cloral (400 mgs por Kg de peso) y mediante un corte sagital de la
piel del craneo y exposicidn ulterior del hueso. se realizd un
orificio de 1,5 mm de didmetro con un ta.adro odontoldgico en las
coordenadas 2.2 mm lateral y 5.4 wm posterior (tomado a Bregma
como 0). En este sitio se insertd una jeringa Hamilton (5ul)
hasta una profundidad de 7.2 mm a partif de la duramadre. Estas
coordenadas fueron determinadas previamente por inyeccidn de
azul de metileno y corroboracion histoldgica. Se inyecto una
solucién de 6-OHDA (Bug/ul en solucidn salina isotdnica y dcido
ascdrbico 0.02% para prevenir la oxidacidn de la toxina), a una
velacidad de 1 ul/minuto. El volumen inyectado fué de 2 ul.

Después de extraer la jeringa, se sutuyré por planos.
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1 grado de degeneracién de las neuronas dopaminérgicas fué

valuada de dos maneras distintas :

1. Conductualmente. Una semana después de la aplicacién” de la
toxina, los animales recibieron una inyeccién subcutanea de
d-l-metanfetamina (10 mgrs/Kg) y se evalud la conducta de giro
ipsiiateral producida por la droga de acuerdo al método‘gescrito
por Ungersted en 1871. Se correlacioné la velocidad de giro con
el grado de lesidn (ver mas adelante ccmo calcularse ), para gue
através del pardmetro conductual se puediera seleccionar las

ratas que fueron usadas.

2. Bioguimicamente. Se determinaron los niveles de dopamina en
el estriado (principal nacleo de proyeccidn de las neuronas de
‘la pars compacta) y sustancia negra en el lado lesionado y en el
normal. Para esto. ademds de disecar la sustancia negra, se
disecé . el nacleo estriado el cudl fué homogenizado en 500
ul de 4cido perclérico 0.1 N y se centrifugd a 1200 RPM por 90
segundos. Del sobrenadante se tomaran 15 ul para determinar el
contenido de dopamina por HPLC con deteccidén electroquimica. La
¢olumna usada fué C18 ( Perkin Elmer )}, la velocidad de flujo
de 1.4 ml/min. El potencial de oxidacién se mantuvo a 0.8 volts
con respecto al electrodo de referencia Ag/Ag Cl. Con esta
medida se corrobord que el nivel de dopamina en el lado lesionado
esta por debajo del normal al ménos en un 90 %X . Este se evalud

calculando el pocentaje de lesion mediante la siguiente férmula :
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X lesién =

I 21— (Contenido de dopamina lado lesiondo/normalld 2100
ver figura 1.
D. PROCEDIMIENTOS EXPKRIMENTALES

1. Experimentos de actividad de la GAD.

Las rebanadas de pars reticulata fueron disecadas bajo
microscopio y colocadas en un sistema de camaras de incubacidn
fabricadas con Jjeringas para insulina ({(ver figura 2) Se
colocaron tres rebanadas por cdmara, la cudl contenia 400 y. de
una solucidén de Krebs-Henséleit, burbujeada continuamente con’

una meacla de C02 y 02 a través de una aguja dental. En estas

condiciones permanecieron durante 30 minutos { periodo de
eguilibrio). Posterior a este tiempo., se agregd dcide
aminoxiacético ( AADA ) al medio de incubacidén hasta alecanzar

una concentracion final de 10 ™M, en la cuadl diferentes nuestras
permanecieron por diferentes periodos de: 5, 10, 20, 40 y 60
minutos. Al cabo del este tiempo, las rebanadasA fueron

transladadas a una solucién de &cido pérclorico 0.1N en un

27



LESION CON 6 - OHDA
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FIGURA 1
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'CAMARAS DE INCUBACION

JERINGA DE INSULINA
— DE PLASTICO |,

SOL,
KAES-HENSELEIT -
400 aM1 -
~ .| oz/coz
S 1983

I\ L. AEBANADAS DE SU SUSTANCIA
NISRA RETICULATA

EMBOLO DE CAUCHO

1* PERIODO DE FQUILIBRIO 30 MIN.
2° AAOA 10 uM DURANTE (0,20,40,80 MIN.

3° DROGAS UTILIZADAS SEOUN EL EXPERIMENTO

FIGURA 2
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volumen de-400 ul, para detener la reacdién de acumulacidn de

GABA gue produce el adcido aminocoxiacético.

En este volumen las rebanadas fueron homogenizadas manualmente.
Del homogenizado total, 25 ul fueron utilizados para
determinacién de proteina por el metodo de Lowry. Del resto de la
muestra se obtuvo el sobrenadante previa centrifugacién en una
microcentrifuga airfuge (Beckaman) a 33 PSI por 1 minuto. El
sobrenagante se filtro en membranas de naylon de 0.2 micras del
cudl 50 wul fueron procesados para cromatografia liquida de alta
presidén con deteccidn flourométrica. El analisis de HPLC se llevd
a cabo usando una columna RP 18 (Merk). La fase movil se usé a un
flujo de 1 ml/min, y el reactive de flourescensia a un flujo de
0.5 ml/min. La longuitud de onda de exictacion/emisién del
éspectroflourémehro fué 330-380/460-600 nm. La derivacidn usadé
fué post-columna (ver figura 3 y 4). Los resultados de la
cantidad de GABA fueron expresados como microgramos / mgr de

proteina
‘2. Experimentos de liberacidn de GABA radioactivo.

Las muestras destinadas a los experimentos de liberacion , se

colocaron en 2 ml de solucién Krebs a 37 grados centigrados
por . 30 minutos ( vericdo de estabilizacidn), esta solucidn
posteriormente fue reemplazada por una soluecidén fresca que

contenia 2 x 10-8 M de 3-H GABA ( 65 Ci/ mmol ), en presencia
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EXPERIMENTQS DE ACTIVIDAD DE LA GAD
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de b-alanina ( 1 uM) para bloquear la eapbura Zlial, Esta
segunda incubacidn dufﬁ 30 minutos ¢ periodo de marcaje ). Luego
las rebanadas se lavaron manualmente con solucién de Krebs 3
veces para eliminar el exceso de radicactividad no capturada y
posteriormente se transferieron a camaras de pe}fusidn (Ace;;s y

Cuello 1481 ) para continuar el experimento (Ver figura 5).

Las rebanadas se colocaron al azar en las cdmaras de perfusicn
después del periodo de marcaje. Se introdujeron 4 rebanadas
por cdmara. La velocidad de perfusidon del tedido fue de 0.5 ml
por minuto y se mantuvd durante 1t hora (segundo periodo de
equilibrio ) antes de iniciar el experimento la perfusién se hizo
con solucién de Krebs normal ( 6.25 mM de K ) la cual contenia

acido nipecético 10-5 uM. para bloquear la recaptura de GABA por

las terminales ( Krogsgaard-Larsen y Jhonston 1975 ). R

Una vez terminado el Z20. periodo de equilibrio, 1as muestras
fueron expuestas a una alta contracién de K para inducir la
liberacidén de GABA radiocactive de las terminales . La
estimulacioén duré 80 minutos, tiempo durante el cudl se
tomaron 20 fracclones de 2 ml cada una del liquido de perfusidn,
en el que se colecta el neurotransmisor liberado. A1 final de la
estimulacidn., las rebanadas fueron extraidas de las camaras y se
transferieron a recipientes “"viales” en donde se les solubilizé
con tritén X-100 al 5%. A las muestras colectadas durante la

estimulacién y los tejidos solubilizados se les agregé 12 ml de
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ligquido de c¢entellec a base de tolueno, para determinar su
radiocactividad, la cual fué cuantificada en wun contador de

centelleo usando métodos convencionales.
E. EVALUACION DE RESULTADOS.
1. Kxperimentos de la Actividad de la GAD.

Los contenidos de GABA de las rebanadas se expresaron como el
total de GABA de la muestra en ngrs, dividido entre el contenide
de proteina total de esa muestra. Se graficé esta determinacidn
para grupos de muestras sometidas a los diferentes tiempos en
que se expusieron al dcido aminooxiacético. Este es el indice de
actividad de la enzima, pues la acumulacién observada se debe a
sintesis, ya gque la degradacion del neurctransmisor esta

inhibida.
2. Experimentos de liberacidn.

La radiocactividad de wuna muestra o fraccién de -4 minutos se
expresd como la fraccién de liberacidn estimulada, lo que fué
calculado como el cociente de la radicactividad de la muestra
entre la radicactividad del teJjido al momento de tomar una’

muestra o sea:

35



y.L.:’Radioactividhd presente’ en una fraci&n ébiectédg/r
" Radioactividad del tejido al momento de colectar la

fraccidn. -

El efecto de las diferentes drogas se obtuvd dividiendo la
fraccion de liberacidn de las rebanadas expuestas a la droga -
entre la fraccion de liberacidon de rebanadas no expuestas, pero
que se correrah en paralelo con aguéllas, a este cociente se le
denomind cociente de la fraccién de liberacidn ( C.F.L. }. En el
caso de que la liberacion de GABA se facilite por efecto de
droga, el cociente sera mayor de uno, en el caso de lo contrario
inhibieién. sera menor de 1. Las drogras se administraron en

pulso en las fracciones 4 a 12.
F. SOLUCIONKS Y DROGAS

1. Solucion Krebs-Henseleit normal ( oM )

NaCl 134.0
KCL 5.0
ca €12 ’ 2.0
Mz S04 oo
KH2 PO4 1.25
NaHGO3 25.0
Glucosa 10.0
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Esta solucién fué preparada tomando los componentes a partir de
soluciones madre, ¥y no agregande el CaCls, sino hasta haber
burbujeado la solucidén con mezcla gaseosa de CO, 5% vy Oxigeno
al 95 % durante 20 minutos. Se continud el burbﬁjeo con la
mezcla gaseosa durante todo el experimento manteniéndose la
solucidn a 37 grados. Después del equilibrio ( 20 minutds )} se
medié el valor del Ph y se ajusté a 7.4. En los casos en que
agregaron a las soluciones dopamina o agentes dopaminérgicos se
ahadieron 50 ul de metabisulfito de Na por litro de solucién con

el objeto de evitar la oxidacién de estos compuestos.

2. Solucidn Krebs 15 mM K ( despolarizante )

Nael 55.58 mM
Na2504 39.21 mit
K2504 6.87 mit
KH2P04 1.25 ml
CaCi2 : é.O mi!
Mg S04 1.0 mM
Glucosa 10.0 mi

Esta solucidn despolarizante ge prepard incrementando a 15 mﬁ el
K manteniendo el producto [K]{Cl] constante ( para evitar el
p;sible inchamiento de la preparacidn por la redistribucién de KX
y Cl segan el principioc de Donnan ). La osmolaridad se compenso

con sacarosa hasta ser igual a la del Krebs normal.
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3. .So0lucién de centelleo ( por litro de solucién )

Tolueno - . 667.0 ml
Triton x-100 333.0
P.P.Q * 4.0 g
P.0.P.O.P. *x 0.200 ¢

* 2.6-Difenil-oxazol

*# 1,4-bis-2~({5-fenil-oxazol )-~-benzeno
Se mezclaron los ingredientes hasta obtener una mezcla homogenea
4. Fases Cromoatograficas.

Fase Movil para dopamina

Monocloroacetato de Sodio ph= 3 0.15 M
Acetonitrilo 3.5 %
Tetrahidrofurano 1.8 %
Alquil'Sulfato de Na. . 125 %

Fase Movil para GABA
KHZPO4 . ph =3 0.5 M
Metanol 5.0 %
Reactivo de Flourescensia

Acido Borico ph = 10 0.1

Reactivo de Brig 5 ml
Mercaptoetanol 6 ml
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opPT x : . 500 mgrs

* O-heptaldehido.

5. Drogas:
3H-GABA radioactivo. ( Amersham. Co.)
b-alanina
dcido nipecéhico
Meta-bisulfito de Na
Dopamina
SCH 23 390
1-sulpiride
l-dopa
SKF 38383
NSD 1015
dl-metanfetamina
acido aminooxiacético

acido perclorico
G. ANALISIS RSTADISTICO.
Las curvas de acumulacién de GABA, en ratas normales  y

desnervadas, scmetidas & diferentes condiciones experimentales,

fueron analizadas siguiendo el metodo de Andlisis de Varianza

.(ANDEVA ) ., para valores promedios de acumulacién obtenidos para

a8

los diferentes tiempos.



En los experimentos de liberacidn se analizaron lqs diferentes
‘periodos de exposicién a las drogas usando Analisis de Varianza
( ANDEVA )} de bloques y seguida de prueba de Duncan para-
determinar la diferencia estadistica en los grupos sometidos a

drogas.
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VI11 RESULTADOS

A. EVALUACION DEL MODELO DF LKSTON UNILATHRAL DE LA SUSTARCIA®
NEGRA PARS COMPACTA CON 6 HIDROXIDOPAMINA.

De acuerdo a nuestra estrategia experimental, en algunos casos
utilizames rebanadas provenientes de sustanclia negra reticulata
obtenidas de ratas con lesion de la pars compacta provocada con
6-hidroxidopamina, de tal manera gque estas no presenten
dendritas dopaminérgicas. Fn esta seccion de los resultados
mostrames la manera en que se determind el grado de lesién de
las ratas, con el objeto de seleccionarlas a priori para los

experimentos.

1. Efecto de la lesidén con 6 hidroxidopamina en la pars compacta
sobre el contenido nigral y estriatal de dopamina.

En estos experimentos se 1realizd una determinacidn de los
contenidos estriatales y nigrales de dopamina. con el objeto de
conocer la magnitud de la denervacidn que se logra por la lesidn
de la pars compacta, sobre estas dos estructuras que son los
-sitios de proyeccidén de las neuronas dopaminérgicas (Carpenter
1984 ). También sirvio para conocer si la medida del contenido
de dopamina en el cuerpo estriado correspondia con la de la
sustancia negra reticulata en los casos de lesion. Los
resultados se muestran en la gréfica- 1. En ellos se muestra el
resultado obtenido de un grupo de 6 ratas lesionadas. Los
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conténidpé{séljenéuéﬂtrah gkpresados en picogramos de dopamina-
por»Imiéroéféﬁos de proteina. Nétese cofmo en el lado lesionado
vexisne uny ‘disminucion significativa ( p= 0.001 t de student )
dei,contenido de dopamina con respecto del lado control, tanto
.en la ' pars reticulata como en el nicleo estriado. La magnitud
del porcentaje de lesidén en ambas estructuras es similar: 92 +-

4 % en el estriado vs B89 +- 3% en la sustancia negra ( ver

secccion de métodos para el calculo del porcentaje de lesidén).

Cabe aclarar que en ratas normales no existe diferencia entre

los éontenidos ce dopamina nigral y estriatal cuando se comparan

en ambos lados (datos del laboratorio no mostrados en esta
tesis).

2. Correlacién entre la conducta de giro inducida por
metantetamina y el porcentaje de lesidon de los animales
-desnervados.

En estos experimentos se realizé una correlacién entre la

velocidad de gliro gque induce la metanfe:amina en los animales

lesionados, con el porcentaje de lesidn calculado a partir de las
determinaciones de dopamina efectuadas en el nlcleoc estriade dos
semanas después de la cirugia. La velocidad de giro se egglué una

hora después de administrada la droga. Los resultados de 42

animales operados se muestran en la grafica 2. Nétese como

aproximadamente a parcir del 70% de grado de lesién , la
velocidad de giro se incrementa proporcionalmente de manera
lineal con respecto del porcentgje de lesién. La linea recta que

mejor se ajusta presenta un indice de regresién de 0.84 ( métode
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de los minimos cuadrados).
B) EXPERIMENTOS DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD.

En esta seccidn de los resultados se encuentra la
caracterizacién de la actividad de la GAD en rebanadas de
sustancia negra y el efecto que la  activacidn de receptores

dopaminérgicos D-~1 y la l-dopa tuvieron sobre ella.

1. Efecto del acido aminooxiacetico ( AAOA ) sobre =1 contenido
nigral de GABA en rebanadas de ratas normales.

Estos experimentos muestran el resultado de la actividad de la
GAD en rebanadas de sustancia negra de ratas normales por el
metodo descrito. Las mueséras de rebanadas de sustancia negra
fueron incubadas a diferentes tiempos en presencia de 10 uM de
AAQA o vehiculo. Al final del periodo se determind el contenido
de GABA como se indicé en la se?cioq de mdtodos. La maniobra
.condujo a la acumulacion de GABA |, ver gréfica 3 , debido al
bloqueo de la degradacién de (GABA que produce la droga., ¥ a gue'
.la sintesis permanece activa en las terhinales nerviosas
(Pasantes y Aréchiga 1984 ). La acumulacién se observa desde los
5 minutos ¥y es egtadisticamente significativa desde los 10
{p=0. 005 ANDEVA ), con respecto del periodo contrel ( t=0
minutos ) . De inicio hay un incremento casi lineal que llega al
miximo a los 20 minutos y se mantiene sin cambio aparente aGn
después de los 60 minutos (sin diferencia estadisticamente
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significativa entre los grupos 20, 40 y 60 minutos ANDEVA ). Las
rebanadas que no son sometidas a la accidén del AAOA, no
presentan cambjos significativos en el contenido de GABA, aun
despues de 60 minutos de iniciada la administracidon de la droga
al grupo experimental (t=0 6.45 +/- 0.33 ug GABA/mg proteina,
'c=60 6.44 +- 0,15 ug GABA/mg proteina n= 4 en cada caso ).

2. Efecto de la denervacién sobre la acumulacién de GABA
producidas por AAOA.

Estos experimentos se efecnuaroﬁ para determinar si la inervacidén
doﬁaminérgica que se encuentra en la rebanadas de ratas normales,
ejerce una acclién modulatoria sobre la actividad ﬂe la GAD, para
lo cual se estudio la acumulacién de GABA en rebanadas de
sustancia negra reticulata provenientes de ratas desnervadas de
su aferencia dopaminérgica. Los experimentos se realizaron
comparativamente tanto en el lado normal como en el denervado,
en ratas de dos semanas de lesidn ver grafica 4. En el 1lado
;ormal se  presentd una acumulacidn de GABA igual a la de las
ratas no operadas de la seccion anterior, pero en el lado
denervado g6lo hubo un ligero incremento del contenido de GABA
que no es diferente estadisticamente con respecto de t=0 para
ningurio de los tiempos estudiados (evaluados por el método de

ANDEVA ).

44



‘Para‘destacar que la disminucién en la acumulacidn se debe a la
dismunucién. de’ la dopamina en - el lado denervado y no al trauma
quirargico de la lesidn, los mismos experimentos se realizardn
en un  grupo de ratas pseudoperadas a las cuales se les
administrd en la cirugfa de lesidn el vehfculo, pero no la
neurotoxina, ver gréafica 5. Noétese como en estas ratas en el lado
operado igual que en el contfol hay una acumulacién normal de
GABA en respuesta a la administracién del AADA, lo que sugiere
que la desaparicién de la inervacidén dopaminérgica es la
responsable de este efecto. Estas ratas no presentaron
disminucidn del conC§nido estriatal de dopamina en el lado
operado con respecto del lado normal, ni desarrollaron conducta

de giro en respuesta a la metanfetamina (datos no mostrados ).

3. Rfecto del SKF 38393 sobre la acumulacidén de GABA inducida por
AACA en rcbanadas de ratas denervadas. .

En estos experimentos se explord el efecto que tiene la
activacion de receptores dopaminérgicos del subtipo D-1 por el
agonista selectivo SKF 38393, sobre la acumulacién de GABA que
produce el AADA. La droga se administré conjuntamente con el AAOA
Q tres diferentes tiempos ( 10, 20 y 60 ) a 1la concentracion de
10 ud, tanto en el lado normal como en el denervado. Los

resultados se muestran en la grafica 6.
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Pafa t=10 minutos el SKF prodhjo un incremento significativo en
la = acumulacidén de - GABA en.la rebanadas del lado denervado
(Contenido de GABA control = 4.97 +- 0.81 vs SKF= 9,33 +- 0.43,
n=t p=0.001 ANDEVA ) y wun ligero incremento, aunque no
estadisticamente significativo en las del lado control (Contenido

de GABA control = 11,80 +- 2,02 vs SKF 14.89 +- 2.38, nz6 ).

Para t=20 minutos la droga provocé un efecto similar en el lado
denervado | Contenido de GABA control 5.43 +- 0.75 vs SKF= 10.02
+-  1.38 p=0.00! n=5 ANDEVA ), observindose un ligero incremento
en . el lado normal que no alcanzd significancia estadistica.
(Contenido de UABA contrel= 15.1%5 +-2,81 vs SKF= 16.24 +- 2,06
n=6 ANDEVA ), Aunque el incremento debido al SKF para el lado
denervado pareciera un poco mayor que para el caso de t=10 este
no alcanczé significancia estadistica (Contenido de GABA lado
denervado en presencia de SKF t=10 : 4,33 +- 0.43 vs t=20:

10.02+- 1.38 n=56 ANDEVA).

Por ultimo para t260 la droga produjc un incremento en el lado
denervado, semejante para su correspondiente en t=10 y t=20
{Contenido de GABA lade denervade en presencia de SKF t=10 9.33
+= 0.43, £=20 10.02 +- 1.38 y t= 60 10.37 +- 0.63 p= 0. 05 ANDEVA
n=6 en cada caso ), en tanto que no modificé la acumulacidén en el

lado normal.
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En resumen la droga - parece estimular la acumulacidn de GABA en
el -‘lado denervado de manera similar en el tiempo sin grandes
modificaciones respecto lado normal. Cabe aclarar que la
administracién de SKF sin AAOCA ni ‘en el lado normal ni en el
lesionado modifica per se el contenido de GABA ( datos no

mostrados ).

4. Antagonismo del efecto del SKF y la dopamina sobre la
acumulacién de GABA por el SCH 23 390.

Con objeto de mostrar que el efecto del SKF en el lado denervado

esta mediado por receptores D-1 y que la dopamina es capaz de
mimetizar e} efecto de la activacién de estos recept&tes. se’
realizaren experimentos en los que se estimulé la acumulacién de
GABA por SKF y por dopamina, solos y en presencia del
antagonista selectivo de receptores D-1 el SCH 233390 lo mismo
se probd el antagonista de los receptores D-2 l-sulpiride. Se
ugaron rebanadas del lado denervado con tiempo exposicidén de 10
minutos a las drogas.

- Los resultados se muestran en la grafica 7 y 8 . La estimulacidn
de receptores D-1 por el SKF (1 uM )} y la dopamina ( 10 uM)
produjo un incremento significativo de la acumulacicon de GABA en
_presencia de AAOA. Este efecto es blogueado totalmente por el SCH
23 380 ( 1 uM ) pero no por el L- sulpiride en ninguno de los.
casos (Contenido de GABA SKF = 10.25 +~ 0.67 vs SKF + SCH = 7.37
+=- 0,44 p=0.001 n=6 ANDEVA; Contenido de GABA dopamina = 10.44
+: 0.49 vs dopamina + SCH 6.72 +- 0.32 p=0.001 n=§ ANDEVA):
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5. Kfecto de la l-dopa sobre la acumulacidén de GABA 1nducida por
QAOA ¢n rebandas de ratas denervadas. Antagonismo del SC
3390.

Estos experimentos se realizaron con objeto de determinar si la
l-dopa mimetiza la accién de la dopamina y el SKF, sin ser
descarbcxilada; para 1o cudl se realizaron en presencia de NSD
1016, La l-dopa también incrementd la acumulacidén de GABA
inducida por AAOA ( contenido de GABA control 6.20 +/- 0.15 vs 1-
dopa 10.850 +/- 0.15 p=0.001 n=6 t-student ) ver grafica 9. De
manera similar el efecto fué claramente antagonizado por el SCH
23390, pero no por €l .l-sulpiride ( contenido de GABA SCH 23380

6.30 +/- 0.12 y l-sulpiride 10.53 +/- (.12 ).

C. EXPERIMENTOS DK LIBERACYON.

En estos experimentos de acuerdo a los obdetivos planteados
estudiamos la participacién de la dopamina en la liberacidn de

GABA, asi como 1a activacién de receptores D-1 dopaminérgicos

presinapticos ., la accién de la l-dopa y la metanfetamina.

48



1. Efecto de la estimulacidén con alto K sobre la liberacidn de
GABA radioactivo en rebanadas de pars reticulata de la
sustancia negra de la rata. Obtencidn del cociente de la
fraccién de liberacidn.

La grafica 10 muestra la 1liberacién fraccional de GABA
radiocactivo proveniente de rebanadas de ratas denervédas. en
respuesta a la depolarizacién con alto X ( 15 md ). La exposicidn
continua a la despolarizacidn produjo una prolongada liberacidn

‘de radiocactividad manifestada por un incremento en la fraccion de

liberacién. Hay un aumento claro de radicactividad de las

fracciones 1 y 2 que declina a medida que se progresa en la toma
de las fracciones, pero siempre por encima de la liberacidén basal

( que correponde al 0 en las graficas ).

En la parte inferior se graficd el promedio de cocientes de la
fraccién de liberacién corresponéientes de pares de
determinacidnes de muestras corridas al mismo tiempo. Obsérvese
como en todas las fracciones el cociente oscila alredor de 1,
esto indica la homogenidad de la liberacién de GABA de muestras

perfundidas en paralelo.
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2. KPecto de la dopamina sobre la liberacidn de GABA inducida por
K en la pars reticulata de la sustancia negra. Antagonismo de
SCH 23 390.

Estos experimentos exploraron la accién de la dopamina sobre la
liberacién de GABA y si el efecto se debe a la activacidn de
receptores D-1. En la grafica 11, en A puede verse que la
aplicacién de un pulso de dopamina de las fraccidnes 5-a la 12
produce un incremento en el cociente de la fraccién de
liberacién ( C.F.L.= 1.76 +- 0.04 n=b5 p=0.001 ), lo que indicé
facilitacion de la liberacién de GABA en estas condiciones. La
facilitacién se hace evidente al administrar la droga y se
mantiene mientras estd presente en el liquido de perfusidén para

revertirse psulatinamente zl eliminar la drosa.

El bloqueo selectivo de los receptores dopaminérgicos del tipo
D-1 por el SCH 23 390 produjo un blogueo de la facilitacidén que
produce la dopamina como se ve en la seccidén B de la misma
grafica, ya que }a coadministracion de la dopamina ‘no produjo
‘incremento en el valor del cociente de la fraccién de liberacidn
( C.F.L.= 1.00 +- 0.03 n=5 dopamina + SCH ). El bloqueo
selectivo de los receptores dopaminérgicos D-2 por el l-sulpiride
no bloqued la accidn facilitadora de la dopamina, y la
administracién conjunta de la dopamina con la droga no modificéd
significativamente el valor de C.F.L. que se obtiene uUnicamente
con la aopamlna ( C.F.L =, 1.75 +- 0.03 n=4 p= 0.01 con respecto

del control ) véase la parte C de la misma grifica.
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3. Efecto de la L-dopa sobre la liberacidén de GABA .inducida vpor
K en la pars reticulata. Antagonismo de receptorea D-1.
Accidn del NSD.

Estos experimentos se disefaron con el objeto de estudiar si la
l-dopa es un agente farmacolégico capaz de activar por si mismo
{ ¥y no a través de su conversién a dopamina ) los receptores D-1

presinépticos de la sustancia negra.

Los resultados de la grafica 12 seccién A muestran que la
administracion de L-dopa en forma de pulso de la fracciones 4 a
la 12 produjo una facilitacién de la liberacidén de GABA similar a
la que produjo ia dopamina ( C.F.L.= 1.70 +- 0.04). Puede verse
en B que la inhibicidn de la dopa descarboxilasa ( enzima que
produce la conversién de l-dopa a dopamina ) por la hidrazina NSD
1015 no modificd la facilitacién de la liberacidén por la l-dopa
(C.F.L. 1.75 +- 0.05 ). El eiecto de la l-dopa fué bloqueada por
la administracién conjunta del antagonista selectivo de.
receptores D-1 el SCH 23 390 ( 1.03 +- 0.05 ) como se observa en
C. Por altimo notese en D como el l-sulpiride no blogued la

accion facilitadora de la dopamina ( 1.70 +/- 0.07 ).
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4. Bfecto de la metanfatamina sobre la liboracidén de GABA en la
pars reticulata de la sustancia negra. Bloqueo de receptores
D-1. ’

Las anfetaminas son farmacos capaces de evocar la movilizacidn
de dopamina de las terminales sinapticas. ademids de bloquear el
sistema de recaptura de la misma ( Parker y Cebeddu 1988 ), le
gue las ha convertido en una herramienta farmacoldgica
importante para el estudio de los efectos mediados a través de
dopamina enddgena. En nuestro estudio .probamos el efecto de la
d-metanfetamina sobre la liberacion de GABA de rebanadas de ratas
normales. para ver si la dopamina enqégena proveniente de las
dendritas que se encuentran intactas en estas muestras, era capaz
de estimular también la liberacién de GABA. Los resultados se
muestran en la grafica 13. En rebanadas de‘'ratas normales la
anfetamina (100 uM) produjo una estimulacidn paulatina de la
liberaci®n espontinea de GABA que alcanzdé un méximo de 30% a los
18 minutos de aplicada, y que regreso a valores control cuando se
suspendio la administracién, ver seccién A. La estimulacion de la
liberacién fue bloqueada por el SCH 23 390 administrado
conjuntamente (C.F.L.B = 1.29 +- 0.03 n=6 anfetamina sola VS
C.F.L.B.= 1.03 +- 0.03 n=4), ver seccién B. La accidn de la
anfetamina no se observd en las rebanadas de ratas denervadas de

‘ dopamina ( C.F.L.B = 0.98 +- 0.01 n=6 ) ver seccién C.
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L. Contenido estriatal y nigral de dopamina en ratas con
lesion unilateral pars compacta de la sustancia negra. Kn
Jla parte superior se muestrs el contenido estriatal de dopamina
expresado en picogramos por microgramo de proteina. En la seccidn
intermedia se muestra lo mismo pero en la pars reticulata de la
sustancia negra. Para ambos casos se muestra comparativamente la
determinacién en el 1lado control y el lesionado. La parte
inferior wmuestris el porcentaje de lesidén calculado para ambas
regiones, con los datos de las graficas superiores. Los
resultados representan el promedio +- error

cstandard de & determinaciones.
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Grafica 2. Relacion entre el porcentaje de lesién y la velocidad
de giro inducida por la metanfetamina en ratas desnervadas
unilateralmente con 6 hidroxidopamina aplicada estereotaxicamente
en la pars compacta de la suutancia negra. Una semana despues de
la lesidn se determino la velocidad de 1la conducta de giro
administrandose 10 mgrs por kg por via subcutanéa de
metanfctamina en solucién salina y a la hora se determind el
numero de giros por minuto. A la semana siguiente ( 15 dias
despues de 1la lesidédn ) se procedié a la determinacién de los
contenidos de dopamina estriatal. La grafica muestra la relacidn
.entre lasg determinaciones del contenido de dopamina expresados
como el porcentaje de lesidn y la velocidad de giro inducida por
la metanfetamina de 42 animales, la recta es la que mejor se
ajusta ( minimos cuadrados ) a los datos. El porcentaje de
.lesion se calculd expresando el contenido de dopanina
(determinado por HPLC ) del lado lesionado como porcentaje del
lado indenme. Kl contenido de dopamina fué expresado en cada caso
en picogramos por microgramo de proteina.

56



CRINPUPO -

WO =D reQ T

GRAFICA 3
RATAS NORMALES

25

o 1 -} L i1 1
o 10 20 30 40 50 60

| - MINUTOS

—o-Con AROA  ~B- Sin AAOA




Grafica 3. Curso temporal de la acumulacidn de GABA inducida
por AAOA en rebanadas de pars reticulata de la sustancia

negra de ratas normales. En la grdfica se wmuestra el
‘contenido nigral de GABA determinado por HPLC y expresado en

microgramos por miligramo de proteina de muestras de
al

rebanadas expuestas por diferentes tiempos acido
aminooxiacetico a la concentracién indicada. Los controles o sin
AAOA se administro solo el vehiculo. Los resultados representan

el promedio +- el error estandar de 4 determinaciones por

separado.
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Grafica 4. Curso temporal de la acumulacidn de GABA en rebanadas
de pars reticulata de ratas desnervadas con 6 hidroxidopamina 2
semanas despues de la cirugia. El contenido de GABA determinado
como se indico c¢n los metodos se grafica en las abcisas y en las
ordenadas los tiempos de incubacién en los que 1las muestras se
expusieron al AAOA. Los resultados representan el promedio +- el
error estandar de 4 determinaciones en cada caso. Los circules
blancos son los resultados de las determinaciones en las
rebanadas del lado control y los circulos negros los del lado

desncervado.
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Grafica 5. Curso temporal de la acumulacion de GABA inducida por
AAOA en rebanadaus de pars reticulata de ratas pseudoperadas en la
pars compacta de la gustancia negra. En este caso al lado operado
se le administro solo ¢l vehiculo y se procedio a hacer las
determinaciones. Los puntos representan la media + - el error
estandar de 4 determinaciones por separado. En circulos blancos
el lado indemne y en circulos negros las determinaciones en
rebanadas de pscudoperadas.
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Gr fica 6 Kfecto del SKF 38393 sobre la acumulacion de GABA

jiCIda r AADA en rebanadas de ratas normales y desnervadas a
3 dxtcrentes Liempos. La grafica representa el contenido de GABA
en presencia de AADA y conjuntamente con SKF en rebanadas tanto
en el lado control como en el lado deasnervado. Las ‘drogas
permanccieron en el medio de incubacidén por 10, 20 y 60 minutos.
Los resultados representan el promedio + =~ el error estandar

de 6 determinaciones.
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contenido
Se muestra

Antagonismo del efecto del SKF sobre el
de los

Grafica 7.

nigral de GABA por el SCH 23 390 y no por sulpiride
en la grafica el resultado de la administracidn conjunta
antagonistas selectivos de receptores D-1 y D-2 con el SKF 38393,
el tiempo de incubacidn fué de 10 minutos. Se grafica el promedio
+ - error estanadar de 8 determinaciones por separado.
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Grafica 8. Kfecto de la dopamina y antagoniswo por SCH 23390
sobre el contenido nigral de GABA. Sec muestra en la gréfica el
resultado de la administracidn conjunta de los antagonistas
selectivos de receptores D-1 y D-2 con la dopamina, el tiempo de
incubacidn fue de 10 minutos. So grafica el promedio + - el
error standar de 8 determinaciones por separado.
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Grafica 9. Efecto de la l-dopa y antagonismo por SCH 23390 sobre
el contenido nigral de GABA en rebanadas de ratas denervadas. Se
muestra en la grafica el resultado de la administracidn conjunta
de los antagonistas selectivos de receptores D-1 y D-2 con la 1-
dopa, el tiecmpo dec incubacion fué de 10 minutos y los
experimentos sc efectuaron en presencia de 500 uM de NSD 1015. Se
grafica el promedio + - el error standar de 8 determinaciones

por separado.
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Grafica 12. Facilitacion de 1a liberacién de GABA por la L-dopa
‘en la pars reticulata de la sustancia ncgra de la rata. En A se
muestra el efecto de un pulso de l-dopa sobre la liberacidn de
GABA radioactivo inducida por alto XK. En B se muestra el efecto
de la coadministracidn de la 1-dopa con el inhibidor de la dopa
descarboxilasa NSD 1015. En C con el antagonista de receptores
D-1 SCH 23 390 y en D con el antagonista de receptores D-2 1-
sulpiride. Los experimentos representan el promedio de 8
determinaciones ( cuatro experimentos ) + - el error estanadar.
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X DISCUSION

A. EVALUACION DEL MODELO DE LESION,

Como habiamos mencionado en la introduccién, para una adecuada
evaluacidon del papel de 1la dopamina y loe receptores D-1
pregindticos que modulan la liberacién y sintesis de GABA, era
necesario contar con un modelo de lesidén confiable., en el gque se
tuviera la certeza de que se elimina en una alta proporcidn la
inervacidén dopaminérgica de la sustancia negra compacta, y esto

es lo que se realizdé en la primera parte de este trabajo..

La inervacién dopaminérgica de la sustancia negra y de los
ganglios basales en general se origina en la pars compacta, se
trata de neuronas del grupo A8 de la clasificacidén de Ungersted (
var Carpenter 1984 }, cuyos axones proyectan al cuerpo estriado y
sus dendritas forman proyacciones a la pars reticulata adyacente,
es por esto que una vez producida la lesidn quimica de las
neuronas. hicimes determinaciones del contenido de dopamina en
esros dos nucleos. Técnicamente es mag ficil la determinacidén en
el cuefpo estriado pues se trata de un nacleo de mayor tamafio y
con concentraciones relativamente altas de la amina, es por esta
razon que decidimos hacer las determinaciones para el porcentaje
de lesién en este nucleco, ademds de que se trata de la misma
proyeccidén que llega a la pars reticulata de la sustancia negra.

Sin embargo antes de esto quisimos ver si efectivamente laslesién
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producia una caida similar. de dopamina en ambos nucleos. Los
resultados de la grafica 1 nos mostraron que efectivamente existe
una caida en el contenido de dopamina en ambos nacleos y que el
porcentaje de lesidén calculado es ambas regiones es el mismoA

practicamente.

Ahora bien, sabemos que el método de lesidén es aceptable desde el
punto de vista bioquimico. pero no quiere decir gque sea estandar
.para todos los animales, ya que de hacer una aplicacién
deficiente de la droga. o aplicarla en un sitio inadecuado el.
porcentaje de lesidn variaria de animal a animal y modificaria
los resultados de los experimentos. Es por esto que tratamos de
hacer una correlaciscn con parametros conductuales que nos
permitiera seleccionar a priori a los animales con un rango
similar de porcentaje de lesidn.
El parametro deseado fué la conducta de giro gque origina la
metanfetamina. .Escé plenamente mostrado en la literatura (ver
Ungersted 1971}, que los sistemas dopaminérgicos de la rata
participan en la simetria postural durante el movimiento, y gue
la lesién unilateral de la sustancia negra., produce postura
asimétrica a la deambulacién. lo que se traduce en conducta de
giro. La metanfetamina que se administrd aAlos animales provoca
liberacion de dopamina del sitio contrario de la lesidn, lo que a
su vez origina estimulacién de los sistemas dopaminérgicos de ese
hemisterio haciendo que predomine el tono motor y la conducta de

i .
giro. La velocidad de la conducta ‘de giro es proporcional al

77



“grado " de lesién, como lo mostramos en la grafica 2. Esta
rproﬁorcionalidad del parametro conductual y el evento bioquimico
es determinante para nuestro trabajo, vya gue permite que a través
de. .la conducta de giro se pueda seleccionar un grupo de animales
con un rango similar de lesidn. De esta manera para el resto de
los experimentos mostrados en este trabajo, sesselecciond a las
ratas que por conducta de giro mostraron mas de 12 giros por
minuto lo que corresponde al 90% de grado de lesidn o mas, Las
ratas con giros por debajo del limite fijado fueron descartadas

para los experimentos.

En resumen contamos hasta este momento con una metodologia
adecuada para la seleccion de animales a priori. Por dltimo cabe
seflalar que la lesién quimica de la pars compacta de la sustancia
negra es un modelo experimental equivalente a la enfermedad de
Parkinson, por 1o gue resulta de utilidad en estudios sobre
fisiopatologia de la enfermedad y en consecueﬁcia los resultados

mostrados agqui también contribuyen a ello.

B. LA ACCION DE LA DOPAMINA EN LA SINTESIS Y LIBERACION DE
GABA KN LA SUSTANCIA NEGRA.

Nuestros resultados apoyan la idea de que la dopamina modula la
sintesis por un lado y la liberacidén de GABA por el otro. Este
proceso en la pars reticulata de la sustancia negra reviste gran
importancia pues parece ocurrir a través de un receptor

presinaptico del subtipo D-1.
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Para el caso de los experimentos de liberacidn ((rafieca 11), esto
parece ser un hecho claro, ya que la denervacidn a'que fueron
.somecidos las rebanadas evita que al evocar la liberacién de
GABA, se libere dopamina dcndricicé y se activq el receptor, pues
de no haberse evitade esto, la dopamina exégena agregada al medio
de perfusién no hubiese tenido efecto. Por otro lado el
antagonisme del efecto de la dopamina por el antagonista
selectivo de los receptores D-1 y no el de los D-2 apoya la idea
de gue el receptor involucrado es el primero y no el segundo
sikuiendo el criterio farmacolégico. Apbyando esta afirmacidn se
encuentran los resultados de Barone y Cols (1989) en los cuales
por estudios autoradiograficos se mostrd que los receptores D1
presentan una localizacidén presindptica en la sustancia negra (es
decir en terminales axénicas) de la rata y nuestro trabajo les
asigna. en este casoe un papael fisioldgico al modulap la

liberacién de GABA de las terminales estriado-nigrales.

A pesar dé esto surge la pregunta interesante, si la dopamina
sndégena que Liberan las dendritas es también capaz de activar
estos receptores. Los resultados de la grafica 12 indican que
esto si acontece. ya que la anfetamina en rebanadas de ratas
normales al movilizar dopamina de las dendritas, estimula 1la
liberacion de GABA y este efecto se bloguea por el SCH 2;?90. mas

z%a cunado se produce la denervacién, la anfetamina deja de
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ejercer su efecto, debido a que no hay dendritas de donde
producir - la liberacién de dopamina. En resumen los hallazgos
sugieren que la dopamina exogena mimetiza la accidn, de la
endbgena a través del receptor D-1 presinaptico.

Por otro lado 4 la dopamina- determina la sintesis de GABA?. Los
datos de las graficas 4 y § asi lo sugierén. Primeramente con la
técnica descrita se obtiene una acumulacidn de GABA dependiente
del tiempo que refleja la actividad sintética que las terminales
tienen del neurotransmisor ( ver figura 3 ) , pues se rompe el
circulo sintesis degradscién que en condiciones basales se
establace en la preparacién y que ha sido descrito por otros

autores (ver Pasantes y Aréchiga 1884).

Ahora bién en rebanadas de ratas denervadas ( grafica 4 ) la
acumulacién no se produce, la dnica diferencia entre las estas,
asi como las gque provienen del lado no denervado es la ausencia
de la dopamina producida por la lesidén. En consecuencia la
dopamina debe ejercer algin efecto modulatorio f{estimulador),
sobre los factores enzimiticos que determinan la sintesis. Como
la sintesis de GABA en esta terminales es efectuada por 1la
descarboxilasa del acido glatamico (GAD), es por lo tanto a este

nivel al que se esta produciendo la modulacidn.

Sin embargo el hecho de la disminucién de la sintesis observado
por la denervacién dopaminérgica no indica el nivel de accién de

la dopamina y en esta tesis se propuso que pudigra ser
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_presindptico.: gomo';ocugré para; . -la’’ liberacidén. Tratando de

'éxplorar1;esﬁn e “procedié a la ‘estimulacién de receptores

‘présiﬁétiéos D;{‘ con el akonista selectivo SKF 38393  ( ver
gréficarﬁ }..:La dopémina fué inicialmente descartada debido al
difici)l manejo que presenta pues la oxidacién espontanea se
produce abroximadamente a los 30 minutos, lo que la invalida para
uses - por périados dé tiempo prolongados. no obstante en los
experimentos de corta exposicidén como los de la éréfica 8 se usd

tamhién.

La estimulacidén condujo a un incremento en la acumulacién de GABA
en las rebanadas de ratas denervadas, lo que indica incremento en
la actividad biosintética del GABA, sin embargo este incremento
significative no fué capaz de llevar a una recuperacion del 100%
de de la sintesis a pesar del tiempo prolongado de exposicidn de
la droga. En consecuencia algin otro factor pudiera intervenir
modulando la sintesis de GABA a plazo de tiempo mas largo. Este
podria ser de tipo génémico. pues recientemente se ha mostrado
que la dopamina también esta involucrada en la expresién de
ciertos genes incluyendo enzimas. No obstante la participacién

de) receptor D-1 presinaptico gueda apoyada en este hallazgo.

Por criterios farmacolédgicos, también puede observarse que el
receptor involucrado es el D-1, por la accién del SKF (agonista
selectivol), y la accién antagonica del SCH y no del sulpiride (

antagonista selectivo D-1 y D-2 respectivamente ).

81



ver gratica 8.

C. LA ACCION DE LA L-DOPA Y LOS RECEPTORES D-1.

De acuerds con nuestros antecedentes e hipétesis, existen
sugerencias de la literatura de que la l-dopa mimetiza acciones
mediadas por receptores D-1, exite también controversia si 1la 1l-
dopa es convertida a dopamina en terminales nerviosas
dopaminérgicas remanentes y reemplaza la deficiencia observada en
pacientes parkinsonianos asi como en modelos experimentales. Por
tltino se ha observado que la 1l-dopa estimula la actividad de la
GAD e incrementa el nivel de GABA en el liguido céfalo raguideo

de los pacientes con enfermedad de Parkinson.

Tranando de resolver estas discrepancias fue gue nos planteamos
la presunta ¢ es la l-dopa un agonisté dopaminérg}co D-1 ?. Los
experimentos de las graficas 9 y 11 tratan de apoyar esta idea.
En el modelo como el que presentamos donde la sintes y liberaciédn
de GABA astadn moduiados por dopamina exploramos si la l-dopa es
capaz de mimetizar este efecto. Los resultados tanto de

liberacién como de sintesis mostrados en las graficas indigan que
.r
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la l-dopa mimetiza 1la acidn de la dopamina, pues estimula la
libsracidn vy sintesis de GABA por un efecto mediado a través de
receptores D-1 ya que el SCH 23390 fué capaz de antagonizar su
efgcno igual que el de la dopamina. Sin embargo esto no responde
la pregunta de si el efecto se media o no por su conversién a
dopamina, la respuesta se mostrd en el mispo grupo de
experimentos que se realizaron en presencia de NSD. La
administracién de la droga ( que previene la conversién de dopa a
dopamina ) ne modifico la respuesta a la l-dopa. Mas aun los

experimentos de sintesis se efectuaron en presencia de NSD.

En consecuencia estos dates refuerzan esta idea de la accidn de
la L-dopa, sugieren un mecanismo directo farmacoldgico para
explicar el aumente de actividad de la GAD y el nivel de GABA en

el liquido céfalo ragquideo de los parkinsonianecs.
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XI CONCLUSTONES

1.~ Los receptores D~1 presinapticos de la sustancia negra pars
reticulata al ser activados por dopamina, incrementan o facilitan

la liberacién y sintesis de GABA en las terminales estriado

nigrales

2.- La l-dopa parece mimetizar las acciones de la dopamina sobre
' los receptores D-1 presindpticos, sin necesidad de ser convertida

a dopamina por las terminales remanentes.
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