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I. Rl!SUllEN DE 1'ES IS 

La sustancia ne~ra es un núcleo mesencefálico, que participa en 

la coordinación somato-motora. Se relaciona sináptica y 

funcionalmente con los ganglios basales de los cuales recibe su 

IDllYOr aferencia sináptica (Dray 1980), esta formada por dos 

regiones: la pars compacta y la pars reticulata. La primera esta 

compuesta de neuronas. dopaminérgicas que proyectan al núcleo 

estriado. y la segunda de neuronas GABAérgicas que proyectan a 

los núcleos prcmotores CCarpenter, 1984). Las dendritas de las 

neuronas dopaminérgicC:1s proyectan a la pars reticulata y ahí 

liberan dopamina C Geffen et al 1984 J, formando una proyección 

que usa dendritas en lugar de axones CHattori et al 1979). 

En la pars reticulata, las dendritas dopaminérgicas hacen 

sinápsis con las aferentes GABAérgicas estriatalcs Wassef y 

cols. 1981 J, lo cuál sugiere una estrecha interacción 

presináptica entre los dos ncurotrasmisores. La natUraleza de 

esta interacción no ha sido adecuadamente dilucidado. pues se 

desconoce la acción de la dopamina liberada en las dendritas 

sobre la liberación de CiABA <Chesselett 1984 ). En est<1 tesis 

presentamos datos que sugieren fuertemente que la dopamina modula 

de manera estimulatoria la liberación de GABA. 



Asociados a las terminales GABAérgicás nigrales, se ha 

demostrado por estudios autoradiográficos CBarone et al, 1987) 

una nlta densidad de receptores dopaminérgicos del tipo~ D-1 de 

localización . presinii.ptica. Esta part.icu.lar idad hace 
·..._; 

qUe la 

sustancia negra sea un modelo ideal para el estudio de la 

fisiologia de los receptores D-1 preslnápticos y de la.liberación 

de neuro.transmisores. Además sugiere que estos receptores 

controlan la actividad metabólica de la terminal, aspecto hasta 

aho1·a no estudiado. En este trabajo exploramos el control de 

estos receptores sobre una de las actividades metabólicas más 

importantes de la terminal. la síntesis de neurotransmisores en 

este caso del ácido gamma amino-n-butirico. Mostramos como la 

sintesis de CTABA está modulada tónicamente por la actividad de 

estos receptores. 

La 1-dopa es un agente ant.i.parkinson~ano de uso común que 

incrementa la concentración 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 Cdescarboxilasa del ácido glutámico> CAbbot 

1982). Acciones similares a las de la L- dopa. se han mostrado 

para aeonistas de receµt.ores del subtipo D-1 < Trugman y Wooten, 

1980 ). En est.e trabajo presentamos datos en los que se sugiere 

la posibilidad de que la 1-dopa actiole los receptores D-1 COllO 

agonista farmacológi~o. reforzando de esta f orJDa la liberación 

de GABA e incrementando la actividad de la GAD. Con estos 
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. res u 1 tados estamos contribuyendo al én.tendimiento de los 

mecanismos de acción de esta droga utilizada en la Enfermedad de 

Parkinson. 
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Il. JH1ºRODUCCION 

A. -JlJSTIFICACIOH 

El Mal de Parkinson con~tituye una enfermedad del sistema 

nervioso central, originada por la degeneración y mue1·te de las 

neurcnas dopaminérgicas de la pars compacta de la sustancia 

negrb. Aunque la causa es en esencia desconocida sabemos que ia 
mue1·te neuronal conlleva a alteraciones motoras caracterizadas 

por acinesia y temblor. Actualmente las conductas terapeúticas 

de la enfermedad se basan en el tratamiento quirútgico o 

farm.:icológico. El primero consiste en el transplante autólogo de 

células de médula suprarenal y aún existe controversia en cuanto 

a su eficacia. El segundo consiste en el uso de fármacos como la 

1-dopa para suplir la deficiencia de dopamina en las regiones 

afectadas. No obstante a la fecha no exi~te un éxito total en el 

tratamient.o de la enfermedad. Es por esto que es importante. 

continuar con el desarrollo de conocimientos sobre la 

"fisiopatología de la enfermedad. el modo de acción de la 

farmacos y los mecanismos extrapiramidales del control motor. 

En este sentido el presente trabajo pretende contribuir ~l 

desarrollo del conocimiento de estos aspectos, a aclarar el papel 

de la dopamina en la sustancia negra y el posible modo de acción 

de la 1-dopa. actual fármaco antiparkinsoniano. 
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B. LOS GANGLIOS BASALES Y LA SUSTANCIA NKGHA. 

Los Ganglios Basales son grandes masas de sustancia_ gris 

subcc.rtical, clásicamente considerados como derivados 

embriológicos del telencéfalo. Dos grandes divisiones de los 

Ganglios Basales han sido reconocidas y se les ha asociado con 

funciones distintas. La primera la constituye el Cuerpo Estriado. 

que comprende al Núcleo Caudado. al Putamen y al Globo Pálido los 

que se les relaciona con aspectos integrativos de la función 

soma to-motora. 

Am.igdalino que 

La segunda región es el Complejo Nuclear 

con respecto a la primera es filogenét.\ca:uente 

más an~igua. Este último recibe en~radas olfatorias, y proyecta 

a varias partes del Hipotálamo por lo que se le considera como 

parte del Sistema Límbico y se le 1·elaciona con funciones 

viscerales, cndócrinas y 

sustancia neg7a. por la 

formalmente dentro de los 

conductuales Carpenter 1984 l. La 

definición antes dada. no se considera 

Ganglios Basales, sin embargo 'debido a 

la amplia relación sináptica y funcional que guardan entre si se 

considera par.3 su estudio dentro de ellos. 
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C. HORFOHSIO!.OGIA DK LA SlJS'fl\NCIA N~:GRA. 

La Sustancia Negra es el núcleo más grande del Mesencéfalo y se 

localiza bilateralmente en la pal-te dbrsal de los pedúnculos 

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 pa.rs ·compacta es una región. rica en células que contienen 

melanina y que se localiza dorsalmente a la pars reticulata que 

es una región con menor densidad de células las que a su vez 

contienen sales de hierro al igual que eÍ N'1clc~ Rojo ) ·y qua 

forman la mayor parte del núcleo ( Lopéz-Antunez 1979, Dr~y 

1980). En la µars compacta predominan las neuronas 

dopaminérg1..:os, en tanto que en ).a ret..i:--ulata, las GABAért?"icas. 

La pars lateralis es una iegión poco desarrollada fo~mada tanto· 

por células de la pars compacta como de la reticulatn. 

l. Gitoarquitectura. 

La sustancia negra presenta tres capas neuronales. a) una capa 

superior limitada exclusiva mente a la pars compact.:i, en donde 

las dendritas de las neuronas dopaminérglcas corren lateralmente 

dirigiéndose al área ventral del tegmento adyacente. b) una cap3 

intermedia donde las dendritas de las neuronas de ln pars 
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compacta corren dorso ventralmente entremezcl,ndose 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 paralelas al 

(Jurazka et al., 1977 ). 

pedúnculo cerebral 

También se distinguen tres tipos de neuronas en la Sustancia· 

Negra: neuronas ~randes con diámetro entre 45 y 14 uK. neuronas 

mediana~ con diámetro de 19 a 25 uH y neuronas pequeftas de 

menos de 20 uM de diámetro y con á~bol dendritico muy pequefio· y 

axón corto ( ~luraz.ka et al. • 1977 ) . 

La pars compacta está formada en su roayor parte de neuronas de. 

tamaño mediano ~n un 90 ' y peque~as en un 10 '· Son neuronas 

ovoideas. poligonales o fusiformes con 3 a 6 dendritas pi-imarias 

de una de las cuales emerge un ax6n fino C0.5 uH de dia,...tro ) y 

que no emite colaterales en su trayecto • estas neuronas forman 

dos subcapas. La subcapa más dorsal está constituida por neuronas 

dopaminérgicas fusiformes con arboles dendriticos ~ue se 

extienden mediolateralmente, continuándose con el área ventral 

tegmental adyacente y sus axones proyectan al Cuerpo istriado 

CGerten 1984, 1~85, Jimenez Castellanos y Graybiel 1985. Tepper 

et al 198'1 ) . La subcapa m6s ventral es de mayor densidad y esta 

formada por neuronas piramidales con dendritas varicosa• que se 

proyectan a la pars reticulata CRinvik y Grofova 1979, Gerfen 

1985 ) . 
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La pars reticulata está constituida par neuronas grandes en un 

60 % , e interneuronas en un 4 O %. ·Las neuronas presentan árboles 

dendriticos con orientación rostro-caudal y perpendiculares a 

las de las neuronas dopaminérgicas de la pars compactp. Son en 

su mayoría neuronas de proyección que, a difer~ncia 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 

sus termina les a los núcleos premotores ( 'l'álamo. 

proyectan 

CoHculo 

Superior y Formación Reticular Mesencefálica ) (Carpenter 1984). 

En la pars reticulata se encuentran los procesos dendriticos de 

las neuronas dopaminérgicos de la pars compacta. Estas dendritas 

hacen sinápsis con las terminales GABAérgicas que vienen del· 

estriado C Wassef et al 1981, Van den Pool et al 1985, Nitsch y 

Riesemberg 1988 >.y como sus axones estriatales liberan dopa.mina 

C Hattori et al 198b >. Dado que no se 11an encontrado vesiculas 

sinápticas en los procesos dendríticos, se piensa que la 

dopamina liberada de las dendritas proviene del sistema retículo 

endoplasmático C Dray 1980 l. 

Las sinápsis en la pars reticulata son de tipo axo-dendritico 

observándose frecuentemente botones en passant de una 

terminal haciendo sinápsis con un proceso dendritico CBak et al 

1975 ) . En la pars compacta los contactos sinápticos de t.ipo·. 

axe-somático son mas frecuentes y se forman entre terminales que 
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se originan en .su mayoría en el Globo Pálido ·ipsilateral con las 

neuronas dopaminégicas (Hattori et al 1973, 1975 l. 

2. Relaciones sinápticas. 

AferenLes. Como hemos mencionado la Sustancia Negra se estudia 

con los Ganglios Basales debido a las relaciones sinápticas 

estrechas que guardan entre si ( Nauta y Domesik 1984 ) . ' .. ~ª mayor 

aferencia de esto núcleo proviene del Cuerpo Estriado. El 

Caudo-putamen envía axones a la pars reticulata. en tanto que el 

Globo pálido envia axones a la pars compacta ( H3ttori 1973, 

Araki et al 1985 l. Ambas proyecciones constituyen el 95 % de 

la"! aferente nigrales y se sabe que el GABA es su 

neurotransmisor ( Carpenter 1984 ). 

Otras proyecciones menos importantes han sido descritas hacia la 

sust.ancia negra, tal es el caso de la proyección 

subtálamo-nigral ( NaKanishi et al 1967 l, la proyección rafé 

ni¡¡ral 

nigral 

Pasik et al 1964 l y la proyección. Pedúnculo-pontino 

Benninato y Spencer 1986 ), 

Eferentes. Las proyecciones efercñtcs se. dividen en las 

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

no dopaminérgicas parten de la pars reticulata y proyectan a los 

núcleos premotores del Tálamo, al Coliculo Superior y la 

Forraación Ret.icular Hcsencefcilica y usan GABA como 

neurotransmisor. 

3. fisiologia general. 

La Sustancia Negra está involucrada Junto con los Ganglios 

Basales en el control del movimiento voluntario y forman parte 

del sistema extrapiramidal Dray 1980 ). El Cuerpo Estriado 

recibe la información de los movimientos voluntarios originados 

en la corteza y al fluir a través de los ganglios basales es 

. facil i t.ada y focalizada, lo que permite la activación de un 

grupo muscular. Esta acción se lleva a cabo Por los circuitos de 

retroalimentación en los que participa la pars reticulata de la 

Sustancia Negra la cuál respresenta una estación de salida de la 

información descendente C Penny y Young 1983 l. Por otro lado el 

papel de la pars compacta, única fuente de dopamina de los 

Ganglios Basales , 

la enfermedad de 

se encuentra aún sin dilucidar, sin embargo 

Pa~kinson que presenta una amplia gama de 

alteraciones [tlOtoras destaca la importancia de este n~cleo en el 

control motor, ya que 13 enferrnedad está d3da por la 

degeneración selectiva de las neuronas de esta parte de la 

Sustancia Negra. C Zigmond y Stricker 1983 l. 
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4. La dopamina en la Sust~ncia Negra. 

La dopamina parece tener un papel importante como 

neurotransmisor en la Sustancia Negra. Una apreciable cantidad 

de dopamina e~ta contenida en las dendritas de las neuronas 

dopaminérgicas que proyectan a la pars reticulata CDray 1980 ) . 

Las dendritas son de tipo varicoso y contienen cúmulos de 

vesiculas ple•)rnorficas que forman densos racimos capaces de 

capturar dopa:nina C Bjorkund y Lindvall 1975 l. La estimulación 

electrica y con al~a concentración de Potasio C Geffen et al 

1976, Aceves ~· Cuello 1981 de la Sustancia Negra orginan una 

liberación dopamina dependiente de Calcio externo. 

Aparentemente la dopamina 

endoplásmico. ya que no se 

dendritica proviene de retículo 

observan vasiculas sinápticas como 

tal en las dendritas < Hattori 

puede decir que las dendritas 

et al 1979, Wassef 1981 ). Se 

forman una verdadera proyección 

nigro-nigral qu_e usa las dendritas en lugar de axones para 

transmitir o r>?cibir información. 

El. papel fisio.lógico de la dopamina liberada de las dendritas en 

la Sustancia Uegra. se encuentra en discusión. Tres lineas de 

investigación han postulado las siguientes hipótesis. 
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a. ~a primera sugiere que la dopamina activa a un autorreceptor 

somato-dendritico que controla el disparo neuronal. La base 

experimental de la hipótesis se encue.ntra en estudios con 

animales inte~ros, en los que la dopamina y los af(entes 

dopaminérgicos del subtipo D-2 inhiben el disparo de las neuronas 

dopaminérglcas de la pars compacta Carlsson et al !987 ), lo 

mismo que estudios "in vitre" que muestran que la activación de 

los receptores D-2 de la Sustancia Negra producen una 

hiperpolariz.ac:ón de las ~euronas dopaminérgicas al activar una 

corriente de Potasio C Lacey et al 1988 ). 

hipótesis los estudios de receptor-ligando 

Apoyando esta 

específico han 

mostrado la prosencia de los receptores 0-2 asociados .:il soma y 

dendritas de las neuronas dopaminérgicas 

CBekcstead 1988 l. 

de la pars· compacta 

b. La segunda linea de investigación sugiere que la dopamina 

liberada de las dendritas modula la acóión inhibitoria del GABA y 

de la via estriado-nigral sobre las neuronas GABAérgicas de 

proyección de la pars reticulata Es decir se sugiere que atenua 

los efectos inhibitorios del GABA. La base experimental de la 

hipótesis se 1:mcuentra en estudios electrofisiológicos, en los 

que la aplicación local de dopamina en la pars reticulata, que 

por si sola no modifica la actividad de las neuronas 

GABAérgica!;!, atenúa la inhibición que la aplicación local de GABA 

produce en est,-ts neuronas, de igUal forma· atenúa la inhibición 

producida por ,,stimulación de la via estriado-nigral. No obstante 
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ni .el receptor involucrado. ni el mecanismo de modulación están 

dilucidados. Por otro lado los estudios de receptor ligando no 

han mostrado receptores dopaminérgicos en estas neuronas. Se 

requiere de investigación más detallada para interpretar los 

hallazgos ( Waszscak y Walters 1984 l. 

c. La tercera hipótesis es tema de esta teSis, en ella 

proponemos qw-~ la dopa mina liberada de las dendritas, activa 

receptores prosinápticos 

liberación y sintesis de 

nigrales. 

13 

del subtipo 

GABA en las 

D-1 que 

termianles 

modulan la 
(l 

estriado-



D. Hcceptores IJopaminérgicoS 

Actualmente se reconoce la 

receptores 

propiedades 

activación 

a dopamina. La base 

f.-.irmacológicas y 

CStoof y Kebabian, 

receptores D-1 y D-2. 

l. Receptores D-1. 

existencia de dos subtipos de 

de su clasificación esta en sus 

la consecuencia bioquímica de su 

1984). Tales subtipos son los 

Los receptores D-1 al ser activados estimulan la actividad de la 

adenilato ciclasa y en consecuencia incr~mentan la producción de 

AMPc. Dicha estimulación ocurre por medio de los nucleótidos de 

guanina. La proteina G que sintetiza los nucleótidos de guanina 

posee 2 subunidades. la e!ltimulatorla <Ns) y la inhibitoria CNil 

(Kelly et al, 1987; Olianas y Onali. 1987). Los receptores ·0-1 

activan la subunidad Ns, que activa a la adenilato ciclasa, con 

la consecuente sintesis de AMPc <O lianas y Onali, 198'1). 

El AMPc intracelular está relacionado con la fosforilación de 

proteínas, qu~ se encuentran asociadas a canales fónicos o 

procesos enzimáti~os, cómQ los que median la síntesis de 

neurotrasmisorcs <Mestikawy y cols, 1986). 

Se dispone aceualmente de ·agonistas farmacológicos 

que actuan sobre los receptores 0-1 como el SKF 

· 14 
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antagonistas selectivos de los mismos como el SCH 23390 <Stoof y 

Kebabian, 1984>. 

2. Receptores ll-2. 

La activación de receptores D-2 conlleva a una reducción ,. 

import.ante de la actividad de adenilato ciclas a 'I a la 

disminución de la formación de AMPc en la mayor parte de las 

preparaciones <Kelly et al, 198"/; Ta na ka et al, 1986). Este 

proceso, también involucra la participación de la proteína G 

reguladora pero a través de la subunidad inhibitoria Ni CCooper 

et al. l!l86). f.,a activación de esta subunidad depende de Sodio la 

cuál inhibe la adenilato ciclasa y la formación de AHPc. 

No todos los eventos de la activación de los receptores D-2, 

llevan a la inhibición de la actividad Je la adenilato ciclasa 

(Stoof et al 1982). r:n algunos casos en los que esta asociación 

no se presenta, se ha encontrado una inhibición de la formación 

de fosfoinosltidos por un probable acople de estos receptores 

con la iosfolipasa C <Pizzi et al, 1987). Dicha inhibición es 

probablemente la responsable de la inhibición de los flujos de 

Calcio, en preparaciones en las que los receptores 0-2 se 

asocian a inhibición de la liberación de rieurotrasmisores 

(r"uHwara et al. 1987; Pi;:rn i et al, 1987, 1988). Actualmente 

también se dispone de agonistas y antagonistas farmacol6gicos 

·ospecificos sobre estos receptores, tal es el caso de la 
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bromocriptina como agonista y el 1-sulpi~ide corno antagonista, 

solo por mencionar algunos de ellos C Stoof y Kebabian 1984 l. 

3. Eventos fisiológicos asociados a los receptoreo 

d~paroinérgicos del Sistema Nervioso Central. 

Poco se sabe ~cerca de los eventos fisiológicos·en los que'los 

receptores D-1 están involucrados C Stoof y Kebabian 1984 l. Los 

receptores 0-2 presinápticos inhiben la liberación de 

ncurotrasmisores tal es el caso del: ácido glutámico CBrown y 

Arbuthnott, 1983) la acetil-colina CStoof Y cols . 1982) la 

dopamina CHerrn1rn y Langer 1982) y algunos péptidos CStoof y 

Kebabian 1984). Los receptores 0-2 post-sinápticos producen 

inhibición del disparo neuronal al activar una corriente de 

Potasio la cual produce unr.> hi¡;.erpolariz.ación 

et al 1987). 
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Il I. Pl.AHTKAHl!o:H'fO D~;¡, PRODt.~:HA 

LOS receptores D-1 han sido descritos como elementos 

presinápticos de las terminales estriado-nigrales y otras 

terminales GABAérgicas de los ganglios basales CBarone et al, 

1987). Sin emb.:n·.go, la consecuencia funcional de su activación se 

desconoce ( Walaas y cols. 1988). Causa de lo anterior pu6de 

r·adicar en la falta de estudios adecuadamente diseñados 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 su~tancia negra, cuyos axones proyectan al 

cuerpo estriado y sus dendritas proyectan a la pat·s reticulata 

CGerfen 1987 l. Las dendritas liberan dopamina como sus 

terminales axónicas Hattori et al 1979 ). l.a localización 

presináptica del receptor D-1 sugiere modulación de la síntesis y 

liberación del neurotrasmisor de estas terminales estriado­

nigrales. en es~e caso GABA. Las técnicas habituales de estudio 

de la liberación de GABA, no han arrojado luz con respecto a 

este punto, debido a que también se produce la liberación de 

dopamina de lt1s dendritas y en consecuencia se enmascara el 

efecto de lo::;; agentes dopaminérgicos que se agregan para 

modificar la U b•?ración CChesselet 1984 ) . 

En este trabajo, nos proponemos estudiar la modulación de la 

liberación de CiA8A por dopamina. Nuestro modelo experimental, lo 
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constituye la rebanada de sustancia negra reticulata desnervada 

de su aferenc.ia dopamtnérgica. la cuál no presenta el. 

inconveniente de que cuando se evoque la liberación de GABA se 

libere tarobi~n dopamina proveniente de las dendritas. La 

desnervación se producirá por lesión química de la pars compacta 

de rat.as intact.>s c·on 6-hidroxidopamina C6-0HDAJ <Zigmond y 

Stricker 1984 ) . 

La L-dopa y loa receptores D-1. 

La L-dopa formada durante la biosintesis de la dopamina. se ha 

usado como efect.ivo agente antiparkinsoniano. La enfermedad de 

Parkinson se produce por la degeneración y muerte de las 

neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la sutancia 

negra. cuya e~iologia es aún desconocida Barker 1988 J. 

Acompai'i.ando a est.o existe una disminución de la actividad de la 

enzima sintetizante del GABA GAD J en los ganglios basales 

<Abot.t. et. al 19~2 J. El mecanismo por el cual la L-dopa produce 

mejoría clínica 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 

subt.i'po D-1. .Tal es el caso 

por agentes dopaminérgicos del 

de estudios de captura neuronal de 2 

de-oxi-glucosa r:1dioactiva ( Trugroan y Wooten 1986 ) . Lo mismo se 

ha encontrado, que la L-dopa incrementa el nivel de GABA en el 
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liqtiido cefalo raquídeo de ·los pacien'tes con enfermedad de· 

P.1rkinson. asi como la actividad la GAD Cdescarboxllasa del 

ácido glutámico >.los cuales están significativamente disminuidos 

en estos pacien~es ( Abbott 1982 l. Como el GABA se sineetir.a y 

libera en las terminales GABAérgicas del Sistema Nervioso 

Central. es posible que la L-dopa actuc directamente·como agente 

dopaminérgico del subtipo D-1 y produzca así sus efectos 

terapeúticos. Es~o impiica que la activacion de estos receptores 

conllevará también a un aumento de la síntesis y liberación de 

GABA. Estos aspectos los exploramos en este trabaJo. Nuestro 

modelo para estudiar la síntesis de GABA 16 constituye una vez 

mas la rebanada de sustancia negra reticulata de rata desnervada 

de su aferencia dopaminérgica. 

La rata con lesión de la pars compacta de la sustancia negra 

constituye el morlclo 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 

.fisiopatolog!a de la enfermedad, así como la acción terapeútica 

de la L-dopa y contribuir a aclarar el papel de la dopamina Y los 

receptores D-1 en el Sistema Nervioso Central. 
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IV. UIPOTl!SIS DK TRABAJO 

Con base en los antecedentes mencionados prop.onemos 

siguientes hipótesis de trabajo. 

l.- El papel funcional de 

facilitar la liberación 

los receptores 0-1 presinápticos 

de GABA, asi como incrementar 

las 

es 

la 

actividad de la enzima sintetizante del neurotranmisor en las 

terminales estriado nigrales. 

2.- La L-dopa es un agente farmacológico capaz de activar los 

receptores D-1 presinápticos produciendo también un 

en la sintesis y liberación del GABA. 

20 
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V. OBJETIVOS 

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

presinápticos dopaminérgicos en la sustancia negra de la rata. 

2.- Dilucidar el mecanismo de acción farmacológica.de la 1- dopa 

al activar receptores dopami.nérgicos del subtipo D-1 
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VI. l!KTAS E:SPECU'ICAS 

l.- Dilucidar si los agentes dopaminérgicos del tipo D-1 son 

capaces de estimular la liberación y sintesis de GABA en la pa_rs 

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 1-dopa y agentes D-1 
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VII. !!&TODOS 

A. DISEllO KXPKllillKHTAr. 

l. Estudiamos la actividad de la GAD (descarboxilasa del ácido 

glutámico). en::ima sintetizante del GABA en el modelo "in 

vitro " de rebanadas de pars reticulata de la sustancia negra, 

tanto en ratas normales como en ratas lesionadas del sistema 

dopaminérgico nigral. La evaluación de la actividad de la 

·enzima. se hizo indirectamente por medio de la acumulación de 

.GABA, provocada por la presencia del inhibidor de la enzima que 

degrada al neurot.ransmisor: el acido aminooxacético Bernasconi 

Y cols 1982 ). Posteriormente. sobre la cinética de acumulación 

se estudio el efecto de la denervación; de los agentes 

dopaminérgicos que activan receptores L>-1, corno el SKF 38393; 

de la dopamina misma y el bloqueo de ellos por el SCH 23390 

(antagonista específico de estos receptores ). También 

estudiamos el efecto de la 1-dopa sobre dicha síntesis. 

2. Se estudió lñ liberación de GABA radioactivo. previamente 

capturado por rebanadas de pars rcticulata de la sustanc~a negra 

de ratas denervadas. La liberación se indujo por una alta 

concentración de K, de acuerdQ al metodo descrito por Florán y 

cols ( 1988 ), y se probó el efecto de la dopamina y la·l-dopa. 

También se estudio el bloqueo del SCH 23390 sobre estas drogas. 
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Las acciones de la dopamina endógena. se; evaluaron por el efecto' 

de la metanfetamina sobre la liberación de GABA en rebanadas de 

ratas no lesionadas. 

B. PR!lPARACION 

Los experimentos · de liberación de GABA radioactivo y de 

actividad de la GAD se efectuaron en rebanadas C 300 uM espesor> 

de la pars reticulata de la sustancia negra provenientes de 

ratas machos Wistar normales y lesionadas unilateralmente de la 

pars cotopacta con 6-hidroxidopamina (6-0HDA}. Las rá.tas se 

sacrificaron por dislocación cervical. se extrajo el cerebro 

completo de la cavidad craneal y se sumergió en solución Krebs­

Hanselei t. a 4 grados C. De.l cerebro se cortó un bloque de tejido 

que incluía el núcleo a disecar y se fijó en un soporte metálico 

que :=se montó en un vibratomo Oxford modelo G ), donde se 

obt~vieron rebánétdas de cerebro de 300 uM de espesor que se 

mantuvieron en solución de Krcbs a grados centigrados, 

burbujeada con un.:i mezcla de CO 1 y O 1 

Las rebanadas se colocaron en un portaobjetos frie y la 

sust.ancia negra reticulata se disecó baJo microscopio 

estereoscópico con un bisturí. De acuerdo al atlas estereotáxico 

de Koning y Klippel C 1970 ), la sustancia negra queda incluida 

sigu~endo el eje anteroposterior entre 2580 y 1600 micras. Una 

vez obtenidas se continuó con el protocolo experimental de 

liberación de GABA radioactivo o de GAD. según el experimento. 
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C. LKSION CON 6-HIDROXIllOPAHINA (6-0HDA). 

En algunos experimentos, según se indique se produjo denervación 

del sistema dopaminérgico nigro-estriatal. con objeto de obtener 

rebanadas de sustancia n·~r;ra reticulata en las Cuales se 

produjera degeneración de las dendritas provenientes de las 

neuronas dopaminérgicas <Hattori 1979). Para ello, las neuronas 

fueron lesionadas quimícamente, mediante la aplicación 

esteretotáxica de 6-hidrox'idopamina en la pars compacta de la 

sustancia negra de un solo lado. 

Las ratas <200-230 grs. ) fueron anestesiadas con hidrato de 

cloral (400 mgs por Kt; de peso) y mediante un corte sagital de la 

piel del cráneo y exposición ulterior del hueso, se realizó un 

orificio de 1.5 mm de diámetro con un ta~adro odontológico en las 

coordenadas 2.2 mm laterql y 5.4 mm posterior <tomado a Bregma 

como 0). En este sitio se insertó una jeringa Hamilton {5ul> 

hasta una profundidad de 7.2 mm a partir de la duramadre. Estas 

coordenadas fueron determinadas previamente por inyección de 

azul de metileno y corroboración histológica. Se inyectó una 

solución de 6-0HDA (6ug/ul en solución salina isotónica Y ácido 

ascó1·bico O. 02% para prevenir la oxidación de la toxina) 1 a una 

velocidad de ul/minuto. El volumen inyectado fué de 2 ul. 

Después de extraer la jeringa. se suturó por planos. 
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:•:1 grado de degeneración de las neuron'as dopam1nérgicas fué 

~valuada de dos maneras distintas : 

l. Conductualmente. Una semana después de la aplicación· de la 

toxina, los animales recibieron una inyección subcutánea de 

d-1-metanfetamina (10 mgrs/Kgl y se evaluó la conducta de giro 

ipsilateral producida por la droga de acuerdo al método .~escrito 

por Ungersted en 1971. Se correlacionó la velocidad de giro con 

el grado de lesión (ve~ más adelante ce.no cal~ularse ) , para que 

através del parámetro conductual se puediera seleccionar las 

ratas que fueron usadas. 

2. Bioquimícaroentc. Se determinaron los niveles de dopamina en 

el estriado (principal núcleo de proyección de las neuronas de 

·la pars compacta) Y sustancia negra en el lado lesionado y en el 

normal. Para esto. además de tlisecar la sustancia negra, se 

disecó el núcleo estriado el cuál fué homoger:iizado en óOO 

ul de ácido perclórico o. 1 N y se centrifugó a 1200 RPM por 90 

segundos. Del sobrenadan te se tomaran 15 ul para determinar el 

contenido de dopa mina por HPLC con detección electroquímica. La 

columna usada fue C18 Perkin Elmer ), la velocidad de flujo 

de 1.4 ml/min. El potencial de oxidación se mantuvo a 0.8 volts 

con respecto al electrodo de referencia Ag/Ag Cl. Con esta 

medidA se corroboró que el nivel de dopamlna en el lado lesionado 

esta por debajo del normal al menos en un 90 % . Este se evaluó 

calculando el pocentaje de lesión mediante la siguiente fórmula : 
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% lesión 

1- (Contenido de dopamina lado les.iondo/normall) x 1 O O 

ver figura l. 

D. PROCKDIHIKN'fOS !!XPKRIHF.NTALES 

l. Kxpcrimcntos de actividad de la GAD. 

Las rebanadas de pars reticulata fueron disecadas bajo 

microscopio Y colocadas en un sistema de camaras de incubación 

fabricadas con jeringas para insulina (ver figura 2) Se 

colocaron tres rebanadas por cámara, la cuál contenía 400 '~.- de 

una solución de Krebs-Henseleit, burbujeada continuamente con 

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

condiciones 

equilibrio). 

aminoxiacético 

permanecieron durante 30 minutos periodo de 

agregó ácido Posterior a este tiempo. se 

AAOA ) al medio de incubación hasta alcanzar 

una concentracion final de 10 -5 ?1, en la cuál diferentes muestras 

permanecieron por diferentes periodos de: 5, 10, 20, 40 Y 60 

minutos. Al cabo del este tiempo, las rebanadas fueron 

transladadas a una solución de ácido pérclorico O.lN en un 
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· CAMARAS DE INCUBACION 

IOL. 
KREl·HIMllU:IT 

400.-iMI 

.IEIUNOA DE INIUUJIA 
Ol PLAITtcO. 

~ 02/COZ 
"'+---- -l (15•1) 

REBANADAS DE SU SUSTAllCIA 
NllllA ftfTICULATA 

DllOLD DE CAUCHO 

1• KftlODO Ol EQUILl .. UO 30 MUe. 

z• AAOA IOpM DURANTE 10,20,40,10 MIN. 

1• DftOOAS UTILIZADAS HOUN D..~RIMENTO 

FIGURA 2 
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volumen rie 400 ul. para detener la reacéión de acumulación de 

GASA que producP. el ácido .:.minooxiacético. 

En este volumen las rebanadas fueron homogenizadas manualmente. 

Del homogenizado total. 25 ul fueron utilizados para 

detflrrninación de proteina por el metodo de Lowry. Del resto de la 

muestra se obtuvo el sobrenadante previa centrifugación en una 

microcentrifuga airfuge CBeckaman) a 33 PSI por 1 minuto. El 

!Jobrcnaciante se filtro en membranas dt! naylon d.c O " micras del 

cuál 50 ul fueron procesados para cromatografía liquida de alta 

presión con detección f lourométrica. El análisis de HPLC se llevó 

a cabo usando una columna RP 18 CHerk). La fase móvil se usó a un 

flujo de 1 ml/min. y el reactivo de flourescensia a un flujo de 

0.5 ml/min. La longuitud de onda de exictación/emisión del 

espectroflourómet.ro fué 330-380/460-600 nm. La derivación usada 

fué post-columna <ver figura 3 y 4). Los resultados de la 

cantidad de GABA fueron expresados como microgramos I mgr de 

proteína 

·2. Kxperimentos de liberación de GABA radioactivo. 

Las muestras destinadas ~ los experimentos de liberación , se 

colocaron en 2 ml de solución Krebs a 37 grados centígrados 

por 30 minutos ~eriodo de estabilización), esta solución 

posteriormente fue reemplaüada por una solución fresca que 

contcmia 2 x 10··8 M de 3-H GABA C 65 Ci/ mmol l, en presencia 
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EXPERIMENTOS DE ACTIVIDAD DE LA GAO 
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FIGURA 3 
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de b-alanina uM) para bloquear la captura gl ial. Esta , 
segunda incubación duró 30 minutos ( periodo de marcaje ) . Luego 

las rebanadas se lavaron manualmente con solución de Krebs 3 

veces para eliminar el exceso de radioactividad no capturada y 

posteriormente se transferieron a camaras de perfusión CAceves y 

Cuello 1981 ) para continuar el cxperiment;.o CVer figura 5). 

Las rebanadas se colocaron al azar en las cámaras de perfusión 

después del periodo de marcaje. Se introdujeron rebanadas 

por cámara. La velocidad de perfusión d~l tejido fue de 0.5 ml 

por minuto y s~ mantuvó durante l hora (segundo periodo de 

equilibrio hntes de iniciar el experimento la perfusión se hizo 

con solución de Krebs normal C 6.25 mM de K ) la cual contenía 

á.cido nipecótico 10-5 uM. para bloquear la recaptura de GABA por 

las terminales C Krogsgaard-Larsen y Jhonston 1975 ) . ·-..· 

Una vez terminado el 2o. periodo de equilibrio, las muestras 

fueron CKpuestas a una alta contración de K para inducir la 

liberación de GABA radioactivo de las terminales La 

estimulación duró 80 minutos, tiempo durante el cuál se 

tomaron 20 frac•:.iones <le 2 ml cada una del liquido de perfusión, 

en el que s~ colecta el ne1Jrotransmisor liberado. Al final de ia 
estimulación. las rebanadas fueron extraídas de las camaras y se 

transferieron a recipientes "viales" en donde se les solubilizó 

con tritón X-100 al 5%. A las muestras colecta~as durante la 

estlmulación y los tejidos solubili~ados se les agregó 12 ml de 
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liquido de centelleo ñ base de tolueno, para determinar su 

radioactividad, la cuál fué cuantificada en un contador de 

centelleo usando metodos convencionales. 

E. EVALOACION DE RESULTADOS. 

l. Kxperi..,ntos de la Actividad de la GAD. 

Los contenidos de GASA de las rebanadas se expresaron como el 

total de GABA de la muestra en ngrs, dividido entre el contenido 

de proteína total de esa muestra. Se graf icó esta determinación 

para grupos de muestras sometidas a los diferentes tiempos en 

que se expusieron al acido aminooxiacético. Este es el indice de 

actividad de la enzima, pues la acumulación observada se debe a 

sintesis, ya que la degr.'ldación del neurotransmisor esta 

inhibida. 

2. Kxpcrimentos de liberación. 

La radioactividad de una muestra o fracción de 

expresó como la fracción de liberación estimulada, 

calculado como el cociente de la radioactividad de 

entre la radioactividad del teJido al momento 

muestra o sea: 
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F.L.= Radioactividad presente· en una fración colectada/ 

Radioactividad del tejido al momento de colectar la 

fraccióh. 

El efecto de las diferentes drogas se obtuvó dividiendo la 

fracción de liberación de las rebanadas expuestas a la droga 

entre la fr.:iccion de liberación de rebanadas no expuestas. pero 

que se correran en paralelo con aquéllas, a este cociente se le 

denominó cociente de la fracción de liberación ( C.F.L. ). En el_ 

caso de que la liberación de GABA se facilite por efecto de' 

droga, el cociente sera mayor de uno, en el caso de lo contrario 

inhibición. sera menor de l. Las drogras se administraron en 

pulso en las fracciones 4 a 12. 

F. SOLDCIONKS Y DROGAS 

l. Solucion Kreb9-ffensulei~ nor""'l ( mll ) 

NaCl 131. o 
KCL 5.0 

Ca Cl2 2.0 

Mg 504 l. o 
KH2 P01 l. 25 

NaHC03 25.0 

Glucosa 10.0 
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Ksta solución fué preparada tomando los componentes a partir de 

soluciones madre. y no agregando el CaCl 1 sino hasta 

burbuJeado la solución con mezcla gaseosñ de C01 5% y 

al 95 % durante 20 minutos. Se continuó el burbujeo 

haber 

Oxigeno 

con la 

mezcla gaseosa durante todo el experimento manteniéndose la 

solución a 37 grados. Después del equiljbrio < 20 minutos se 

medió el valor del Ph y se ajllstó a 7.4. En los casos en que 

agregaron a las soluciones dopamina o agentes dopaminérgicos se 

añadieron 50 uM de metabisulfito de Na por litro de solución con 

el objeto de evitar la oxidación de estos compuestos. 

2. Soluc.ión KrHbs 15 mi! K ( despolarizante ) . 

Nacl 55.58 mM 

Na2S04 39.21 mM 

K2S04 6.87 mt'! 

KH2P04 l. 25 mt'! 

CaC12 2.0 mt'! 

11g 504 l. o ml1 

Glucosa 10.0 mtl 

Esta solución despolarizante se preparó incrementando a 15 mM el 

K manteniendo el producto [KJ(C!J constante 1 para evitar el 

posible inchamiento de la preparación por la redistribución de K 

y Cl según el principio de Donnari ). ~a osmolaridad se compenso 

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

Tolueno 

Triton x-100 

P.P.O * 
P.0.P.O.P. ** 

* 2.5-Difenil-oxazol 

667.0 ml 

333.0 

4.0 g 

0.200 g 

*·• l,4-bis-2-(5-fenil-oxazol )-benzeno 

Se mezclaron los ingredientes hasta obtener una mezcla homogenea 

4. Fa3es Cromoatográficas. 

B'ase Movil para dopamina 

Honocloroacetato de Sodio ph= 3 

Acetonitrilo 

Tetrahidrofurano 

Alquil.Sulfato de Na. 

Fase 11ovil para GABA 

KH2P04 

Metano! 

ph =3 

Reactivo de Flourescensia 

Acido Borico ph = 10 

Reactivo de Brig 

Hercaptoetanol 
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OP1' * 500 m¡¡rs 

* 0-heptaldehido. 

5. Drogas: 

3H-GABA radioactivo. ( Amersham. Co.) 

b-alanina 

ácido nipecótico 

Meta-bisulfito de Na 

Dopa.mina 

SCff 23 390 

1-sulpiride 

l-dopa 

SKF 39393 

NSD 1015 

dl-mctanfetamina 

ácido aminooxiacético 

~cido perclorico 

G. ANALISIS RS'J'ADISTICO. 

C.as curvas de acumulación de GABA. en ratas normales y 

desnervadas. sometidas a diferentes condiciones experimentales, 

fuei·on analizadas siguiendo el me todo de Análisis de Varianza 

CANDEVA , para valores promedios de acumulación obtenidos para 

los diferentes tiempos. 



En los experimentos de liberación se analizaron los diferentes 

periodos de exposición a las drogas 

ANm:v A de bloque~ y seguida 

usando Analisis 

de prueba de 

de Varianza 

Duncan para· 

determinar la diferencia estadística en los grupos sometidos a 

drogas. 
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VIII Rl1SUL'fl\DOS 

11. KVllLUJ\ClON Dr:L MODIU.O DR LliS TON UNlLll'rF.RAL DK LA SUSTANCIA. 
N•:GRA PAUS COMPACTA CON 6 HIDROXlllOPAMINA. 

De acuerdo a nuestra estrategia experimental, en algunos casos 

utilizamos rebanadas provenientes de sustancia negra reticulata 

obt.enidas de ratas con lesión de la pars compacta provocada con 

ti-hidroxidopamina, de tal manera que estas no presenten 

dendritas dopaminérP.icas. J::n esta seccíon de los resultados 

mostr.'..lmos la maner.J. en que se determinó el grado de lesión de 

las ratas, con el objeto de selecciona1·las a priori para los 

experimentos. 

l. Efecto de la leDión con 6 hidroxidopamina en la pars compacta 
sobre el contenido nir,rnl y eatriutal de dopamina. 

En estos experimentos se realizó una determinación de los 

cont~nidos estriatales y nigrales de dopamina. con el obJeto de 

conocer la magnitud de la denervación que se logra por la lesión 

de la pars compact.a. sobre estas dos estructuras que son los 

·sitios de proyección de las neuronas dopaminérgicas <Carpenter 

ig~4 ). Tambi~n sirvió 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 lesión. Los 

resultados se muestran en la gráfica l. En ellos se muestra el 

resultado obtenido de un grupo de 6 ratas lesionadas. Los 

41 



con1.enidos: se . encuentran exp1·esados en picogromos de dopamina· 

por microg1·amos de pf-oteina. Nót~se coffio en el lado lesionado 

existe un& dismin•.tclón significa ti va P" 0.001 t de student 

del contenido de dopamina con respecto del lado control, tanto 

en la · pars ret.iculata como en el núcleo estriado. La 1nagni tud 

del porcentaje de lesión en ambas estructuras es similar: 92 +-

4 % en el estriado vs 89 +- 3% en la sustancia neg-ra e ver 

seccción de métodos para el cálculo del porcentaje de lesión). 

Cabe acla1·ar que en ratas normales no existe diferencia entre 

los contenidos de dopamina nigral y estriatal cuando se comparan 

en ambos lados Cdatos del laboratorio no mostrados en esta 

tesis l. 

2. Correlación entre la conducta de giro inducida por 
mctünfet.aroin;1 y el porcentaje ele lesión de los animales 
desnervados. 

En estos experimenLos se realizó una correlación entre la 

velocidad de giro que induce la metanfe-:.am.ina en los animales 

lesionados,. con el porcentaje de lesión calculado a partir de las 

determinaciones de dopamlna efectuadas en el nücleo estriado dos 

semanas despues de L; cirugía. La velocidad de giro se e~_,luó una 

hora después de administrada la droga. Los resultados de 42 

animales operados se muestran en la g-ráfica 2. Nótese como 

aproximadamente a parr.ir del ·10% de grado de lesión la 

v~locidad de giro se incrementa proporcionalmente de manera 

lineal con respecto del porcentaje de lesión. La linea recta que 

meJor se ajusta presenta un indice de regresión de 0.84 < método 
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de los rninirnos cuadrados). 

Bl l\XPERIMENTOS DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD. 

En esta sección de los resultados se encuentra la 

caracterización do la actividad de ·la GAD en rebanadas de 

sustancia negra y el efecto que la activación de receptores 

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

l. Efecto del acido aminooxiacetico ( AAOA ) sobre ~l 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 muestras de .t·ebanadas de sustancia negra 

fueron incubadas a diferentes tiempos en presencia de 10 uM de 

AAOA o vehículo. Al final del periodo se determinó el contenido 

de GABA como se indicó en la seccíon rl~ mé t.odos. La maniobra 

condujo a la acumul;;ición de: GABA , ver gráfica 3 , debido al 

bloqueo de la degrada el ón de (;ABA que produce la droga. y a que· 

.la sintesjs permanece activa en las terminales nerviosas 

(Pasantes y Arechiga 1981 ). La acumulación se observa desde los 

5 minutos y es estadi3ticarnente si~nif icativa desde los 10 

(p:0.005 ANDgVA l. con respecto del periodo control t=O 

minutos ) . De inicio hay un inc.rcmento casi lineal que llega al 

máximo a los ~O minutos y se mantiene sin cambio aparente aún 

después cte los 60 minutos Csin diferencia estadisticamente 
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significativa entre los grupos 20, 40 y 60 minutos ANOEVA ). Lfls 

rebanadas que no son sometidas a la acción del AAOA, no 

presentan cambios significativos en el contenido de GABA, aún 

despues de 60 minutos de iniciada la administración de la droga 

nl grupo experimental <t=O 6.45 +/- 0.33 ug GABA/mg protelna, 

t=SO 6.44 +- 0.15 ug GABA/mg protelna n= 4 en cada caso ). 

2. Kfecto de la denervación sobre la acumulación de GABA 
producidas por AAOA. 

Estos experimentos se efectuaron para determinar si la inervación 

dopaminérgica que se encuentra en la rebanadas de ratas normales, 

eJerce una acci6n modulatoria sobre la acti•lidad de la GAD, para 

lo cual se estudio la acumulación de GABA en rebanadas de 

sust~ncia negra.reticulata provenientes de ratas desnervadas de 

su af erencia dopaminérgica. Los experimentos se realizaron 

comparativamente tanto en el lado normal como en el den~rvado, 

en ratas de dos semanas de lesión ver grafica 4. En el lado 

norm~l se presentó una acumulación de GABA igual a la de las 

ratas no operadas de la sección anterior, pero en el lado 

dene1·vado sólo hubo un ligero incremento del contenido de GABA 

que no es diferent.e estadisticamente con respecto de t:O para 

ningur10 de los tiempos estudiados (evaluados por el metodo de 

ANDEVA ) . 



Para destacar que la disminución en la acumulac:lón se debe a la 

dismun1Jción de' la dopamina en el lado denervado y no al trauma 

quirúrgico de la lesión, los mismos experimentos se realizarán 

en un grupo de ratas pseudoperadas a las cuales se les 

administró en la cirugía de lesión el vehículo, pero no la 

neurotoxina, ver gráfica 5. Nótese como en estas ratas en el lado 

operado igual que en el control hay una acumulación normal de 

GABA en respuesta o la administración del AAOA, lo que sugiere 

que la desaparición de la inervación dopaminérgica es la 

responsable de este efecto. Estas ratas no presentaron 

disminución del contenido 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. Kfecto del SKF 38393 sobre la acumulación de GABA inducida par 
AAOA en rebanadas de ratas denervadas .. 

En estos experimentos se exploró el efecto que tiene la 

acti vac1 On ae recept.ores dopaminérJ{icos del subt.ipo D-1 por el 

agonist.a selei:tivo SKF 38393. sobre la acumulación de GABA que 

produce el AAOA. La droga se administ.ró conjuntamente con el AAOA 

a tres dif~reni.es tiempos 10. 20 y 60 ) a la conccntracíon de 

10 utt, tanto en el lado normal como en el denervado. Los 

resultados se muestran en la gráfica 6. 

45 



Para t=lO minutos el SKF prod.ujo un incremento significativo en 

la acumulación de GABA en la rebanadas del lado denervado 

(Contenida de GABA control 4.91 +- 0.81 vs SKF= 9.33 +- 0.43, 

n=ti p:O. 001 ANDEVA y un ligero· incremento, aunque no 

estadisticamente significativo en las del lado control <Contenido 

de GABA control= 11.80 +- 2.02 vs SKF 14.99 +- 2.38, n=6 l. 

Para t=20 minut.os la dro1¡:a provocó un ~fecto similar en el lado 

denervado l Contenido de GABA control 5.43 +- 0.75 vs SKF= 10.02 

+- l. 38 p:(J. OIJl n=6 ANDO:VA l. observandos<> un ligero incremento 

en el lado normal que no alcanzó significancia estadística. 

lC.,n1'enido de GABA control= 15. 15 +-2. 81 vs SKF= 16. 24 +- 2. 06 

n=o ANDEVA >. Aunque el incremento debido al SKF para.el lado 

denervado pareciera un poco mayor que 

no alcan~ó signif icancia estadistica 

denervado en presencia de SKF t.=10 : 

10.02•- 1.38 n:6 ANOEVAl. 

p~ra el caso de t=lO este 

(Contenido de GABA lado 

9.33 ·- 0.43 vs t.=20; 

Por tlltimo par~ t=60 ln droga produjo un incremento en el lado 

denervado, s~mejant.e para su correspondiente en t= 10 y t=20 

lConteraido de GAl:IA ladc• denervado en presencia de SKF t= 10 9. 33 

+- 0.43. t"2C1 10.02 +- 1.36 y t= 60 10.37 •- 0.63 p= 0·.05 ANDEVA 

n=S en cada caso), en tan~o que no modificó la acumulación en el 

lado normal. 
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En resumen la droga parece estimular la acumulación de GASA en 

el lado denervado de manera similar en el tiempo sin g1•andes 

modificaciones respecto lado normal. Cabe aclarar que la 

administración de SKF sin AAOA ni en el lado normal ni en el 

lesionado modifica per se el contenido de GABA 

mos.trados ) . 

datos no 

4. Antagonismo del efecto del SKF y la dopamina sobre la 
acumulación de GABA por el SCH 23 39D. 

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

esta mediado por receptores D-l y que la dopamina es capaz de 

mimeti~ar el efecto de la activación de estos receptores, se 

reali~aron experimentos en los que se estimuló la acumulación de. 

GABA por SKF y por dopamina, solos y en presencia del 

ant.agonista selectivo de receptores 0-1 el SCH 233390 lo mismo 

se probó el antagonista de los receptores D-2 1-sulpiride. Se 

usaron rebanadas del lado denervado con tiempo exposición de 10 

minu~os a las drogas. 

Los resultados se muestran en la gráfica 7 y 8 . La estimulación 

de receptores 0-1 por el SKF l uM ) y la dopamina 10 uM > 

produjo un incremento significativo de la acumulación de GABA en 

presencia de AAOA. Este efecto es bloqueado totalmente por el SCH 

23 390 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 
t 

+- 0.49 vs dopamina + SCH 6.72 +- 0.32 p:0.001 n=6 ANDEVA>. 
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5. Mfecto de la l-dopa sobre la acumulación de GABA inducida por 
AAOA en rcbanda~ de ratas denervadas. Antagonismo del SCH 
23390. 

Estos experimentos se realizaron con objeto de determinar si la 

1-dopa mimetiza la ª''ción de la dopamina y el SKF. sin ser 

descarboxilada, para lo cuál se realizaron en presencia de NSD 

1015. La .l-dopa también incrementó la acumulación de GABA 

inducida por AAOA C contenido de GABA control 6.20 +/- O.'' vs 1-

dopa 10.90 +/- 0.15 p=0.001 n=6 t-student l ver gráfica 9. De 

manera si1n1 lar el efecto fué claramente anta~onizado por el SCH 

23390, pero no por el 1-sulpiride C contenido de GABA SCH 23390 

6.30 +/- 0.12 y 1-sulpiride 10.53 +/- 0.12 l. 

C. EXPKRIKKHTOS DE LIBKRACION. 

En estos experimentos de acuerdo a lo.s objetivos planteados 

~studiamos la participación de la dopamina en la liberación de 

9ABA. asi como la actlvación de receptores D-1 dopaminérgicos 

presinápticos . la acción de la 1-dopa y la metanfetamina. 
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l. Kfecto de la estimulación con alto K sobre la liberación de 
GAHA radioactivo en rebanadas de pars reticulata de la 
sustancia negra de la rata. Obtención del cociente de la 
fracción de liberación. 

La gráfica 10 muestra la liberación fraccional de GABA 

radioactivo proveniente de rebanadas de ratas denervadas. en 

respuesta a la depolarización con alto K ( 15 mM ). La exposición 

continua a la despolarización produjo una prolongada liberación 

de radioactividad manifestada por un incremento eri la fraccion de 

liberación. Hay un aumento claro de radioactividad de las. 

fracc:iones l y 2 que declina a· medida que se progresa en la toma 

de las fracciones, pero siempre por encima de la liberación basal 

(que correponde al O en las gráficas ). 

En la parte inferior se graficó el promedio de cocientes de la 

fracción de liberación correspondientes de pares de 

determinaciónes de muestras corridas al mismo tiempo. ObsCrvese 

como en todas las fracciones el cociente oscila alredor de l. 

esto indica la homogenidad de la liberación de GABA de muestras 

perfundidas en paralelo. 
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i. Kfecto de la rlopamina sobre la liberación de GAílA inducida por 
K en la pars reticulatn de la sustancia negra. Antagonismo de 
SCH 23 390. 

~st~s experimentos exploraron la acción de la dopamina sobre la 

liberación de GABA y si el efecto se debe a la activación de 

receptores 0-1. En la gráfica 11. en A puede verse que la 

aplicación de un pulso de dopamina de las fracciónes S·a la 12 

produce un incremento en el cociente de la fracción de 

liberación ( C.F.L.= 1.76 +- 0.04 n=~ p=0.001 l. lo que indica 

facilitación de la liberación de GABA en estas condiciones. La 

facilitación se hace evidente al administrar la droga y se 

mantiene mientras esta present~ en el liquido de perfusión para 

revertirse paulatinamente al eliminar la droga. 

El bloqueo selectivo de los receptores dopaminérgicos del tipo 

D-1 por el SCH 23 390 produjo un bloqueo de la facilitac~ón que 

produce la dopamina como se ve en la sección B de la misma 

gráiica, ya que la coadministración de la dopamina no produjo 

·incremento en el valor d_el cociente de la fracción de liberación 

C. F. L.= l. 00 +·· O. 03 n=5 dopamina + SCH ). El bloqueo 

selectivo de los receptores dopaminérgicos 0-2 por el 1-sulpiride 

no bloqueó la acción facilitadora de la dopamina. y la 

administración conjunta de la dopamina con la droga no modificó 

significativamente el valor de C.F.L. que se obtiene unicamente 

con la dopamina ( C. F. L =. l. 75 +- O. 03 n=4 p= O. 01 con respecto 

dal control ) véase la parte C de la misma gráfica. 
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3. ~fecto de la L-dopa sobre la liberación de GABA inducida por 
K en la pars rcticulata. Antagonismo de receptorea D-1. 
Acción del NSD. 

Estos experimentos se diseñaron con el objeto de estudiar si la 

!-dopa es un agente farmacológico capáz de activar por si misn>0 

( y no a través de su conversión a dopamina ) los receptores D-1 

presin~ptico.s de la sustancia neg1·a. 

Los resultados de la gráfica 12 sección A muestran que la 

administracíon de L-dopa en forma de pulso de la fracciones 4 a 

la 12 produjo una facilitación de la liberación de GABA similar a 

la que produjo ia dopamina < G.F.C...= 1.70 +- 0.04). Puede verse 

en B que la inhibición de la dopa descarboxilasa ( enzima que 

produce la conversión de 1-dopa a dopamina l por la hidraz;ina NSD 

1015 no modificó la facilitación de la liberación po1· la 1-dopa 

CC.E'.L. 1.75 0.05 l. El eiecto de la 1-dopa fué bloqueada por 

la administración conjunta del antagonista selectivo de. 

re~eptores D-1 el SCH 23 390 1.03 +- 0.05 l como se observa en 

C. Por último notese en O como el 1-sulpiride no bloqueó la 

acción facilitadora de la dopamina < l.70 +/- 0.07 l. 
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4. l<fccto rlc l;l root.anfct.aroina sobro la lihora.ción de GABA en la 
purs rcticulat.a de la aust.ancia negra. _llloquco de receptores 
D-1. 

Las anfetaminas son fármacos capaces de evocar la movilización 

de dopamina de las terminales sinápticas, ademas de bloquear el 

siste~a de recaptura de la misma ( Parkcr Y Cebeddu 1988 ) , lo 

que las ha convertido en una herramienta farmacológica 

import.ant.e para el estudio de los efectos mediados a través de 

dopamina endógena. En nuestro estudio probamos el efecto de la 

d-metanfetamina sobre la liberación de GABA de rebanadas d.e ratas 

normales, parfl ver si la dopa mina endógena proveniente de las 

dendrl t.as que se encuentran intactas en estas muestras, era capaz 

de estimular también la liberación de GABA. Los resultados se 

muestran en la gráfica 13. En rebanadas de·ratas normales la 

anfetamina (100 uM) produjo una estimulación paulatina de la 

liberación espontánea de GASA que alcanzó un máximo de 30% a los 

16 minutos de aplicada. y que regreso a valores control cuando se 

suspendio la administración, ver sección A. r.a estimulacíon de la 

liberación fué. 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 sección B. La acción de la 

anfetamina no se observó en las rebanadas de ratas denervadas de 

"dopamina ( C.F.L.B = 0.98 +- 0.01 n=6 l ver sección C. 
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Gr6fica l. Contenido estriatal y nigral de dopamina en ratas con 
les.iP'n unilateral de la pars compacta de In sustancia negra. Kn 
la parte superior se muestra el contenido c3triatal de dopamina 
expresado en picogramos por microgramo de proteína. Hn la sección 
intermedia se muestra lo mistDO pero en la pars reticulata de la 
sustancia negra. Para a•bos ca3os se auestra comparativamente la 
determinación en el lado control y el lesionado. La parte 
inferior muc:itr;J el porcentaJe de lesión calculado para ambas 
regiones, con los datos de las graficus superiores. Los 
re~ultados repr.esentan el promedio +- error 
cstandord de 6 determinaciones. 
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Gráfi~a 2. Relación entre el porcentaje de lesión Y la velocidad 
de giro inducida por la metanfetamina en ratas desnervadas 
unilateralmente con 6 hidroxidopamina aplicada estereotaxicamcnte 
en la pars compacta de la sustancia negra. ílna semana despues de 
la lesión se determino la velocidad de la conducta de ~iro 
admini3trandose 10 mgrs por kg por vía subcutanéa de 
metanfctamina en nolución salina y a la hora se determinó el 
número de giros por minut.o. A la semana siguiente ( 15 dias 
de~pues de la lf::sión ) se procedió a la determinación de los 
contenidos de dopamino estriutal. La gráfica muestra la relación 

.entre las determinaciones del contenido de dopamina expresados 
como el porcentaje de le9ión y la velocidad de giro inducida Por 
lu metani'etamina. de 42 animales, la rc~cta es la que mejor se 
ajunta ( núnirno~1 cuadrados ) a los datos. El porcentaje de 
lesión se calculó expresanrlo el contenido de dopamina 
(determinado por HPLC ) del lado lesionado coroo porcentaje del 
lDdo indenn>e. Kl contenido de dopamina fué expresarlo en cada caso 
en picogramos por microgramo de proteína. 
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Gráficn 3. Cur90 temparal de la acumulación de GABA inducida 
por AAOA en r.eb;1nadas de pars rcticulata de la sustancia 
n~gra de ratas normales. F.n la gráfic8 se muestra el 

·contenido nigral de GABA determinado por HPLC y expresado en 
micrograrnos por miligramo de proteína de muestras de 
rebanadas expuestas por diferentes tiempos al ácido 
amlnooxiar.etico a la concentración indicada. Los controles o sin 
AAOA ~e administ.ro solo el vehículo. Los resultados representan 
el promedio +- el error e~tandar de 4 determinaciones por 
3eparado. 
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Gráfica 4. Curso temporal de la acumulación de GABA en rebanadas 
de pnrs reticull1 t..<t de ratas desncrvadaa con 6 hidroxidopamina ?. 
seman~s dcspuc~ de la cirugía. El contenido de GABA determinado 
como se indico <m los metodos se grafica en las abcisaa y en las 
ord~nadas los Liempos de incubación ~n los que las muestras se 
expusieron a! AAOA. Los resultados representan el promedio +- el 
error estandar de 4 deterroinacione9 en cada caso. Los círculos 
blancos gon lo~ resultados de la~ determinaciones en las 
rebanadas del lado control y los círculos ne~ros los del lado 
desnervado. 
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.GrAfica 5. Curao temporal de la acumulación de GABA inducida por 
AAOA en rebanada!I tle pnrs reticulata de ratas pseudoperadas en la 
pars compacta de la :-1ust.ancia negra. f(n este caso al lado operad'.> 
ue le administro solo el VC!hiculo y se procedio a hacer las 
determinaciones. Los puntos representan la media + - el error 
cstandar de 4 determinaciones por separado. Ii:n circulas blancos 
el lado indemne y en circulas negros las determinaciones en 
rebanadas de pscudoperadas. 
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BrJuflféJªa 6Po~<~eAcO~ endej-e~~ada3:~9e3 ;aºt.~~e no1rªmaª1°e~m~lad~~~ere:d;~B~ 
3 djferentes tiempos. Ln grafica representa el cont.enida·de G/\HA 
en prc::rcncia de AAOA y conjuntamente con SKE" en rebanadas tanto 
en al lado control como en el lado dm:mcrvado. Las 'drogas 
permanecieron en el medio de incubación por 10. 20 y 60 minutos. 
Los resultadoa representan el promedio + - el error estandar 
de 6 determinaciones. 
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Gráf.i.ca 7. Antagonismo del efecto del SKF sobre el contenido 
nigral de GABA por el SCH 23 390 y no por sulpiride. Se muestra 
en la graf ica el resultado de la administración conjunta de los 
antagonistas selectivos de receptores D-1 y D-2 con el SKF 38393, 
el tiempo de incubación fué de 10 minutos. Se gráfica el promedio 
+ - error estanadar de 8 determinaciones por separado. 

66 



1.1 
g 
r 
s 

G 
A 
B 
A 
I 
m 
g 
r 

p 
o 
r 
t 
e 
í 
n 
a 

1 -

1 
._ 

GRAFICA 8 
LADO DENERVADO 

CONTROL DOPAMINA DA + SCH DA + SULPIRl,DE 

n•8 en cada caso 



Gráfica 8. ((fec l;o de la dopamina y antagonismo por SCH 23390 
sobre eJ. contenido nigral de GABA. Se muestra en la #Iráfica el 
resultado de la administración conjunta de los antc.l~onistas 
selcctivoa de recept.orcn U-1 y D-2 con lu dopamina, el tiempo de 
i11cubr.eción fu<! de JO minulos. So grafica el promedio + el 
error standar dP. 8 determinaciones por separado. 
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Grilfl.ca 9. I\fecto de la 1-dopli y antagonismo por SCH 23390 sobre 
el contenido nigral de GABA en rebanadas de ratas denervadas. Se 
muc~tra en la gr~fica el rcsultudo de la administración conjunta 
rlti los ant.agonist.as selectivos de receptores D-1 y D-2 con la 1-
dopa. el tiempo de incubación fue de 10 minutos y los 
expHrimentos se ofectuaron en prr.sencia de 500 uH de NSD 1015. Se 
grafica el promedio + - el <~rror standar de 8 determinaciones 
por separado. 
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Gráfica 12. ~acilitacidn de la liberación de GABA por la L-dopa 
·en Ja pars reticuluta de la sustancia negra de la rata. Kn A se 
muestra el efecto de un pulso de .l-dopa sobre la liberación de 
GAHA radio.activo inducida por alto K. En B se muestra el efectO 
de la coadministración de la 1-dopa con el inhibidor de la dopa 
deacarboxilasa NSD 1015. En C con el antngonista 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. l!VALUACION Dl!L HODRLO DR Ll!SION. 

Como habiamos mencionado en la introducción, para una adecuada 

evaluación del papel de la dopamina y loe receptores D-1 

presináticos que modulan la liberación y síntesis de GASA, era 

necesario contar con un modelo de lesión confiable, en el que se 

tw:iera la certeza de que se elimina en una alta proporción la 

inervación dopaminérgica de la sustancia negra compacta, y esto 

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

La inervación dopaminérgica de la sustancia negra y de los 

g~ngJios basalc~ en ~en~ral se origina en la pars compacta, se 

trata de neuronas del grupo A8 de la clasificación de Ungersted 

ver Carpenter 1984 ) . cuyos axones proyectan al cuerpo estriado y 

sus dendritas forman proyecciones a la pars reticulata adyacente, 

en prJr esto que una ve<: protiucida la lesión química de las 

r.eu1·onas. hicimos determinaciones del contenido de dopamina en 

esr:.os dos núcleos. Tócnicamente es roa~ fácil .la determinación en 

el cuerpo estriado pues se trata de un núcleo de mayor tamaño y 

con concentraciones relativamente altas de la amina, es por esta 

razón qu~ decidimos hacer las determinaciones para el porcentaje 

de lesión en este nuclco, además de que se trata de la misma 

proyección que llega a la pars reticulata de la sustancia negra. 

Sin embargo antes de esto quisimos ver si efectivamente la,lesión 
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producia una caida similar de dopamina en ambos nucleos. Los 

resultados de la gráfica l nos mostra'ron que efectivamente existe 

una caída en el contenido de dopamina en ambos núcleos y que el 

po1·centaJl"\ de fesión calculado es ambas regiones es el mismo 

prácticamente. 

Ahora bien. sabemos que el método de lesión es aceptable desde el 

punto de vista bioquímico, pero no quiere decir que sea estandar 

para todos los animales, ya que de hacer una aplicación 

deflciente de la droga, o aplicarla en un sitio inadecuado el. 

porcentaje de lesión variaría de animal a animal y modif icaria 

los resultados de .Los experimentos. é:s por est.o que tratamos de 

hacer una correlación con paritrnetros conductuales que nos 

permitiera seleccionar a priori a los animales con un rango 

similar de porcentaje de lesión. 

El parámetro deseado fué la conducta de giro que oriliitina la 

me·tanfet.amina. Esta plenamente mostrado en la literatura (ver 

Ungersted 19º11). que los sistemas dopaminérgicos de la rata 

participan en la simetría postura! durante el movimiento, Y que 

la lesión unil.:i.teral de la sustancia negra. produce postura 

asimétrica a la cleambulación. lo que se traduce en conducta de 

giro. La metunfetamina que se administró a los animales provoca 

lib~ración de dopamina del sitio contrario de la lesión, lo que a 

su vez origina estirnulación de los sistemas dopaminérgicos de ese 

hemisferio hacfendo que predomine el tono motor Y la conducta de 

giro. La velocirlad de la conducta ºde giro es proporcional al 
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grado de lesión, como lo rnostramos en la gráfiCa 2. Esta 

proporcionalidad del pa1·ámetro conductual y el evento bioquímico 

es det.ermin3nte para nuestro ti·abajo, ya que permite que a través 

de la conducta de giro se pueda seleccionar un grupo de animales 

con un rango similar de lesión. De esta manera para el resto de 

los experimentos mostrados en este trabajo, set seleccionó a las 

ratas que por conducta de giro mostraron mas de 12 giros por 

minuto lo que corresponde al 90% de grado de lesión o más. Las 

ratas con giros por debajo del límite fijado fueron descartadas 

para los experimentos. 

En resumen contamos hasta este momento con una metodología 

aoecuada par.:. la selección de animales a priori. Por último cabe 

señalar que la lesión química de la pars compacta de la sustancia 

negra es un modelo experimental equivalente a la enfermedad de 

Parkinson, por lo que resulta de utilidad en estudios sobre 

fisiopatologia de la enfermedad y en consecuencia los resultados 

mostrados aquí también contribuyen a ello. 

B. l.A ACCIOH DE LA DOPAMIHA EH LA STNTES IS Y LIBERACIOH DE 
GABA llH LA SUSTANCIA Hl!GRA. 

Nuestros resultados apoyan la idea de que la dopamina modula la 

síntesis por un lado y la liberación de GABA por el otro. Este 

proceso en la pars reticulat~ de la sustancia negra reviste gran 

importancia pues parece. ocurrir a t.ravés de un ~eceptor 

pt1°esináptico del subtipo D-1. 



ESTA 
SAUI 

TESIS 
DE LA 

Para el caso de los experimentos de liberal":ión <Gráfica 11 >. esto 

pare1:e ser un hechQ claro, ya que la denervación a que fueron 

sometidos las rebanadas evita que al evocar la liberación de 

GAHA, se libere dopamina dondrít.ica y se active, el receptor, pues 

de no haberse evitado esto, la dopamina exógena agregada al medio 

de perfusión nea hubiese tenido efecto. Por otro lado el 

antagonismo del efecto de la dopamina por el antagonista 

selectivo d~ .los receptores D-1 y no el de lQs D-2 apoya la idea 

de que el receptor involucrado es el primero y no el segundo 

siguiendo el criterio farmacológico. Apoyando esta afirmación se 

encuentran los i·esul tados de Barone y Cols ( 1989) en los cuales 

por estudios aut.oradiog1.·áficos se mostró que los receptores Dl 

presentan una localización presináptica en la sustancia negra (es 

decir en tcrm1 na les axónicas) de la rata y nuestro trabajo les 

~signa en este caso un papael fisiológico al modular la 

libero:ición de GABA de las terminales estriado-nigrales. 

A pesar de esto surge la pregunta interesante. si la dopamina 

~ndógena que liberan las dendritas es también capaz de activar 

estos receptores. Los resultados de la gráfica 12 indican que 

esto si acontece. ya que la anfetamina en rebanadas de ratas 

normales al movilizar dopamina de las dendritas, estimula la 

liberación de GABA y est.e efect.o se bloquea por el SCH 23390. más ,. 

~~~ cunado se produce la denervación, la anfetamina d,eja de 
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ejerce1· su efecto, debido a que no hay dendritas de donde 

producir la liberación de dopamina. En resumen los hallazgos 

sugieren que la dopamina exógena mimetiza la acción: de la 

endógena a través del receptor 0-1 prcsináptico. 

Por otro lado ;. la dopamina· determina la síntesis de GASA?. Los 

datos de las grá"ficas 4 y 3 asi lo sugieren. Primeramente con la 

tócnlca descrita se obtiene una acumulación de GABA dependiente 

del tiempo que refleja la actividad sintética que las terminales 

tienen del neurotransmisor C ver figura 3 ) , pues se rompe el 

circulo síntesis degradación que en condiciones basales se 

establece en la preparación y que ha· sido descrito por otros 

autorP.s (ver Pasantes y Aréchiga 1984). 

Ahora bién en rebanadas de ratas denervadas C grafica ) la 

acumulación no s~ produce, la lmica diferencia entre las estas, 

asi como las que provienen del lado no denervado es la ausencia 

de la dopamina producida por la lesión. En consecuencia la 

dopamina debe ejercer algún efecto modulatorio (estimulador), 

sobre los factores enzimáticos que determinan la sintesis. Como 

la sin~esis de GABA en esta terminales es efectuada por la 

descarboxilasa del ácido glútamico <GAD), es por lo tanto a este 

nivel al que se esta produciendo la modulación. 

Sin embargo el hecho de la disminución de la síntesis observado 

por la denervación dopaminérgica no indica el nivel de acción de 

la dopamina y en esta tesis se propuso que pudi~ra ser 
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· P1."F!slnápt~co, como ocurre para la liberación. 1'ratando de 

explorar esto se procedió a la estimulnción cie receptores. 

pr .. ~sinii t.lC:os 0- l con eJ: a1-tonista se lectivo SKf' 38393 ver 

gráfica 6 ). La dopamina fué inicialmente descartada debido al 

dificil manejo que prcsen~a pues la· oxidación espontanea se 

produce aproximadamente a los 30 minutos, lo que la i·nvalida para 

usos por periodos d~ tiempo prolongados, no obstante en los 

experimentos de corta exposición como los de la gráfica 8 se usó 

tamhién. 

La estimulación condujo a un incremento en la acumulación de GABA 

en las rebanadas de ratas denervadas, lo que indica incremento en 

la actividad biosintética del GABA, sin embargo este incremento 

significativo no fué capaz de llevar a una recuperación del 100% 

de de la síntesis a pesar del -tiempo prolongado de exposición de 

1.3. droga. En consecuencia 1Jlgún otro fact.or pudiera intervenir 

modulando la síntesis de GABA a plazo de tiempo mas largo, Este 

podría ser de tipo genómico, pues recientemente se ha mostrado 

que la dopamina también esta involucrada en la expresión de 

ciertos genes incluyendo enzimas. No obstante la participación 

del receptor D·-1 presináptico queda apoyada en este halla.zgo. 

Por criter.los farmacológicos, también puede observarse que el 

receptor involucrado es el D-1. por la acción del SKF (agonista 

selectivo>. y J.a acción antagonica del SCH y no del sulpir~de 

antagonista selectivo D-1 y D-2 respectivamente ). 
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ver gráf j t~a 8. 

C. LA ACCIOH UK LA L-DOPA Y LOS RKCKPTORKS I>-1. 

De acuerdo con nuestros antecedentes e hipótesis, ~xisten 

sugerencias de la literatura de que la 1-dopa mimetiza acciones 

mediadas por receptores D-1, exite también controversia si la 1-

dopa es convertida a dopa mina en terminales nerviosas 

dopaminérgicas remanentes y reemplaza la deficiencia observada en 

pacientes parkinsonianos así como en modelos experimentales. Por 

último se ha observado que la 1-dopa estimula la actividad de la 

GAD e incrementa el nivel de GABA en el liquido céfalo raquídeo 

de los pacientes con enfermedad de Parkinson. 

Tra t.ando de resol ver estas discrepancias fue que nos planteamos 

la presunta ¿ es la 1-dopa un agonista dopaminérgico 0-1 ?. Los 

experimentos de las graficas 9 y 11 tratan de apoyar esta idea. 

En el modelo como el que presentamos donde la síntes y liberación 

de GABA están modulados por dopamina exploramos si la 1-dopa es 

capa?. de mimetizar este efecto. Los resultados tanto de 

liberación como de, síntesis mostrados en las grAficas indipan que 
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la 1-dopa mimetizo la ación de la dopamina. pues estimula la 

liberaclón y síntesis de GABA por un e;-ecto mediado a través de 

receptores U-1 ya que el SCH 23390 fué capaz de antagonizar su 

efecto igual que el de la dopamina. Sin embargo esto no responde 

la pregunta de si el efecto se media o no por su conversión a 

doparnina, la respuesta se mostró 

experimentos que se realizaron 

en el mismo 

en presencia de 

grupo de 

NSD. La 

administración de la droga ( que previene la conversión de dopa a 

dopamina ) no modificó la respuesta a la 1-dopa. Mas aún los 

experiment.os de sintesis se efectuaron en presencia de NSO. 

En consecuencia estos datos refuerzan esta idea de la acción de 

la 1-dop.;i., sugieren un mecanismo directo farmacológico para 

explicar el aumento de actividad de la GAD y el nivel de GASA en 

el .líquido céfalo raquídeo de los parkinsonianos. 
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XI C:ONGLUS IONES 

1.- Los receptores D-1 presinápticos de. la sustancia negra pars 

reticulata al ser activados por dopamina. incrementan o facilitan 

la liberación y síntesis de GABA en las terminales estriado 

nigrales 

2. - I,a ]-dopa parece mimetizar las acciones de la dopamina sobre 

loo ruceptorea D-1 prcsináptlcon. sin necesidad de ser convertida 

a dopamina por las terminales remanentes. 
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