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RESUMEN

RESUMEN

Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales interconectados cuya
interaccion es crucial para la ejecucion del movimiento voluntario. Los trastornos en su
dindmica dan lugar a diversos desérdenes de movimiento como la enfermedad de
Parkinson, entre otros, lo que destaca la importancia de estudiar su funcionamiento.

Dentro de los ganglios basales, la sustancia nigra pars reticulata (SNr) representa el
principal nucleo de integracion y salida de informacidn, al converger en él las vias directa
e indirecta. De estas recibe informacion inhibitoria y excitatoria, respectivamente, cuya
influencia conjunta habra de determinar si se lleva a cabo o no la ejecucidn del movimiento.
Hace algunos afios, nuestro grupo de trabajo propuso una interaccion local de
neurotransmisores a nivel de la SNr entre glutamato (GLU), GABA y dopamina (DA),
actuando esta como moduladora a nivel presinaptico de la liberacién de los mencionados.
Dicha propuesta establecia que la salida de GLU estimula la salida de DA -mediante la
activacion de receptores NMDA localizados en las dendritas de las neuronas de la sustancia
nigra pars compacta (SNc)-, activando esta receptores D1 en las aferentes estriato-nigrales y
subtalamo-nigrales, provocando la liberacion de GABA y GLU, respectivamente.

El modelo propuesto no contemplaba la participacién de los receptores D3 en las terminales
subtalamicas en la SNr, ni los D4, presente en las aferentes palido-nigrales, por lo que fue
materia del presente trabajo dilucidar dicha participacion.

Los experimentos de microdialisis realizados en este proyecto, muestran que el
antagonismo de los receptores Ds en las proyecciones subtalamo-nigrales, produce un
aumento en los niveles extracelulares de glutamato, lo que sugiere la actividad ténica de
dicho receptor, actuando como un “freno” ante la salida espontanea del neurotransmisor,
provacando ademas la salida de dopaminay GABA.

Por otra parte, los receptores Ds presentes en las terminales palido-nigrales, también
parecen estar tonicamente activos, pues su antagonismo produce un aumento en la
concentracion extracelular de GABA, independiente del aumento producido por la
activacion de los receptores Di, lo que sugiere que la interaccion
glutamato/dopamina/GABA mediada por receptores Ds es independiente funcional y

anatomicamente, de la liberacion de GABA desde las aferentes palido-nigrales.

12



ABSTRACT

ABSTRACT

The basal ganglia are a group of interconnected subcortical nuclei which interaction is
crucial to the execution of voluntary movement. Disruptions in their functioning cause
several movement disorders like Parkinson’s disease, among others, which highlight the
importance of studying them.

Within the basal ganglia, the substantia nigra pars reticulata (SNr) represents the main
integrative and output nuclei, converging in it the direct and indirect pathways. From these,
the SNr receives both inhibitory and excitatory input, respectively, which joint influence
will determine if movement happens or not.

Some years ago, our research group proposed a local presynaptic neurotransmitter
interaction in the SNr, between glutamate (GLU), GABA and dopamine (DA), being the
latter a modulator for the other neurotransmitters release.

This interaction established that glutamate release raises DA extracellular concentration
-by activating NMDA receptors located on the dendrites of substantia nigra pars compacta
(SNc) neurons-, in turn, DA activates D1 receptors on striatonigral and subthalamic-nigral
axons, causing the release of GABA and glutamate, respectively.

The proposed model doesn’t consider the involvement of Dz receptors on subthalamic-
nigral terminals, or D4 receptors, present on globus pallidus terminals in the SNr.
Establishment of said involvement is the main goal of this work.

Microdialysis experiments were performed to fulfill the objective. The results show that the
antagonism alone of Ds receptors on subthalamic-nigral afferents caused a raise in
glutamate extracellular levels, suggesting that those receptors are tonically active, acting
like a “brake” to glutamate’s spontaneous release

On the other hand, D4 receptors expressed on globus pallidus terminals in the SNr also
seem to be tonically active as their antagonism alone raised GABA extracelullular
concentration, being this raise independent from the increase caused by activation of the
above-mentioned D: receptors. Taken together, the data obtained suggest that the
glutamate/dopamine/GABA interaction previously explained is independent functionally
and anatomically from the GABA release on palidal-nigral afferents caused by D4 receptors

activation.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1 GANGLIOS BASALES

1.1.1 Fisiologia y organizacion anatomica de los ganglios basales

Los ganglios basales son un grupo de nucleos subcorticales interconectados que se
extienden a través del telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo(Albin et al., 1989).

Estan involucrados en una gran variedad de procesos que incluyen funciones motoras,
asociativas, cognitivas y mnemonicas. La division dorsal de los ganglios basales consiste
del estriado (divido a su vez en los subnucleos caudado y putamen), el globo pélido (GP,
segmento externo del globo palido en primates, GPe), el niucleo entopeduncular (EP,
segmento interno del globo palido en primates, GPi), el nicleo subtalamico (NST) y la
sustancia nigra (SN) dividida a su vez en dos partes principales, la parte compacta (SNc) y
la parte reticulada (SNr) (Fig. 1). Ademas de estas estructuras asociadas con funciones
motoras Yy asociativas, existe una division ventral de los ganglios basales (estriado ventral o
nacleo accumbens, palido ventral y area ventral tegmental), que se asocia con funciones
limbicas (Bolam et al., 2000).

Aungue no se consideran parte de los ganglios basales como tales, la corteza y el tdlamo
ventro-lateral participan activamente en los circuitos motores que se detallaran mas

adelante, por lo que es imprescindible su mencién.

frontal section

Figura 1. Vista coronal del cerebro, mostrando los nicleos de los ganglios basales. La seccidn se angul6
rostrocaudalmente para encontrar la mayoria de los ganglios basales en una sola seccién. C, corteza;
STR, estriado; GPe, globo pélido externo; GPi, globo palido interno; Th, talamo; STN, ndcleo
subtaldmico; SNc, sustancia nigra compacta; SNr, sustancia nigra reticulada.

(Tomado de Obeso et al., 2002).
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INTRODUCCION

1.1.1.1 Nucleo Estriado

El estriado es la estructura primaria de entrada de informacion a los ganglios basales. Se
divide en estriado dorsal, a su vez dividido en caudado y putamen; y en estriado ventral,
que comprende al nucleo accumbens y a las porciones estriatales del tubérculo olfatorio
(Bar-Gad et al., 2003). En roedores, se encuentra como una estructura Unica y homogénea
denominada neoestriado.

Las principales aferentes hacia el estriado provienen de la corteza cerebral, el talamo
-ambas de naturaleza glutamatérgica- y de la sustancia nigra pars compacta (SNc), esta
ultima de naturaleza dopaminérgica (Parent and Hazrati, 1995a).

El principal grupo neuronal en el estriado son las neuronas espinosas medianas (MSNs, por
sus siglas en inglés), y representan alrededor del 95% de la totalidad de neuronas estriatales
(Kemp and Powell, 1971). Son de naturaleza GABAérgica Yy solo esta estirpe neuronal
proyecta hacia los circuitos de los Ganglios Basales (Kita and Kitai, 1988). El 5% restante
esta integrado por interneuronas de naturaleza GABAGérgicas y colinérgicas, principalmente
(Tepper and Bolam, 2004).

Las neuronas de proyeccion estriato-nigral que proyectan directamente a los nucleos de
salida: el globo pélido interno (primates) / ndcleo entopeduncular (roedores) y a la SNr
(Kreitzer, 2009) expresan al receptor dopaminérgico D; y al neuropéptido denominado
sustancia P (Yung et al., 1996). En contraste, las neuronas de proyeccion estriato-palidales
qgue envian axones al globo palido externo (Kreitzer, 2009) expresan al receptor
dopaminérgico D> y presentan inmunorreactividad a encefalina (Yung et al., 1996).

Tras la demostracion de que las neuronas estriato-nigrales también expresan al receptor
dopaminérgico Dz (Ariano and Sibley, 1994; Diaz et al., 1995; Surmeier et al., 1996)
recientemente se descubrio que dicho receptor no solo colocaliza con el receptor D1, sino
qgue ambos forman un heterodimero (Fiorentini et al., 2008) que potencia la liberacién de

GABA hacia la SNr, cuando ambos receptores son coactivados (Cruz-Trujillo et al., 2013).
1.1.1.2 Globo Pélido

El globo péalido en primates esta comprendido por el globo pélido interno (GPi) y el globo

palido externo (GPe), mientras que en los roedores el segmento interno corresponde al
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nucleo entopeduncular (EP) y el segmento externo corresponde al globo palido (GP) (Shin
et al., 2003).

El globo palido es una estructura de naturaleza GABAGérgica que recibe aferentes estriatales
principalmente; también recibe inervacion dopaminérgica proveniente de la SNc. Esta
conectado reciprocamente al ndcleo subtaldmico y proyecta directamente a los nucleos de
salida: el GPiy la SNr (Bar-Gad et al., 2003).

Ademas de las proyecciones antes mencionadas, también se han identificado aferentes
palidales en el tadlamo, coliculo superior y el pedunculo pontinuo (Parent and Hazrati,
1995b)

Las neuronas palidales expresan al receptor dopaminérgico D4 (Ariano et al., 1997) tanto en
el soma (Mrzljak et al., 1996), como en las proyecciones hacia el nucleo subtalamico y
nucleo reticular del talamo (Flores et al., 1999; Floran et al., 2004b; Floran et al., 2004a),
ademas de a la SNr (Khan et al., 1998; Acosta-Garcia et al., 2009; Erlij et al., 2012).

1.1.1.3 Ndcleo Subtalamico

El ndcleo subtaldmico (NST) es el Unico de naturaleza glutamatérgica dentro de los
ganglios basales y su modulacién principal es a través de las aferentes GABAEérgicas
palidales. También recibe proyecciones desde la corteza cerebral, ndcleo peddnculo
pontinuo, ndcleo rafé dorsal y de la SNc (Bar-Gad et al., 2003).

El NST a su vez envia proyecciones al GPe, dichas proyecciones expresan receptores
dopaminérgicos del tipo D2/D3 (Hernandez et al., 2006).

Por otra parte, también envia aferentes directamente a la SNr, que expresan tanto receptores
dopaminérgicos de la familia D1 (Rosales et al., 1997; Flores et al., 1999; Baufreton et al.,
2003) asi como de la familia D2 (Ibanez-Sandoval et al., 2006).

Es de destacar que esta inervacion glutamatérgica en la SNr, solo representa el 10% de los

botones sinapticos en dicho nucleo. (Parent and Hazrati, 1995b)

1.1.1.4 Sustancia Nigra
La sustancia nigra se divide a su vez en dos subnucleos: la sustancia nigra compacta (SNc),
gue se encuentra densamente poblada y la sustancia nigra reticulada (SNr), que se

encuentra adyacente de manera ventral a la antes mencionada.
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1.1.1.4.1 Sustancia Nigra pars compacta

La sustancia nigra compacta es un nucleo de naturaleza dopaminergica que ademas
contiene neuromelanina (Blandini et al., 2000) y que envia proyecciones axonales hacia el
estriado, nucleo subtalamico y globo palido.

Ademas, envia dendritas -capaces también de liberar dopamina- hacia la sustancia nigra
reticulada (Wassef et al., 1981) (Fig. 2).

Por otra parte, recibe aferentes glutamatérgicas del ndcleo subtalamico (Carter, 1982) , que
estimulan la liberacion de dopamina (Rosales et al., 1997) asi como del nucleo pedunculo
pontinuo (Smith et al., 1996).

También posee neuronas de proyeccion GABAérgica provenientes tanto del estriado como
del globo pélido (Blandini et al., 2000) y se ha sugerido la proyeccién neuronal desde la
SNr hacia la SNc (Hajos and Greenfield, 1993; Tepper et al., 1995).

En este nucleo se expresan diversos receptores, entre los que destacan los NMDA y los
GABAAa. Asi mismo, en el soma y en las dendritas se ha encontrado la expresion de
autorreceptores dopaminérgicos del tipo D2 (Santiago and Westerink, 1991).

La inervacion dopaminérgica dada por la SNc ha demostrado ser crucial (Alexander and
Crutcher, 1990; Gerfen, 2000; Obeso et al., 2000) para el correcto funcionamiento de los
circuitos motores dentro de los ganglios basales, y es su pérdida la que origina patologias
como la enfermedad de Parkinson.

1.1.1.4.2 Sustancia Nigra pars reticulata

La sustancia nigra reticulada (SNr) y el globo palido interno (GPi) (o el ndcleo
entopeduncular en roedores) tienen un papel importante dentro de la fisiologia de los
ganglios basales, pues en ellos convergen las vias de informacién, es decir, son los ndcleos
de salida de informacién (Zhou and Lee, 2011).

La SNr se localiza en el mesencéfalo ventral y es de naturaleza GABAérgica (Fig. 2).

Este ndcleo posee inervacion tanto GABAérgica, proveniente del globo palido (Smith and
Bolam, 1989; Bevan et al., 1994), del estriado (Alexander and Crutcher, 1990; Gerfen et
al., 1990; Bolam et al., 2000) asi como glutamatérgica proveniente del nicleo subtalamico
(Smith and Parent, 1988; Deniau et al., 2007).
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Mediante estudios histoquimicos, también se ha demostrado que la SNr recibe inervacion
serotoninérgica densa proveniente de neuronas en el nucleo del rafé (Steinbusch, 1981;
Wallman et al., 2011), asi como inervacion colinérgica proveniente del nicleo pedunculo
pontinuo principalmente (Woolf and Butcher, 1986; Gould et al., 1989).

Un blanco primario de las neuronas de proyeccion de la sustancia nigra reticulada es el
tdlamo ventromedial y ventrolateral (Beckstead et al., 1979; Di Chiara et al., 1979) pero
también envia aferentes al coliculo superior (Parent and Hazrati, 1995a) que poseen un
papel importante en movimiento oculares y tareas de atencién (Bar-Gad et al., 2003).

Asi mismo, existen proyecciones colaterales hacia si misma que ejercen una importante
accion inhibitoria, es decir, tanto la SNc como la propia SNr son localmente inhibidas via
axones colaterales GABAérgicos (Deniau et al., 1982; Tepper et al., 1995; Saitoh et al.,
2004).

La SNr, expresa receptores glutamatérgicos -tanto NMDA como AMPA-, GABAérgicos
-GABAA y GABAg- (Zhou and Lee, 2011) asi como serotoninérgicos -principalmente el
5-HT2c- (Pazos et al., 1987; Mengod et al., 1990) y colinérgicos -nicotinicos Yy
muscarinicos- (Zhou and Lee, 2011).

Es de destacar que la sustancia nigra reticulada posee actividad tonica, debida
principalmente a la expresion de canales i6nicos como los de sodio dependientes de voltaje
(Nav), que, al estar tonicamente activos permiten una corriente persistente de dicho ion.
Los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) son los responsables de la
repolarizacion membranal tras el potencial de accion, y los canales de calcio dependientes
de voltaje (Cav), ademas de los canales de potasio dependientes de calcio (Kca), también
influencian de manera importante dicha actividad tonica (Atherton and Bevan, 2005; Zhou
and Lee, 2011).
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DA neurons GABA neurons

SNr

Figura 2. Iméagenes confocales de tincidn de doble inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa (TH,
en rojo, la enzima clave para la sintesis de dopamina) y parvalbumina (PV, en verde, expresada solo
en neuronas GABAGérgicas) (Tomado de Zhou and Lee, 2011).

1.1.2 Organizacion funcional de los Ganglios Basales

Los cinco nucleos que conforman a los ganglios basales se interconectan entre si dando
lugar a dos vias paralelas de informacion: la via directa, considerada como promotora del
movimiento y la via indirecta, que se dice, inhibe el movimiento (Fig. 3).

El llamado “modelo clasico de los Ganglios Basales” esta bien establecido (Albin et al.,
1989; Alexander and Crutcher, 1990; Bolam et al., 2000; Obeso et al., 2000) y de acuerdo
a este, el nacleo estriado recibe proyecciones corticales glutamatérgicas dando lugar a la

entrada de informacién de ambas vias, siendo la SNr el ndcleo de salida de informacion.

1.1.2.1 Via Directa

Se compone de neuronas estriatales GABAérgicas que establecen una conexion
monosinaptica directa desde el putamen hacia la SNr/GPi. Dichas neuronas de proyeccion
se caracterizan bioquimicamente por expresar principalmente al receptor dopaminérgico D1
y a los péptidos Sustancia P y dinorfina (Obeso et al., 2002).

La activacion de la via directa inhibe a los nucleos de salida (SNr/GPi), de manera que
estos a su vez son incapaces de inhibir al talamo ventrolateral, que se encontrara libre para
ejercer su accion glutamatérgica excitatoria sobre la corteza motora, dando lugar al

movimiento.
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1.1.2.2 Via Indirecta

Las neuronas estriatales GABAérgicas que dan origen a la via indirecta se caracterizan
biogquimicamente por la expresion del receptor dopaminérgico D2 y del péptido Encefalina
(Obeso et al., 2008b). Estas eferentes estriatales son proyectadas al globo palido externo
que quedara inhibido. El globo péalido externo envia a su vez proyecciones también de
naturaleza GABAGérgica al nlcleo subtaldmico, sin embargo, al estar el primero inhibido,
no podra ejercer su accion inhibitoria sobre el segundo.

El nucleo subtalamico entonces esta libre para ejercer su accion glutamatérgica (excitatoria)
sobre los nucleos de salida (SNr/GPi), promoviendo su disparo neuronal y el consecuente
aumento en la liberacion del neurotransmisor principal de estos (GABA).

De esta forma, los nucleos de salida inhiben al tAlamo ventrolateral, que no podra ejercer su
accion glutamatérgica (excitatoria) sobre la corteza motora, inhibiéndose con esto el

movimiento (Alexander and Crutcher, 1990).

( }
Y A

==

SNc

Y

Figura 3. Esquema del modelo clésico de los ganglios basales. Las flechas azules indican
proyecciones inhibitorias y las flechas rojas indican proyecciones excitatorias. El estriado se
comunica via neuronas de salida con el Globo Palido interno (GPi) y la Sustancia Nigra
reticulada (SNr), a través de una via directa; y con el Globo Palido externo y el Nucleo
Subtaldmico a través de una via indirecta. SNc, Sustancia Nigra compacta; VL, tadlamo
ventrolateral. (Modificado de Obeso et al., 2000).
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1.1.2.3 Sinergismo de ambas vias

La dopamina es suministrada a ambos circuitos por la parte ventral de la sustancia nigra
compacta (SNc) (Smith and Kieval, 2000) y al activar a los receptores dopaminérgicos
produce un efecto sinergista de ambas vias, lo que ulteriormente conduce al movimiento.

Es decir, al activar a los receptores D1 en las neuronas estriato-nigrales, se aumenta la
actividad de estas, asegurando la inhibicion de los ndcleos de salida, dejando al talamo libre
para estimular a la corteza motora.

Al activarse los receptores D2 en las neuronas de proyeccion estriato-palidales, disminuye la
actividad de estas, lo que impide la inhibicion del GPe, teniendo como resultado la
inhibicion del ndcleo subtaldmico, la consecuente “no activacion” de los ntcleos de salida y

por lo tanto la libertad del tAlamo ventrolateral para estimular a la corteza motora.

1.1.3 Participacion de los Ganglios Basales en el control motor

Los Ganglios Basales proyectan hacia el tallo cerebral, y por lo tanto influyen en la
excitabilidad de diversos centros de este, asi como en sus funciones, por ejemplo, el control
de movimiento sacadico de los ojos, el reflejo de parpadeo, la reaccién de sobresalto, asi
como reflejos posturales y de locomocion (Obeso et al., 2008a)

Ademas, se dice que la ejecucion apropiada de los movimientos voluntarios resulta del
correcto procesamiento de la informacién sensitiva y motora en el cerebro, funcién que

recae en la corteza cerebral, talamo y en los Ganglios Basales (Blandini et al., 2000).

1.1.4 Patologias de los Ganglios Basales

Los trastornos de los Ganglios Basales humanos estan asociados con una gran cantidad de
fendmenos clinicos que van desde exceso de movimiento incontrolable hasta la restriccion
del movimiento propio del parkinsonismo. Los neur6logos clasifican estos padecimientos
como desordenes de movimiento.

Dichos desdrdenes de movimientos se han clasificado en tres categorias:
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1. Desordenes hipercinéticos: Se caracterizan por un exceso de movimiento con
acciones motoras rapidas y relativamente incontrolables intercaladas en la actividad
motora normal. Farmacoldgicamente son suprimidos mediante la administracion de
antagonistas dopaminérgicos D2 y se agravan con la administracion de agonistas
dopaminérgicos. La enfermedad de Huntington es el desorden hipercinético mas
comun (Albin et al., 1989).

2. Desordenes hipocinéticos: Caracterizados por acinesia (falta de movimiento),
bradicinesia (movimientos lentos y dificultosos) y rigidez.
La enfermedad de Parkinson es el desorden hipocinético prototipico y se caracteriza
por la lentitud en los movimientos, tono muscular incrementado, pausas en

movimientos espontaneos y temblor en reposo (Albin et al., 1989)

3. Distonia: Consiste en asumir posturas corporales inusuales y espontaneas que
pueden durar segundos o minutos. Puede afectar musculos branquiales, axiales o de
las extremidades. Se conoce muy poco de la fisiopatologia de la distonia (Fahn,
1987).

1.1.4.1 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (PD) es un desorden progresivo y neurodegenerativo que
provoca la pérdida gradual de la capacidad de ejecucidén de movimientos voluntarios.

La patologia de la enfermedad comprende la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra compacta (Blandini et al., 2000).

Lo anterior provoca una reducida activacion de los receptores dopaminérgicos llevando a la
sobreactivacion de la via indirecta y a la activacion disminuida de la via indirecta (Obeso et
al., 2000) (Fig. 4).

Esto es, se observa un aumento en el disparo (y consecuente liberacion de
neurotransmisores) en el nacleo subtalamico y en los nacleos de salida, mientras que el

globo pélido externo reduce su actividad (Galvan and Wichmann, 2008).
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Figura 4. Esquema del modelo clasico de los ganglios basales en estado parkinsénico. Las flechas
azules indican proyecciones inhibitorias y las flechas rojas indican proyecciones excitatorias. El
grosor de las flechas indica el grado de activacion de cada proyeccion En el estado parkinsénico,
la deplecion dopaminérgica conduce a la desinhibiciéon de las neuronas estriatatales de la via
indirecta, teniendo como consecuencia una incrementada inhibicion del Globo Palido externo
(GPe) y la desinhibicion del Nucleo Subtalamico (STN). La resultante sobreactivacién de las
neuronas del STN conduce a un exceso de excitacién en las neuronas de la Sustancia Nigra
reticulada y Globo Palido interno (GPi/SNr) y una sobreinhibicion de los centros motores talamo-
corticales (Modificado de Obeso et al., 2000).

Las causas de la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas no son del todo conocidas,
sin embargo se sugieren defectos mitocondriales congénitos o producidos por exposicién a
quimicos; estrés oxidativo originado por el metabolismo de la dopamina y neuromelanina
en las neuronas nigrales; toxicidad glutamatérgica debido al constante flujo del
neurotransmisor excitatorio en la SNc proveniente del ndcleo subtaldmico; o factores
genéticos (Blandini et al., 2000).

Respecto a los factores genéticos, se identifican mutaciones -en el cromosoma 4- en el gen
que codifica para la proteina a-sinucleina (reguladora negativa de la tirosina hidroxilasa
(TH), enzima involucrada en la produccién de dopamina) como factores de riesgo que
condicionan la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas. (Polymeropoulos et al.,
1997).
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La proteina mutada adquiere conformaciones andémalas y se condensa en los Ilamados
“cuerpos de Lewy”, ademas, se tiene un aumento de la produccion de dopamina. Ambos
factores contribuyen a la muerte neuronal (Gasser et al., 1997).

El tratamiento de primera linea es la L-3-4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que se
denomina “terapia de reemplazo”, pues este precursor de la dopamina, actua justamente
reemplazandola dentro del sistema de los Ganglios Basales (Huot et al., 2013).

No obstante, debido a la sensibilizacion de los receptores dopaminérgicos D1 en las
neuronas de la via directa y la activacion aberrante de esta, la repetida administracion de la
L-DOPA puede inducir discinecias (movimientos involuntarios anormales) (Gerfen and
Surmeier, 2011).

1.2 DOPAMINA Y RECEPTORES DOPAMINERGICOS

Los diversos estudios neuropsicolégicos del papel de la dopamina en el sistema nervioso
central han evolucionado desde el punto de vista simple en el que esta se tomaba solo como
sefializadora en procesos de recompensa, hacia situaciones mas complejas en las cuales la
dopamina participa en la fisiopatologia de padecimientos como la enfermedad de
Parkinson, el desorden de déficit de atencion con hiperactividad y la esquizofrenia (Iversen
and Iversen, 2007).

Se reconocen cuatro vias dopaminérgicas mayores en el cerebro de los mamiferos: la
nigroestriatal, mesolimbica, mesocortical y tuberoinfundibular (Beaulieu and Gainetdinov,
2011).

1.2.1 Dopamina

La dopamina (DA) es el neurotransmisor catecolaminérgico predominante en el cerebro de
los mamiferos, donde controla una gran variedad de funciones incluyendo la actividad
locomotora, procesos cognitivos, emociones, reforzamiento positivo, ingesta de alimento y
regulacién enddcrina. También participa en diversos procesos periféricos como modulador
de la funcion cardiovascular, liberacion de otras catecolaminas, secrecion hormonal, tono

vascular, funcion renal y motilidad gastrointestinal (Missale et al., 1998).
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1.2.1.1 Sintesis y liberacion

La tirosina se considera el punto inicial en la biosintesis de dopamina y una vez que entra a
las neuronas dopaminérgicas mediante transportadores de aminoacidos de alta afinidad, es
convertida a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por la enzima citoplasmatica tirosina
hidroxilasa (TH), este es el paso limitante de la sintesis de dopamina.

Posteriormente -también en el citosol- la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(AADC, también llamada dopa descarboxilasa) cataliza la conversion de L-DOPA
(Fig. 5) (Elsworth and Roth, 1997).

CH,— (I:H —NH,
/O/ COOH L- TYROSINE
OH

TH
{oxygen,
tetrahydrobiopterin)

COOH L-DOPA
HO

AADC
(pyridoxal
phosphate)

HO CH2 _CHz_ NHZ
DOPAMINE
HO

Figura 5. Biosintesis de dopamina. Las enzimas involucradas son la tirosina hidroxilasa (TH) y la
descarboxilasa de aminoacidos arométicos (AADC). Los cofactores para cada enzima se muestran
entre paréntesis, oxigeno y tetrahidrobiopterina para la TH; y fosfato de piridoxal para la AADC
(Tomado de Elsworth and Roth, 1997).

La DA recién sintetizada es transportada a vesiculas de almacenaje -mediante
transportadores vesiculares (VMATS)- en concentraciones aproximadas de 0.1 M, de donde
sera liberada mediante exocitosis en respuesta a un potencial de accidén y consecuente
influjo de calcio a la célula (Fig. 6). La liberacion es dependiente del patron de disparo

neuronal y puede ser tanto axonal como dendritica (Bloom et al., 1995)
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Figura 6. Liberacion sinaptica de dopamina. El amino&cido tirosina entra a la célula via simporte con
Na*, sirviendo como sustrato para la sintesis de dopamina (DA). Una vez sintetizada, esta es
vesiculada por medio de transportadores vesiculares (VMATS). Cuando un potencial de accion
produce la entrada de calcio a la terminal, las vesiculas se fusionan a la membrana, liberando el
neurotransmisor al espacio sinaptico donde puede actuar en receptores dopaminérgicos en la célula
postsinéptica, en autorreceptores o ser recapturada por el transportador de dopamina (DAT). Puede
bloguearse la sintesis de DA con metirosina, su vesiculacion con reserpina o su recaptura con cocaina
0 antidepresivos triciclicos.

1.2.1.2Metabolismo

Las enzimas responsables de la degradacion de dopamina son la monoamino oxidasa
(MAO) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT). La primera se encuentra tanto en neuronas
dopaminérgicas como en células gliales, por lo que el metabolito que forma, el &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) puede encontrarse en ambos sitios. Por otra parte, la

COMT solo se encuentra al interior de células gliales o neuronas postsinapticas en
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referencia a la neurona dopaminérgica; de tal manera, el metabolito que esta enzima
cataliza, el &cido homovanilico (HVA), solo se encontrara en dichas células (Fig. 7)
(Elsworth and Roth, 1997).
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Figura 7. Principales mecanismos catabdlicos de la dopamina. Las enzimas involucradas son la
monoamino oxidasa (MAOQ), catecol-O-metiltransferasa (COMT), aldehido deshidrogenasa (ALD-
D), aldehido reductasa (ALR) y alcohol desohidrogenasa (ADH). Los cofactores para cada enzima
se muestran entre paréntesis; SAM, S-adenosil-L-metionina. Los metabolitos mostrados son
3-metoxitiramina (3-MT); acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC); acido homovanilico (HVA);
3,4-dihidroxifeniletanol (DOPET); 3-metoxi-4-hidroxifeniletanol (MOPET). Ademas, la dopamina
y sus metabolitos son sustratos para la fenolsulfotransferasa, la sulfatacién ocurre en la posicion 3,
indicada en la estructura de la dopamina. En el cerebro, la dopamina se metaboliza principalmente
a metabolitos &cidos (DOPAC y HVA, subrayados), con menor formacion de metabolitos
alcohdlicos (DOPET y MOPET); periféricamente los metabolitos alcohdlicos pueden ser
metabolizados ademas por la alcohol deshidrogenasa; ademés la glucoroniltransferasa puede
formar conjugados glucoronados de dopamina y sus metabolitos (Tomado de Elsworth and Roth,
1997).
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1.2.2 Receptores Dopaminérgicos

La dopamina media sus efectos neurales a traves de receptores tanto presinapticos como
postsinépticos. Se han identificado cinco tipos de estos receptores, todos pertenecientes a la
familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés)
(Fig. 8). Basados en sus propiedades farmacoldgicas y de sefializacion, ademas de su
estructura, los receptores dopaminérgicos se han subdividido en dos familias: la familia del
tipo D1 (también llamada “D:-like”) que comprende a los receptores D1 y Ds; y la familia

del tipo D2 (o0 “D2-like”) que comprende a los receptores D2, D3 y D4 (Holmes et al., 2004).

Extracellular

COoH

Figura 8. Estructura del receptor para dopamina. Se presentan las caracteristicas
estructurales de los receptores de la familia Di. Los receptores de la familia D2 se
caracterizan por tener un extremo —COOH terminal mas corto y la tercer asa intracelular
mas larga. Los residuos involucrados en la unién a la dopamina se resaltan en los
dominios transmembranales. Los sitios potenciales de fosforilacion se representan en la
tercer asa intracelular y en el extremo —COOH terminal. Sitios potenciales de glicosilacién
se representan en el extremo —NH: terminal. E1-E3, asas extracelulares; 1-7, dominios
transmembranales; 12-13, asas intracelulares (Tomado de Missale et al., 1998).
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1.2.2.1 Familia D1

La familia de receptores dopaminérgicos D1 se encuentra conformada por los receptores D1
y Ds, que poseen aproximadamente un 80% de homologia en sus regiones
transmembranales (Beaulieu and Gainetdinov, 2011).

Su tercer asa intracelular y su extremo -COOH terminal son similares en tamafo, variando
solo la secuencia aminoacidica. Por otra parte, las asas citoplasmaticas pequefias 1 y 2 estan
altamente conservadas (Missale et al., 1998).

En el cerebro, los receptores D: estan altamente expresados en las areas nigro-estriatal,
mesolimbica y mesocortical, en particular el estriado, nucleo accumbens, sustancia nigra,
bulbo olfatorio, amigdala y corteza frontal; también en las porciones inferiores del
hipocampo y cerebelo (Beaulieu and Gainetdinov, 2011).

Por su parte, los receptores Ds se expresan en bajos niveles en neuronas piramidales de la
corteza prefrontral, sustancia nigra, hipotalamo, hipocampo y el giro dentado (Missale et
al., 1998).

Aunque ambos receptores se expresan en las neuronas espinosas medianas (MSNSs, por sus
siglas en inglés) del estriado, solo los D1 son transportados a las terminales estriato-nigrales
(Missale et al., 1998).

Los receptores de la familia D1 no participan como autorreceptores.

En los circuitos de los ganglios basales se encuentran en las aferentes estriato-nigrales y
subtalamo-nigrales (Bordet et al., 2000).

Mientras que los agonistas de los receptores de la familia D1 producen hiperactividad, el
antagonismo de dichos receptores produce el efecto contrario, la disminucion del
movimiento. Se ha encontrado (Xu et al., 1994; Sibley, 1999) que ambos efectos son

abolidos en ratones KO para el D1R.

1.2.2.2 Familia D2

1.2.2.2.1 Receptores D2

Existen dos variantes —derivadas de splicing alternativo- principales del receptor D2 que
han sido denominadas DS (D2 corto, por su sigla en inglés) y D,L (D2 largo, por su sigla en
inglés), teniendo esta Ultima una insercion de 29 aminoacidos en la tercer asa intracelular

(Giros et al., 1989; Monsma et al., 1989). El receptor D.S posee una mayor participacion
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de manera presindptica como autorreceptor, mientras que el DL parece ser
predominantemente postsinaptico (De Mei et al., 2009).

La mayor expresion del receptor D2 se encuentra en el estriado, nlcleo accumbens y
tubérculo olfatorio. También se expresa significativamente en la sustancia nigra, area
ventral tegmental, hipotalamo, areas corticales, séptum, amigdala e hipocampo (Missale et
al., 1998).

Los ratones KO para este receptor exhiben diversos impedimentos neurolégicos, ademas
presentan hipoactividad, marcha y movimientos lentos, postura anormal e inhabilidad para
reproducirse. También pueden presentar inmovilidad o falta de coordinacion motora
(Sibley, 1999).

Dentro de los circuitos de los ganglios basales se encuentran tanto en el soma como en las
terminales del estriado hacia el globo palido externo, asi como en aferentes subtalamo-
palidales (Hernandez et al., 2006).

1.2.2.2.2 Receptores D3

Este receptor posee un 75% de homologia con respecto al receptor D2, en sus dominios
transmembranales (Missale et al., 1998). Se han descrito isoformas de este receptor,
demostrandose como no funcionales (Giros et al., 1991).

La variante mas importante, funcionalmente hablando, es la denominada Dzn (D3 no
funcional, por sus siglas en inglés), que presenta una secuencia de aminoacidos distinta en
el extremo -COOH terminal, ademés de que no contiene los dominios transmembranales 6
y 7. Se ha demostrado que puede formar heterodimeros con la isoforma no truncada del
receptor, reduciendo la afinidad de este por su ligando endégeno (Elmhurst et al., 2000).
Asi mismo, dicha isoforma es capaz de secuestrar a los receptores D3 funcionales en el
citoplasma, impidiendo su anclaje a la membrana y consecuente sefializacion (Karpa et al.,
2000).

El ARNp de la isoforma Dsns es tan abundante como el de la isoforma no truncada, ademas
de que se encuentra en las mismas regiones cerebrales (Liu et al., 1994). La mayor
expresion se observa en las areas limbicas, como el ndcleo accumbens shell o el tubérculo
olfatorio. También se encuentra en menores cantidades en el estriado, la sustancia nigra

pars compacta, el area ventral tegmental (VTA) y el hipocampo (Missale et al., 1998).
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El receptor Ds también actia como autorreceptor en las neuronas dopaminérgicas,
regulando la liberacion de dopamina (Sokoloff et al., 1990; Tepper et al., 1997).

En los ganglios basales, se encuentran en aferentes subtalamo-nigrales, junto con receptores
D: localizados en las mismas aferentes, modulando la entrada glutamatérgica a la SNr.
Fisiologicamente ambos receptores (D1 y Ds) pueden actuar simultaneamente para modular
dinamicamente y en tiempo real, la informacion de salida de los ganglios basales (Ibanez-
Sandoval et al., 2006).

1.2.2.2.3 Receptores D4

Es el receptor con la menor homologia con respecto al resto en la familia D2 (apenas un
53% con respecto al receptor D). Existen variaciones polimorficas con inserciones en la
tercera asa intracelular que pueden ir desde 2 hasta 11 repeticiones de la misma secuencia
de 16 aminoécidos. La forma con 4 repeticiones (Da4.4) es la mas comun en humanos (60%),
mientras que las isoformas Da7 y Da>, estdn presentes en 14 y 10% de la poblacion,
respectivamente (Cohen et al., 1999). Aunque la relevancia funcional de las variantes no ha
sido elucidada, la variante D47 ha sido relacionada con la aparicion del sindrome de déficit
de atencion con hiperactividad (ADHD, por sus siglas en inglés) (LaHoste et al., 1996;
Leung et al., 2005).

El receptor Ds es el receptor dopaminérgico con menor expresion en el cerebro, con
expresion documentada en la corteza frontal, amigdala, hipocampo, hipotadlamo, globo
palido, sustancia nigra pars reticulata y talamo (Missale et al., 1998).

El dnico lugar dentro de los ganglios basales donde este receptor es expresado es en el GPe,
tanto en el soma como en las terminales de este dirigidas hacia el nicleo subtalamico y
sustancia nigra reticulada (Mrzljak et al., 1996; Ariano et al., 1997; Khan et al., 1998).

Los receptores D4 localizados en las proyecciones palido-nigrales reducen la liberacion de
GABA a la SNr (Acosta-Garcia et al., 2009), asi como la actividad motora al ser activados
(Erlij et al., 2012).
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1.2.3 Sefalizacion

Todos los receptores dopaminérgicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados
a proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés) (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Los
GPCRs consisten de 7 estructuras transmembranales de forma helicoidal, con un extremo
extracelular N-terminal y un extremo intracelular COOH-terminal. La transduccion de
sefiales inicia cuando un ligando (agonista) extracelular se une al receptor y cambia su
conformacién de un estado inactivo a uno activo(Vilardaga et al., 2009). Todas las acciones
celulares relacionadas con los GPCRs estan mediadas por 16 tipos de proteinas G
heterotriméricas, clasificadas en 4 familias Gs, Gai, Gug, Gai2/13. En general las proteinas G
estan conformadas por 3 subunidades asociadas: a, B y v (Beaulieu and Gainetdinov, 2011).
Sin la presencia de un ligando, la subunidad o posee guanina difosfato (GDP) en su sitio de
unioén a nucledtidos, y estd altamente asociada al complejo Py, formando asi una proteina
trimérica inactiva. Cuando un agonista se une al receptor, este actia como GEF (Factor
intercambiador de nucléotidos de guanina, por sus siglas en inglés) promoviendo el
intercambio de GDP por guanina trifosfato (GTP) en la subunidad a, liberando con esto al
complejo Py; tanto a como Py pueden transducir la sefial activando ciertos efectores (Fig. 9)
(Pierce et al., 2002).

La actividad intrinseca de GTPasa de la subunidad a es acelerada por proteinas llamadas
RGS (reguladoras de la sefializacion de proteinas G), con lo que el GTP es hidrolizado a

GDP, induciendo la consecuente reasociacion del trimero ahora inactivo (Wess, 1997).
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Figura 9. Ciclo de activacion-inactivacién de las proteinas G. En estado basal, la subunidad By se
encuentra unida a la subunidad «, y esta Ultima posee unido GDP. Cuando el ligando se une a su
receptor, este cambia su conformacion, promoviendo el intercambio de GDP por GTP y la
disociacion de ambas subunidades, pudiendo cada una activar a sus efectores por separado. Las
proteinas RGS promueven la actividad de GTPasa de la subunidad a, produciéndose la hidrolisis de
GTP a GDP, recobrando a su vez la asociaciéon con la subunidad By y regresando asi al estado basal.

Los efectores de las diferentes subunidades o son diversos, sin embargo los de mayor
relevancia se detallan a continuacion:
e Gy — Activa a la adenilato ciclasa (Rodbell et al., 1971), canales de Ca** y cinasas
de tirosina de la familia de Src (Ma et al., 2000).
e G, — Inhibe a la adenilato ciclasa (Bokoch et al., 1984; Katada et al., 1984).
o Gyq— Activa a la fosfolipasa CB (PLCP) (Smrcka et al., 1991).
e Guiz1z — Activa RhoGEFs para la formacion de fibras de estrés (Kozasa et al.,
1998).
Por su parte Gg, activa canales de K* rectificadores (GIRK), a la PI3K e inactiva canales
Ca™ (Logothetis et al., 1987).
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Cuando se tiene una estimulacion constante del receptor por parte del ligando, se da lo que
se conoce como ‘“‘desensibilizaciébn” que inicia por la fosforilacion del extremo
-COOH terminal de este por cinasas como la PKA, PKC o GRK (cinasa de receptores
acoplados a proteinas G (Pitcher et al., 1998).

La fosforilacion promueve el reclutamiento de B-arrestinas que interactlan con proteinas
denominadas clatrinas, encargadas de rodear la porcion de membrana a la que est& anclado
el receptor y sus proteinas G, para su internalizacion. La GTPasa dinamina “corta” la
vesicula formada por las clatrinas para internalizar al receptor que puede ser reciclado o

enviado a los lisosomas para su degradacion (Santini et al., 2002) (Fig. 10).

Endosome

Figura 10. La activacién de los GPCRs por su agonista conduce a la disociacion de las
subunidades a y py. El dimero By libre recluta cinasas de GPCRs (GRKSs) hacia el receptor
donde fosforilan especificamente receptores ocupados por su ligando. Dicha fosforilacién
produce a su vez el reclutamiento de B-arrestinas y clatrinas. El receptor es internalizado en
endosomas é&cidos, donde es desfosforilado y devuelto a la membrana celular o degradado
(Tomado de Pierce et al., 2002).

1.2.3.1 Familia D1

Tanto los receptores D; como los Ds estan acoplados a proteinas Gs, 10 que conlleva la
estimulacion de la adenilato ciclasa y el consecuente aumento en la concentracion de
AMPc, no obstante, aunque la proteina G es practicamente ubicua, existen regiones

cerebrales como el estriado, nicleo accumbens o tubérculo olfatorio, que aunque poseen
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abundante inervacion dopaminérgica, expresan en baja proporcion a la proteina Ggs pero
donde la proteina G Se encuentra abundantemente expresada. En estos ndcleos, los
receptores de la familia D1 estan acoplados a dicha proteina (altamente relacionada con G,
llegando a una homologia de 88% en la secuencia aminoacidica), conservandose la
consecuencia funcional de activacion de la adenilato ciclasa (Sidhu, 1998; Zhuang et al.,
2000).

El aumento de AMPc tras la activacion de la adenilato ciclasa propicia la activacion de la
PKA, que tiene diferentes efectores. Los mas importantes se detallan a continuacion:

e DARPP32: La proteina DARPP32 (Fosfoproteina de 32 KDa regulada por AMPc y
dopamina, por sus siglas en inglés) es una proteina de funcién dual altamente
expresada en el estriado que inhibe a la proteinfosfatasa 1 (PP1), cuando ha sido
fosforilada en la Thr34 por la PKA, o inhibe a la propia PKA cuando ha sido
fosforilada en la Thr75 por la CDKS5 (Bibb et al., 1999).

e Canales ibnicos: La PKA fosforila y activa directamente canales de Na*

dependientes de voltaje, asi como canales de Ca*™ tipo L y P/Q.

Este efecto es particularmente importante, pues al activarse los canales de calcio, el
influjo de este i6n propicia la iniciacion de potenciales de accion y la consencuente
la liberacion de neurotransmisores, otorgando a los receptores D1, su caracter de
receptores excitatorios.

Asi mismo, incrementa la actividad de los receptores NMDA fosforilando la
subunidad NR1 de estos, y disminuiye las corrientes de K* al estimular a los canales
rectificadores de dicho i6n (Neve et al., 2004).

e CREB: La estimulacién de los receptores D1 induce la expresion de varios factores
transcripcionales, muchos de los cuales dependen de la activacion inicial de CREB.
La fosforilacién de CREB en la Ser133 por la PKA produce su activacion (Liu and
Graybiel, 1996).

Se ha demostrado que dentro de los ganglios basales, la activacion de los receptores D1
en las neuronas estriatales de la via directa incrementa la excitabilidad de estas y la
liberacion de GABA a nivel presinaptico en sus terminales, promoviéndose el

movimiento (Floran et al., 1990).
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Figura 11. Vias de sefializacién de los receptores para dopamina de la familia Di1. Los efectos
estimulatorios se indican con una linea sélida con cabeza de flecha, los efectos inhibitorios se
representan con lineas punteadas terminando en cabeza de barra (Tomado de Neve et al., 2004).

1.2.3.2 Familia D2

Los receptores de la familia D> estdn acoplados a proteinas Guin, 10 que conlleva la
inhibicion de la adenilato ciclasa al ser activados (De Camilli et al., 1979; Stoof and
Kebabian, 1981).

Dicha inhibicion produce la disminucion en la produccion de AMPc, y la consecuente “no
activacion” de la PKA. Entonces, la estimulacion de los receptores de la familia D2
producird una disminucién en la fosforilacion de los sustratos de la PKA, por ejemplo,
disminuira la fosforilacion en la Thr34 de DARPP32 e incrementara la fosforilacion de
dicha proteina en la Thr75 (Bibb et al., 1999).

Otra respuesta potencialmente mediada por la activacion de autorreceptores D; y la
consecuente inhibicion de la adenilato ciclasa, es la supresion de la actividad de tirosina
hidroxilasa (TH), ya que dicha enzima requiere ser fosforilada en la Ser40 por la PKA para
activarse (Lew et al., 1999).

Muchas de las cascadas de sefializacion reguladas por la activacién de receptores D»-like,
requieren de la participacion del heterodimero By. Enseguida se detallan los principales
efectores de dicha subunidad:

e Canales de K': A diferencia del efecto producido por la activacion de los receptores

del tipo Dy, la estimulacion de los receptores del tipo D2, disminuye la excitabilidad

neuronal mediante el aumento de corrientes de Potasio en la mayoria de las areas
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cerebrales. La subunidad By activa a los canales rectificadores de Potasio activados
por proteinas G (GIRK, por sus siglas en inglés) (Neve et al., 2004).

Por otra parte, existe evidencia de que los autorreceptores en  neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta estan acoplados a canales de potasio
susceptibles de ser regulados por By, lo que conlleva a la disminucién de la
liberacion del neurotransmisor, cuando dichos autorreceptores son activados (Cass
and Zahniser, 1991).

e Canales de Ca™: La activacion de todos los receptores de la familia D2 disminuye la

actividad de los canales de calcio tipo L, N y P/Q. El heterodimero By teniendo
como blancos las porciones I-11 y/o el extremo —COOH terminal de la subunidad o
de dichos canales, es capaz de inhibirlos, lo que produce la disminucién en el
ingreso de calcio a la célula, disminuyendo a su vez la liberacion de
neurotransmisores (Qin et al., 1997; Page et al., 1998).

e MAP cinasas: Aunque la via de sefializacion desde la activacion de los canales de
tipo D2 hasta la activacion de ERK no ha sido caracterizada por completo, existe
evidencia de que Py participa activando a la GTPasa pequena Ras, para continuar la
via clésica Ras-Raf-MEK-ERK (Welsh et al., 1998; Choi et al., 1999).

La activacion de ERK en neuronas estimula la sintesis de ADN involucrada en

supervivencia celular y en plasticidad sinaptica (Choi et al., 1999).

D2
QF ATRTY ™, _j/ s §
: AhoA- cAMPF (= '-\ Gg-‘
e pm> N
2] e "4%
v gy Ghgl £l o F'I’:IK
7 BLD ine '2 J/ PrCH F"-':fﬁ
B A L 4 |

o

,ruff’-.— *“
P fr—" [DAHF'P—EIZ] I;-L.,_ phoB.,

IIT-E_-_ v /_/__'F/,:-:%ﬁ I + L M.-!'.F'{{ -‘— :@

)

\ (CREE;

Figura 12. Vias de sefializacién de los receptores para dopamina de la familia D2. Los
efectos estimulatorios se indican con una linea sélida con cabeza de flecha, los efectos
inhibitorios se representan con lineas punteadas terminando en cabeza de barra (Tomado
de Neve et al., 2004).
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1.2.4 Farmacologia de los receptores dopaminérgicos

Los receptores a dopamina en el cerebro son los blancos principales de los farmacos
destinados al tratamiento de enfermedades como la de Parkinson, Huntington o
esquizofrenia. Aunque los perfiles farmacologicos de ambas familias de receptores son
sustancialmente distintos, la principal diferencia farmacoldgica correspondiente a cada
subfamilia radica solamente en la diferente afinidad hacia agonistas 0 antagonistas
especificos.

1.2.4.1 Familia D1

Los receptores D1 y Ds poseen un alto grado de homologia, por lo que debido a las casi
idénticas afinidades por los ligandos, ha sido muy dificil diferenciarlos por medio de
agonistas selectivos.

La diferencia mas consistente se presenta con la propia dopamina, que posee una afinidad
aproximadamente 10 veces mayor por el receptor Ds en comparacién al D1 (Sunahara et al.,
1991).

Por otra parte, en cuanto a antagonistas se refiere, hasta hace algunos afios, el
(+) butaclamol resultaba ser el mas especifico, presentando afinidad ligeramente mayor por
el receptor D1(Seeman and Van Tol, 1994). No obstante, recientemente se desarroll6 el 4-
Cloro-7-metil-5,6,7,8,9,14-hexahidrodibenz[d,g]azecin-3-ol, que posee una afinidad por el
receptor Ds en el rango de los picomoles; comparandose con la afinidad nanomolar que
posee hacia el receptor D1, por lo que puede considerarse el antagonista mas selectivo hasta
la fecha para diferenciar ambas subfamilias (Mohr et al., 2006).

Con respecto a la diferenciacion entre la familia D1 y D2, el agonista selectivo SKF 38393 y
el antagonista selectivo SCH 23390, son los de uso comun por excelencia debido a su alta
afinidad por los receptores de la familia D1 con respecto a la familia D2 (casi cuatro 6rdenes

de magnitud de diferencia) (Missale et al., 1998) y a su facil adquisicion.

1.2.4.2 Familia D2
Con respecto a los receptores que componen a la familia D2, su diferenciacidn con respecto
a aquellos en la familia D1 se logra con relativa facilidad, ya que se cuenta con agonistas

selectivos, entre los que se encuentra el quimpirol, con una afinidad aproximada de entre 5
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y 50 nM por los receptores de la familia D2, comparada con una afinidad en el rango
micromolar para los receptores D:. El sulpiride es el antagonista por excelencia para
diferenciar ambas familias, pues es mucho maéas afin (dos Ordenes de magnitud
aproximadamente) por los receptores del tipo D2 con respecto al tipo D1 (Seeman and Van
Tol, 1994; Missale et al., 1998).

A diferencia del caso de las subfamilias del tipo D1, las subfamilias del tipo D2 son
diferenciables entre si. Enseguida se detallan los farmacos mas utilizados para tal efecto.

1.2.4.2.1 Receptor D2

Anaélisis del perfil farmacoldgico del receptor D2 ha demostrado que las variantes corta y
larga son practicamente indistinguibles entre si (Missale et al., 1998), sin embargo,
mediante el uso de antagonistas selectivos como el haloperidol (Ki=1.2 nM) o el
nemonapride (Ki=0.06 nM), o agonistas selectivos como la (-)-Apomorfina (Ki=0.7 nM),
es posible distinguir estos receptores de las otras subfamilias D> (Seeman and Van Tol,
1994).

1.2.4.2.2 Receptor D3

El receptor D3 es facilmente distinguible de las otras dos subfamilias pues se cuenta con el
7-OH-DPAT, un agonista selectivo que es diez veces mas afin por el receptor Dz en
comparacion al D2 y 650 veces mas afin en comparacion al receptor D4 (Seeman and Van
Tol, 1994). Aunado a este, el PD 128,907 es veinte veces mas afin por el receptor D3 en
comparacion al receptor D2 y cien veces més afin con respecto al D4 (Pugsley et al., 1995).
Por su parte, el antagonista GR 103691 posee una afinidad 100 veces mayor por el receptor
D3z en comparacion al D2 y D4 (Audinot et al., 1998), por lo que es el més utilizado en

procedimientos experimentales.

1.2.4.2.3 Receptor Da

Hasta antes de la sintesis de agonistas y antagonistas altamente selectivos para este
receptor, la clozapina era utilizada como el antagonista mas selectivo, sin que existiera un
agonista para tal efecto (Seeman and Van Tol, 1994; Missale et al., 1998), sin embargo, en

la actualidad se cuenta con agonistas altamente selectivos como el WAY-100,365 (Chemel
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et al., 2006) o el PD-168,077 (Glase et al., 1997), que son aproximadamente 500 veces mas
selectivos hacia el receptor D4 en comparacion a los otros dos receptores de la familia D»-
like.

El antagonista L-745,870 (Bristow et al., 1997) es el mas utilizado por su alta selectividad,
pues es 1000 veces mas afin por el receptor D4 en comparacion al D2 y D3 (Glase et al.,
1997).

1.3 MICRODIALISIS Y HPLC

1.3.1 Microdialisis Cerebral

La cuantificacion del contenido de neurotransmisores puede realizarse con preparaciones
cerebrales ex vivo. El andlisis de las muestras homogenizadas permite obtener informacién
respecto a la concentracion de neurotransmisores y sus metabolitos, en estado estacionario.
No obstante, este tipo de métodos no permite el estudio de la dindmica a corto plazo de
dichas moléculas, ademéas de arrojar resultados concernientes al contenido intracelular,
principalmente.

Diversas técnicas han sido desarrolladas para permitir estudios dindmicos de la bioquimica
del espacio extracelular y la sinapsis, por ejemplo, la incubacién in vitro de rebanadas
cerebrales, o la obtencidn de sinaptosomas o fracciones vesiculares.

La idea de la microdidlisis fue crear un “vaso sanguineo artificial”, donde la difusion de las
sustancias quimicas se efectuara en direccion de la menor concentracion. Las sustancias
podrian ser recuperadas del espacio extracelular o introducidas dependiendo de la
concentracion relativa del liquido de perfusion. Dicho tréfico bidireccional permite realizar
experimentos farmacologicos localizados (Ungerstedt and Hallstrom, 1987).

La microdialisis involucra la implantacion de una canula guia en un éarea cerebral
determinada mediante cirugia estereotaxica y la posterior introduccion a través de esta de
una canula de microdiélisis. La sonda incluye en su extremo una membrana semipermeable
que sera perfundida continuamente con solucion fisioldgica (0.5 - 4 uL/min), permitiendo
esta la transferencia de masa por gradiente de concentracion, dependiente del peso
molecular (5-100 KDa) y polaridad; las moléculas pueden difundir libremente desde el

liquido de perfusion a través de la membrana hacia el espacio extracelular (el caso de los
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farmacos administrados) o del medio extracelular hacia el liquido de perfusion
(neurotransmisores, por ejemplo), que sera recuperado como dializado y analizado (Justice,
1993; Guihen and O'Connor, 2009) (Fig. 13).

Existen diversas ventajas que posicionan a la microdialisis como una de las técnicas mas
utilizadas en el campo de las neurociencias; en primer término, permite monitorear el
cambio de concentraciones extracelulares de neurotransmisores en respuesta a estimulos o
farmacos, en un animal vivo en libre movimiento, por varios dias incluso y con una baja
carga de estrés para el animal. Ademas, no perturba la homeostasis del tejido al no
movilizar proteinas o enzimas ni valerse de grandes pérdidas o ganancias de fluidos; la
membrana semipermeable protege al tejido de infecciones exdgenas y la resolucion
temporal es permite muestrear pequefias areas del cerebro durante experimentos
conductuales. No se requiere purificacion de los dializados tras su obtencion, por lo que
pueden ingresarse directamente a dispositivos de cuantificacion (principalmente

cromatdgrafos de liquidos de alta resolucion) (Fig. 13) (Anderzhanova and Wotjak, 2013).
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Figura 13. Microdidlisis cerebral. El panel de la izquierda muestra esquematicamente la
interaccio entre la membrana de diélisis y el tejido. El flujo de liquido dentro de la canula
permite difundir los fArmacos al espacio extracelular y colectar las moléculas que se
encuentran en este. Tras colectar los dializados, pueden someterse a diversos tipos de
analisis. (Tomado de Anderzhanova and Wotjak, 2013).
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1.3.2HPLC

Para seleccionar un método de separacion y cuantificacion, diversos aspectos deben ser
considerados, por ejemplo, la baja concentracion de metabolitos presentes en los dializados,
por lo cual, la técnica debe ofrecer limites de deteccion por encima de la menor
concentracion esperada en los dializados, ademas de ser lo suficientemente eficiente para
separar los componentes de interés en la muestra.

La técnica de HPLC (cromatografia de liquidos de alta resolucion, por sus siglas en inglés)
se utiliza frecuentemente para analizar las muestras provenientes de experimentos de
microdialisis pues permite separar e identificar los componentes de la muestra aun cuando
estos se encuentran en concentraciones tan bajas como picrogramos.

En general, el método involucra una muestra liquida que es arrastrada a través de un
adsorbente solido empacado en una columna (fase estacionaria, generalmente un solido
granulado como silica con polimeros como C18 en su superficie), mediante el flujo
constante de una solucion adecuada para tal efecto llamada fase movil, que en términos
generales contiene agua y disolventes como metanol, acetonitrilo, etc, en diferentes
proporciones (Pinkerton, 1991).

Cada analito interactia de manera distinta con la fase estacionaria y la fase mouvil,
dependiendo de su estructura quimica, peso molecular, polaridad, entre otros parametros,
por lo que si la interaccidn es débil, el tiempo para que la muestra abandone la columna por
el extremo opuesto al que fue inyectada, serd corto; por el contrario, si la interaccion es
intensa, el llamado tiempo de retencion serd mayor, dandose asi la separacion de los
diferentes componentes de la muestra (Pinkerton, 1991).

La técnica de HPLC se diferencia de la cromatografia tradicional en las presiones de
operacion alcanzadas (hasta 3500-4000 psi); cantidad tan pequefia de muestra utilizada, que
oscila entre 5 y 50 pL segun el equipo y el diametro de las columnas (2.1-4.6 mm,
generalmente), lo que permite que se eficiente la separacion de analitos.

Una vez que la muestra ha sido separada, cada componente debe analizarse para conocer su
naturaleza, por lo que los dispositivos cromatograficos incluyen detectores con
fundamentos distintos: deteccion con luz UV, deteccion fluorométrica, deteccion

electroquimica, o incluso espectroscopia de masas.
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En seguida se detalla brevemente el fundamento de la deteccion electroquimica y

fluorométrica, por ser las utilizadas en el presente trabajo.

1.3.2.1 Deteccion Electroquimica (HPLC/ECD)

La muestra eluida por la fase mavil, pasa en forma de una capa muy delgada sobre la celda
de deteccidn, que posee un electrodo de referencia a un voltaje fijo establecido. Este paso
provoca que la muestra sea oxidada o reducida. Si el potencial es mayor al necesario para
oxidar o reducir la muestra, se produce un voltaje que pasa entre el electrodo y el soluto; la
corriente resultante es directamente proporcional a la concentracion del analito (Fig. 14).

La composicién de la fase mavil es critica, pues se requiere una transferencia de electrones
entre esta y el electrodo para oxidar o reducir el analito (Zapata et al., 2013).

Este tipo de deteccion es ampliamente utilizado en la cuantificacion de Catecolaminas, ya

que estas pueden ser oxidadas facilmente.

R— O + e-

Figura 14. Fundamento de la deteccion electroquimica. La muestra en estado
reducido es oxidada en la superficie del electrodo de referencia. La diferencia de
potencial resultante de esta oxidacion es medida en el electrodo de trabajo, siendo
la corriente proporcional a la concentracién del analito.

1.3.1.2 Deteccion fluorométrica (HPLC/FD)

En la deteccion fluorométrica, cuando la muestra pasa por la celda de deteccion, se hace
incidir sobre esta un haz de luz de longitud de onda fija, establecida previamente en base a
la estructura molecular del analito. Dicha longitud de onda excitara al analito y producira
que este emita la energia absorbida en forma también de luz, de una longitud de onda

distinta a la inicial.
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El detector se ajusta para solo detectar la luz emitida por la muestra, ignorando cualquier

otra interferencia. La cantidad de luz cuantificada serd directamente proporcional a la

concentracion del analito (Zapata et al., 2013).

Generalmente, este tipo de detecciones de utilidad para muestras que contienen

aminoacidos, pero estos deben hacerse reaccionar previamente (derivatizar) con

o-ftalaldehido (OPA) y 2-B-mercaptoetanol en solucion acuosa a pH alcalino. La reaccion

produce isoindoles derivados de los aminoéacidos originales, altamente fluorescentes y

susceptibles de ser medidos (Fig. 15).

CHO

+ NH,—CH—COOH + SH—CH,—CH,—OH
CHO '

R
S—CH,—CH,—OH

o
N— CltH —COO~ + 2H,0

R

e

Figura 15. Reaccién de derivatizacion. El o-ftalaldehido (OPA) reacciona con la amina
primaria del aminoacido en presencia de 2-B-mercaptoetanol para formar un isoindol que
puede ser medido mediante deteccion fluorométrica (Tomado de Zapata et al., 2013).
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2. ANTECEDENTES INMEDIATOS

2.1 Interaccion entre los neurotransmisores dopamina, glutamato y GABA en la

sustancia nigra pars reticulata

Existe evidencia de que la DA y GLU pueden interactuar tanto presinaptica como
postsinapticamente en varias regiones de los ganglios basales, modulando funciones
cognitivas y motoras (Carlsson and Carlsson, 1990; Riederer et al., 1992; Amalric et al.,
1994).

En particular, es conocido que existen fibras glutamatérgicas corticales y del ndcleo
subtaldmico que hacen sinapsis directa en el complejo somato-dendritico de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta (Smith et al., 1996). Al respecto, estudios
en rebanadas de sustancia nigra, demostraron que tanto el L-GLU (Marien et al., 1983),
como agonistas selectivos y no selectivos de receptores ionotrépicos NMDA (Araneda and
Bustos, 1989) estimularon la liberacion dependiente de Ca** de [*H]DA.

En relacion a los estudios in vivo, experimentos de microdialisis en la SNr, mostraron que
la estimulacion del nicleo subtalamico con carbacol dio lugar a un aumento de dopamina,
pero interesantemente, también se observo un aumento de GABA y GLU (Fig. 16) (Rosales
etal., 1997).
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Figura 16. Efecto del carbacol (1ug/0.25 uL de solucion salina) inyectado en el ndcleo subtaldmico,
sobre los niveles extracelulares de glutamato, dopamina y GABA en la sustancia nigra pars reticulata
de la rata. Los dializados se colectaron en intervalos de 15 minutos. Los niveles extracelulares basales
(fmol/uL) fueron los siguientes: glutamato, 545+69; dopamina, 0.79+£0.20, y GABA. 79.4+8.8. Cada
barra representa el promedio+S.E.M. de cinco diferentes experimentos. * P<0.01 vs el control.
(Tomado de Rosales et al., 1997).
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Para confirmar que la liberacion de DA es debida a la activacion de receptores
glutamatérgicos en las dendritas de la SNc, se afiadi6 NMDA al medio de perfusion. Se
observaron los mismos efectos, un aumento de dopamina, seguido de un aumento de

GABA, e interesantemente también de glutamato (Fig. 17) (Rosales et al., 1997).
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Figura 17. Efecto de la perfusion de N-metil-D-aspartato (1 mM) en la sustancia nigra pars reticulata de
la rata, sobre los niveles extracelulares basales de glutamato, dopamina y GABA. Los dializados se
colectaron en intervalos de 15 minutos. EI NMDA estuvo presente (linea horizontal) durante 45 minutos.
Cada barra representa el promedioxS.E.M. de cinco diferentes experimentos. Los niveles extracelulares
basales (fmol/uL) fueron los siguientes: glutamato, 584+56; dopamina, 1.06+£0.26, y GABA. 71.4+8.5.
** P<0.05; * P<0.01 vs el control. (Tomado de Rosales et al., 1997).

Mientras la activacion de receptores NMDA en las dendritas de la SNc da cuenta del
aumento de dopamina, el aumento de GABA podria explicarse por la activacion
-ocasionada por el aumento de DA- de los receptores dopaminérgicos de tipo D1 presentes
en las aferentes estriato-nigrales (Altar and Hauser, 1987; Floran et al., 1990; Gerfen et al.,
1995).

Para confirmar lo anterior, se perfundio el antagonista selectivo SCH 23390, que bloqued el
aumento de GABA observado (Fig. 18) (Rosales et al., 1997) .

Glutamate (% of basal)
Copamine (% of basal)
GABA (% of basal)
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Figura 18. Efecto del SCH 23390 (100 uM) sobre los incrementos de los niveles extracelulares basales de
glutamato, dopamina y GABA inducidos por la perfusion de N-metil-D-aspartato, en la sustancia nigra
pars reticulata de la rata. Los dializados se colectaron en intervalos de 15 minutos. EI SCH estuvo
presente durante 90 minutos (barra horizontal inferior) y 1 mM de NMDA (barra horizontal superior)
durante 45 minutos. Cada barra representa el promedioS.E.M de cinco diferentes experimentos. Los
niveles extracelulares basales (fmol/uL) fueron los siguientes: glutamato, 529+62; dopamina, 1.25+0.28,
y GABA. 80.2+8.5. * P<0.01 vs el control. (Tomado de Rosales et al., 1997).
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El antagonista D1, ademas de prevenir el aumento de GABA, también evito el aumento de
GLU, por lo que se presumio que dicho aumento también estaba mediado por la activacion
de receptores D; presentes en las aferentes subtilamo-nigrales (Savasta et al., 19864a;
Savasta et al., 1986b; Besson et al., 1988; Kreiss et al., 1997; Flores et al., 1999) .

En resumen, el glutamato liberado por las aferentes subtalamo-nigrales, activaria receptores
NMDA en las dendritas de la sustancia nigra compacta, provocando un aumento en la
liberacion de dopamina; dicha dopamina incrementaria la liberacion de GABA mediante la
activacion de receptores D1 en las aferentes estriato-nigrales, pero a su vez también
ocasionaria una liberacion “extra” del propio glutamato mediante la activacion del mismo
tipo de receptores dopaminérgicos en las aferentes subtdlamo-nigrales, llegando asi a un

circuito de retroalimentacion positiva (Fig. 19).

Estriado

e 4— “VSNI/GPi

Figura 19. Representacion gréfica de la interaccion de los neurotransmisores glutamato,
dopamina y GABA en la sustancia nigra pars reticulata. Las neuronas GABAérgicas se
representan de color azul, las glutamatérgicas se presentan en rojo y las dopaminérgicas en color
amarillo. Las flechas salientes de las aferentes representan la liberacion del neurotransmisor
correspondiente. El glutamato liberado de las aferentes subtalamo-nigrales activa receptores
NMDA en las dendritas de las neuronas de la sustancia nigra compacta, propiciando el aumento
de la liberacion de dopamina, la cual, mediante la activacion de receptores D1 en las aferentes
estriato-nigrales y subtalamo-nigrales, ocasiona el aumento en la liberacion de GABA vy
glutamato, respectivamente. GPe, globo palido externo; GPi, globo palido interno; NST, ndcleo
subtaldmico; SNc, sustancia nigra compacta; SNr, sustancia nigra reticulata.

Talamo
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2.2 Modulacion de la entrada glutamatérgica subtalamo-nigral por receptores Ds.

Ademéas de los receptores de tipo Di, las neuronas del ndcleo subtalamico expresan
receptores de la familia Do, y en particular, se ha encontrado la expresion del receptor D3
(Diaz et al., 1995; Flores et al., 1999).

La ubicacion de los receptores del tipo D3 mediante autorradiografia del binding con
[*H]7-OH-DPAT, reveld que dicho receptor se encuentra -entre otros nticleos-, en el niicleo
subtaldmico y en la sustancia nigra reticulata, es decir, tanto en el soma como en las
terminales de las neuronas glutamatérgicas subtalamo-nigrales (Fig. 20) (Flores et al.,
1999).

Figura 20. Fotografia del autorradiograma ilustrando la distribucién de los sitios de union
a receptores dopaminérgicos de tipo D3 en seccidn sagital de cerebro de rata (15 uM). La
seccion se tomé al nivel del nicleo subtalamico y se utilizé [*H]7-OH-DPAT como
marcador. (Tomado de Flores et al., 1999).

Al utilizar el agonista no selectivo D2/Ds quimpirol y registrar las corrientes postsinapticas
excitatorias (EPSCs, por sus siglas en inglés) en la SNr (Fig. 21), se observa que al ser
activado, dicho receptor disminuye las EPSCs, mientras que el protocolo de pulsos
pareados da cuenta de la localizacién presinaptica de este (Ibanez-Sandoval et al., 2006), es
decir, la dopamina modula presinapticamente las proyecciones subtalamicas dirigidas a la

sustancia nigra reticulata.
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Figura 21. La activacion de receptores dopaminérgicos del tipo D2 disminuye las corrientes
postsinapticas excitatorias (EPSCs) subtalamo-nigrales. A: Curso temporal de 1uM de quimpirol,
agonista D2/Ds, sobre la amplitud de las EPSCs evocadas. La barra negra indica el tiempo de
aplicacién del agonista, y los trazos superiores corresponden a registros representativos indicados
con nUmeros en el curso temporal. B: Histograma resumen del experimento: el agonista D2
produce disminucién significativa de las EPSCs. C: Respuesta a la estimulacién con pulsos
pareados en condiciones control y en presencia de 1 uM de quimpirol (trazo gris). Los trazos
inferiores muestran la superposicion de los trazos control y con tratamiento. D: El cambio en la
razon de pulsos pareados (22. EPSC/12. EPSC) en una muestra de neuronas estuvo siempre en la
misma direccion: aumento de la facilitacion sindptica. (Tomado de Ibanez-Sandoval et al., 2006).
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2.3 Modulacion de la entrada GABAérgica palido-nigral por receptores Da.

Diversas observaciones sugieren que la liberacion palidal de GABA hacia la SNr esta
modulada por receptores dopaminérgicos del tipo Ds. Estudios tanto morfologicos como
neuroguimicos muestran que dicho receptor se encuentra expresado tanto en el soma como
en las terminales palidales (Mrzljak et al., 1996; Ariano et al., 1997; Flores et al., 1999;
Floran et al., 2004b) (Fig. 22).

C

Figura 22. Inmunorreactividad para el receptor D4 en los ganglios basales. c: Se observa micrografia
del putamen (P) y del globo pélido externo (GP) — la inmunorreactividad en el putamen es
despreciable; las cabezas de flecha indican inmundorreactividad para el receptor D4 en el GP,
mostrada a mas alta resolucion en d. Las barras de escala representan 200 y 30 uM, respectivamente.
(Tomado de Mrzljak et al., 1996).

En experimentos de liberacion de [PH]JGABA, pudo evidenciarse la naturaleza del receptor
D4y la modulacion que ejerce sobre la liberacion de dicho neurotransmisor desde el globo
palido hacia la sustancia nigra reticulata. Tanto la dopamina como un agonista altamente
selectivo para los receptores de tipo D4 (PD 168,077) produjeron una disminucién en la
liberacion de GABA en las terminales palido-nigrales; dicho aumento se ve prevenido

cuando se antagoniza el receptor con L-745,870 (Fig. 23) (Acosta-Garcia et al., 2009).
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Figura 23. La inhibicion de la liberacion de [*H]GABA estimulada por dopamina en la sustancia nigra
reticulata estd mediada por receptores Da4. A. Curva dosis-dependiente del efecto de la dopamina y el
agonista selectivo D4, PD 168,077 sobre la liberacion de [*H]JGABA en rebanadas de sustancia nigra
pars reticulata. Para los datos obtenidos con PD 168,077, 1Cs0=5.3 nM, CI desde 1 a 37 nM; para los
datos obtenidos con dopamina, 1Cs=7.65 nM, CI desde 0.20 a 289 uM. Los valores son
promedio+S.E.M. n=6 experimentos, 5 réplicas por determinacién. B. La modulacion de la liberacion
de [*H]GABA producida por la dopamina, es antagonizada por el antagonista selectivo D4, L-745, 870.
C. El efecto del PD 168,077 es también antagonizado por el L-745, 870. Se utiliz6 SCH 23390 (0.1 uM)
en todos los experimentos para bloquear a los receptores D1. Los valores son promedio+S.E.M. n=5
experimentos, 4 réplicas en cada uno, en B y C. **p<0.01 con respecto al control.
(Tomada de (Acosta-Garcia et al., 2009).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Unica aproximacion hasta el momento que explica la interaccion
glutamato/dopamina/GABA en la Sustancia Nigra Reticulata es la propuesta por Rosales y
cols. (1997), y aunque toma en cuenta la participacion de receptores dopaminérgicos D1, no
contempla la participacion de los receptores D3 y D4 localizados presinapticamente, por lo
que es necesaria una reevaluacion del modelo utilizando las herramientas farmacoldgicas
actuales, para elucidar su participaciéon en el control de la actividad de las neuronas de

proyeccion nigro-talamicas.

4. JUSTIFICACION

Las neuronas GABAEérgicas de la sustancia nigra reticulata constituyen la principal via de
salida de informacidn de los ganglios basales, por lo que representan un punto critico y de
suma importancia, en cuanto al control motor se refiere.

Como se ha mencionado, la SNr recibe informacion tanto excitatoria, como inhibitoria;
ademas de la dopamina que bien puede ser denominada como mediadora de las dos.

Debido a la convergencia de neurotransmisores -glutamato, dopamina, GABA- y a la
relevancia de este nicleo en padecimientos como la enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Huntington o la epilepsia, es de crucial importancia el estudio a detalle de los factores
involucrados en su funcionamiento, entre ellos, y como punto focal de este trabajo, la
relacién de los neurotransmisores mencionados y la participacion de los receptores

dopaminérgicos D3 y D4 sobre esta.

5. HIPOTESIS DE TRABAJO

La interaccion glutamato/dopamina/GABA en la sustancia nigra pars reticulata, que
determina la actividad de las neuronas nigrales, también involucra los receptores Dz y D4

presinapticos de las aferentes subtalamicas y palidales.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Evidenciar el papel de los receptores dopaminérgicos Dz y Ds en la interaccion
glutamato/dopamina GABA en la sustancia nigra pars reticulata de rata no anestesiada y en

libre movimiento.

6.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar la participacion de los receptores dopaminérgicos Dz presentes en las
aferentes subtalamo-nigrales sobre la liberacién de glutamato a la sustancia nigra
pars reticulata.

2. Esclarecer la participacion de los receptores dopaminérgicos Ds en la interaccion
glutamato/dopamina/GABA en la sustancia nigra reticulata, y el impacto de su

blogueo farmacoldgico sobre dicha interaccion.

3. Estudiar la participacién de los receptores dopaminérgicos Ds presentes en las
aferentes palido-nigrales sobre la liberacién de GABA a la sustancia nigra pars

reticulata.

4. Caracterizar la participacion de los receptores dopaminérgicos D4 en la interaccion
glutamato/dopamina/GABA en la sustancia nigra reticulata, y el impacto de su

blogueo farmacoldgico sobre dicha interaccion.
5. Proponer un nuevo modelo de interaccion de neurotransmisores en la sustancia

nigra pars reticulata, que integre los hallazgos obtenidos acerca de la participacion

de los receptores Dz y Da.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 220 a 240 g. Se mantuvieron
con ciclos de luz-oscuridad (12x12 h, iniciando el periodo de luz a las 6 am), y
alimentacion ad libitum. Los experimentos de microdialisis se iniciaron entre las 7:00 y
9:00 horas.

7.2 Cirugia Estereotéxica

Para los experimentos de microdialisis, los animales fueron implantados con canulas guia
de plastico

Las ratas fueron anestesiadas con una solucién de ketamina/xilacina (75 mg/kg de peso, de
ketamina; 5.6 mg/kg de peso, de xilacina, via i.p.) y colocadas en un aparato estereotaxico
(David Kopf). Las coordenadas de la SNr se calcularon de acuerdo al atlas de coordenadas
estereotaxicas (Fig. 24) (Paxinos and Watson, 1998).

Se utiliz6 una inclinacion de 47° con respecto de la horizontal y las siguientes coordenadas

a partir de bregma:

Anteroposterior: -8.7 mm
Lateral: -1.9 mm

Dorsoventral: -7.0 mm (a partir de la duramadre)

La canula se introdujé a través de un trépano de 2-3 mm de diametro realizado en el hueso
temporal derecho del animal. Se colocaron ademas dos tornillos (2 mm de diametro) en
ambos temporales, para posteriormente fijarlos con acrilico dental.

Tras la cirugia, se administro a la rata con un antibiotico de amplio espectro (Enrofloxacina,

5 mg/kg de peso, via s.c.) y se le coloco un collarin plastico alrededor del cuello.
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Figura 24. Posicidn de ingreso de la canula de microdialisis en la SNr. (Modificado
de Paxinos and Watson, 1998).

7.3 Experimentos de microdidlisis

Los experimentos de microdidlisis se realizaron después de un periodo de recuperacion de 4
a 6 dias tras la cirugia.

Se utilizaron céanulas de microdialisis (CMA/11. CMA Microdialysis AB) de 14 mm de
longitud, didmetro externo de 0.38 mm y volumen interno de 1 pL; con membrana de
cuprofano, de 1 mm de longitud, 0.24 mm de diametro y poro de exclusion molecular de 6
KDa (Fig. 25).

Después de introducir la canula de microdiélisis a través de la canula guia, el animal se
ubico en el sistema CMA/120 (Carnegie Medicin) mediante el collarin plastico previamente
colocado. Dicho sistema permite el libre movimiento de la rata durante el experimento y
evita que la tuberia flexible de plastico con que se conecta la bomba de perfusion a la

canula, se enrede.
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Figura 25. Esquema de la céanula de microdialisis utilizada en los procedimientos
experimentales (Tomado de CMA Microdialysis probe User’s Manual).

Previo a las maniobras farmacologicas, se determinaron las concentraciones basales de
dopamina, GABA y glutamato. Tras la colocacion de la canula, se perfundié solucién
Ringer (NaCl 137 mM, KCI 3 mM, Dextrosa 3mM, NA2HPOs 2 mM, CaCl 1.2 mM,
MgSOs 1mM, NaH2PO4 0.5 mM) mediante una bomba de perfusion continua (CMA/100.
Carnegie Medicin), a un flujo de 2.0 pL/min hasta alcanzar la estabilizacion (minimo 2
horas).

En todos los casos se tomaron colectas de 50 pl. (F=2.0 pL/min, t=25 min), de los cuales
se utilizaron 25uL. para la determinacion inmediata de dopamina utilizando HPLC con
deteccion electroquimica, mientras que los restantes 25uL se sometieron a derivatizacion
precolumna para determinar GABA vy glutamato utilizando HPLC con deteccion

fluorométrica.
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7.3.1 Estrategias farmacologicas

En la totalidad de los experimentos, tras el periodo de estabilizacion se realizaron
tres colectas basales para posteriormente perfundir con los farmacos como se indica a
continuacion, y terminar de nueva cuenta con tres colectas cuando los neurotransmisores

hubieron regresado a sus concentraciones basales:

Tabla 1. Esquema de perfusion de farmacos

Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo Protocolo
1 2 3 4 5 6
Farmacos NMDA GR SCH | GR | SCH | AK. GR L NMDA | SCH | L | NMDA

-75

-50

-25

0

25

50

75

Tiempo de Colecta

100

125

150

175

200

Clave de farmacos:

NMDA: N-metil-D-aspartato (Sigma Aldrich). Perfundido a concentracion de 3 mM.
GR: GR 103691 (Sigma Aldrich). Perfundido a concentracion de 100 nM.

SCH: SCH 23390 (Sigma Aldrich). Perfundido a concentracion de 1 uM.

A.K.: Acido Kinurénico (Sigma Aldrich). Perfundido a concentracién de 3 mM.

L: L-745,870 (Sigma Aldrich). Perfundido a concentracion de 1 uM.
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7.4 Cuantificacion de dopamina por HPLC

Alicuotas de 25 pL del dializado se inyectaron directamente en un cromatdgrafo Waters
2475 Multi A Fluorescence Detector (Waters Corporation), utilizando un inyector manual
Rheodyne con un asa de 20 pL. Para la deteccion fluorométrica, se fijo la longitud de onda
de excitacion en Ae=279 nm, mientras que la longitud de emision se fijo Aem=320 nm; la
ganancia de intensidad la sefial se ajustd como Gain=1000.

Para la separacion cromatografica se utiliz6 una columna para HPLC Atlantis, con gel de
silice incorporado con cadenas alquil C18 como empaque (tamafio de particula = 3.0 um),
y dimensiones de 2.1 x 150 mm (Waters Corporation).

La composicion de la fase movil fue la siguiente: acido monocloroacetico (9.48 mg/L),
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (189 mg/L, &cido), acido 1-octanesulfénico (166
mg/L). Se utilizé una concentracion final de 4.5% de acetonitrilo y se ajusté el pH a 3.2 con
NaOH (Rosales et al., 1997). Tras ser preparada, la fase mavil se filtr6 con una membrana
de nitrocelulosa con tamafio de poro 0.22 um (Millipore Corporation) y se desgasifico
durante 3 minutos con agitacion y vacio.

Se utilizdé una bomba para HPLC BAS PM-80 (BAS Inc.) y se fijo un flujo de trabajo de

0.37 mL/min, alcanzando una presién de 3450+50 psi.

7.5 Cuantificacion de GABA y glutamato por HPLC

Alicuotas de 25 pL del dializado se sometieron a derivatizacion precolumna (25 pL de
dializado + 10 pL de solucion derivatizadora) durante 2 minutos para posteriormente
inyectarse en un cromatografo Antec Leyden Intro LC-EC, utilizando un inyector manual
Rheodyne con un asa de 20 pL.

Para la solucién derivatizadora, se utiliz6 o-ftalaldehido (OPA), metanol (MeOH),
2-B-mercaptoetanol (2BME) y solucion de tetraborato de sodio 0.1 M (borax) en las
siguientes proporciones: 37 uL MeOH/mg OPA, 0.19 uL. 2BME /mg OPA y 334 uL
borax/mg OPA, en dicho orden (Quiroz-Gonzalez et al., 2013). Dicha solucion se preparo
fresca para cada experimento de microdialisis.

Para la deteccidn electroquimica, se ajust6 el voltaje del electrodo de trabajo, dentro de la
celda de deteccidn, a un potencial de +0.550 mV. Se programd un filtro digital de 1 s para

reducir el ruido de la sefal.
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Para la separacion cromatografica se utilizé una columna para HPLC Ascentis Express, con
gel de silice incorporado con cadenas alquil C18 como empaque (tamafio de particula = 2.7
um), y dimensiones de 4.6 x 100 mm (SUPELCO Analytical. Sygma-Aldrich Co.).

La composicion de la fase mdvil fue la siguiente: fosfato disddico (35.814 g/L), se utilizd
una concentracion final de 20% de metanol y 3.5% de acetonitrilo, para posteriormente
ajustar el pH a 6.7 con &cido fosforico (Quiroz-Gonzalez et al., 2013). Tras ser preparada,
la fase movil se filtr6 con una membrana de nitrocelulosa con tamafio de poro 0.22 um
(Millipore Corporation) y se desgasifico durante 3 minutos con agitacion y vacio.

Se utiliz6 una bomba para HPLC Waters 515 (Waters Corporation) y se fijé un flujo de
trabajo de 1.0 mL/min, alcanzando una presion de 3000+100 psi.

7.6 Histologia

Una vez terminado el experimento, los animales fueron anestesiados con solucion
ketamina/xilacina (75 mg/kg de peso, de ketamina; 5.6 mg/kg de peso, de xilacina, via i.p.)
y sacrificados por dislocacion cervical. El cerebro se removio cuidadosamente y se coloco
en una solucion de paraformaldehido al 4% por 24 h. Una vez fijado, se procedid a la
obtencion de rebabadas sagitales de 300 um utilizando un vibratomo (Oxford).

Las rebanadas se observaron al microscopio para verificar la posicion de la canula. Solo los
experimentos en los cuales se confirmd la correcta colocacion de la canula en la SNr fueron

incluidos en el estudio.

7.7 Andlisis estadistico

Los incrementos o decrementos en la liberacion de los neurotransmisores se expresaron
como porcentaje con respecto al valor basal (dicho valor se obtuvo mediante el promedio
de los tres valores basales, previo a la adicién de farmacos y su posterior normalizacion
a 100%). La significancia de los cambios mencionados se determind mediante ANOVA de

una via seguida por la prueba de Dunnett.
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8. RESULTADOS

8.1 Canulacion en la sustancia nigra pars reticulata

La correcta colocacion de la canula guia en el niacleo de interés, en este caso la SNr,
constituye el paso critico para obtener resultados favorables durante los experimentos de
microdialisis, ya que si no se realiza una correcta canulacion, la observacién tanto de
dopamina, como GABA y glutamato sera nula.

En seguida se presenta una fotografia representativa que muestra el rastro de la canula guia
en una rebanada de cerebro de rata (300 um), y su colocacion final en la SNr
(Fig. 26), mostrando estructuras facilmente distinguibles a partir de la comparacion con el
esquema del atlas de coordenadas estereotéaxicas del cerebro de la rata (Paxinos and
Watson, 1998) (ver Fig. 24).

fmj

IC

opt €P

Figura 26. Fotografia representativa de la ubicacion correcta de la cdnula de microdialisis en
la SNr. Se indican estructuras distinguibles que confirman la correcta ubicacién tanto
anteroposterior como lateral de la canula. Cp, pedinculo cerebral; CPu, estriado; fmj,
forceps menor del cuerpo calloso; ic, capsula interna; opt, tracto dptico.
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8.2 Niveles basales de dopamina, GABA y glutamato en la SNr
Los niveles basales en la SNr de los neurotransmisores mencionados, se detallan en la

siguiente tabla.

Tabla 2. Concentraciones basales de DA, GABA y GLU en dializados de la SNr en la rata despierta 'y
en libre movimiento

Neurotransmisor | Concentracion Basal (nM)

Dopamina 5.4+0.9
GABA 37.90£3.40
Glutamato 333.05+11.21

Las concentraciones basales de los neurotransmisores se determinaron después de 2 horas a
partir de la implantacion de la canula de microdidlisis en la SNr. Las concentraciones
determinadas en los dializados corresponden aproximadamente al 10-12% de las
concentraciones que se encuentran en el espacio extracelular, tomando en cuenta el valor de
recuperacion relativa de las canulas de microdidlisis, reportado por el fabricante.

Los niveles de GABA y glutamato se determinaron -previa derivatizacion- mediante HPLC,
con deteccién electroguimica, mientras que la dopamina se determind con deteccion
fluorométrica. Los valores corresponden al promedio + el error estandar de 18

experimentos independientes.

8.3 Efecto de la perfusion de N-metil-D-aspartato en la sustancia nigra pars reticulata
de la rata, sobre los niveles extracelulares de dopamina, GABA y glutamato

La perfusion via la canula de microdidlisis, de 3 mM del agonista glutamatérgico
N-metil-D-aspartato (NMDA) en la SNr de la rata despierta y en libre movimiento, produjo
un aumento significativo en los niveles de DA (258+£28%); aumentos en los niveles de
GLU (265+35%) y GABA (227£31%) acompariaron al aumento de esta.Los niveles
maximos, en todos los casos, se observaron tras 25 minutos tomando en cuenta el inici6 de
la perfusion del farmaco, produciéndose la progresiva disminucion de estos hasta alcanzar

los niveles basales una vez se hubo interrumpido la administracion de NMDA (Fig. 27).
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8.4 Efecto de la perfusion de GR 103691 en la sustancia nigra pars reticulata de la
rata, sobre los niveles extracelulares de dopamina, GABA y glutamato

La perfusion de 100 nM del antagonista selectivo de los receptores dopaminérgicos de tipo
D3, en la SNr de la rata despierta y en libre movimiento, produjo un aumento significativo
en los niveles de glutamato (233+25%), sugiriendo la activacion tonica de dicho receptor en
las aferentes subtalamo-nigrales; ademés de aumentos de dopamina y GABA (202+7% y
168+9%, respectivamente). Los picos de concentracion se observaron a los 25 minutos del
inicio de la perfusion del farmaco, disminuyendo estos progresivamente hasta los niveles

basales tras la interrupcion de la perfusién del antagonista D3 (Fig. 28).

8.5 Efecto del antagonismo de los receptores D1 sobre los aumentos de dopamina,
glutamato y GABA producidos por la perfusion de GR 103691 en la sustancia nigra
pars reticulata de la rata

Los aumentos en las concentraciones extracelulares de dopamina, GABA y glutamato
producidos por la perfusion de NMDA, son atribuidos a la activacion de receptores
glutamatérgicos en dendritas de neuronas dopaminérgicas que dan cuenta del aumento de
DA, mientras que la subsecuente activacion de receptores Dy -en aferentes estriatales y
subtalamicas- produce los aumentos de GABA y GLU, respectivamente (Rosales et al.,
1997). Aun cuando el GR 103691 (100 nM) solo actia sobre receptores de tipo Ds
(Audinot et al., 1998), se observan resultados similares a los obtenidos utilizando NMDA,
por lo que mediante la perfusion conjunta del antagonista Dz y del antagonista selectivo
para los receptores dopaminérgicos D1, SCH 23390, se desenmascaré la participacion de
estos en los aumentos observados cuando el receptor D3 es antagonizado.

Inicialmente, la perfusion de 1 uM de SCH 23390, no produce cambios en las
concentraciones extracelulares de los neurotransmisores estudiados.

Posteriormente, la co-perfusion de los antagonistas D1 y D3 producen un aumento en los
niveles basales de glutamato (151+6%) y dopamina (168+4%), sin embargo, no se observa
cambio alguno en las concentraciones de GABA en el curso del tratamiento. El
antagonismo de los receptores D1 abolio por completo la salida de GABA vy, al no ser

activado dicho receptor en las aferentes subtalamo-nigrales, el aumento de glutamato (y en
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consecuencia, el de dopamina) es menor en comparacion al producido con el antagonismo
del receptor D3 en solitario.
Los aumentos maximos se presentan 25 minutos tras el inicio del tratamiento conjunto y

disminuyen gradualmente hasta estabilizarse, cuando los farmacos se retiran (Fig. 29).

8.6 Efecto del antagonismo de los receptores NMDA sobre el aumento en los niveles
glutamato y dopamina producidos por la perfusién conjunta de SCH 23390 y
GR 103691 en la sustancia nigra pars reticulata de la rata

En las aferentes presentes en la SNr, existe expresion de receptores dopaminérgicos de tipo
D3 tanto en las dendritas de la SNc (Tepper et al., 1997), como en los axones subtalamicos
(Flores et al., 1999), por lo que fue necesario determinar cual de estos dos grupos de
receptores era antagonizado con el tratamiento farmacoldgico, y establecer el orden de
salida de los neurotransmisores ante el antagonismo del receptor Ds.

Bajo la teoria de que los receptores Ds presentes en las aferentes subtalamo-nigrales estan
tonicamente activos y que al antagonizarlos, el glutamato es el primero en aumentar, siendo
responsable del aumento de dopamina -activando receptores NMDA- y esta a su vez del
aumento de GABA y de glutamato “extra” -activando receptores D:-, el antagonismo de los
receptores NMDA permitiria ratificar o contradecir dicho planteamiento.

Para lo anterior, se inici6 la perfusion conjunta de SCH 23390 y el antagonista
glutamatérgico de los receptores AMPA y NMDA, acido kinurénico (Stone, 1993; Wu et
al., 1994), en concentraciones de 1 uM y 3 mM, respectivamente, no observandose
cambios en los niveles de ninguno de los tres neurotransmisores.

Posteriormente, aunado a la perfusion continuada de los antagonistas mencionados, se
inicio la perfusion de GR 103691 (100 nM) que produjo un aumento de 167+5% en los
niveles basales de glutamato (pico maximo tras 25 minutos de la perfusion conjunta de los
tres antagonistas y progresiva disminucién), no observandose cambios en las
concentraciones extracelulares de dopamina o GABA (Fig. 30).

Dichos resultados confirman que el antagonismo de los receptores D3 produce la salida
inicial de GLU, sin embargo en este caso, el bloqueo de los receptores NMDA no permite

que este provoque la salida de DA, es decir, la salida de glutamato es el punto inicial que
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produce la salida de dopamina y esta a su vez una salida “adicional” de glutamato y la

salida de GABA.

8.7 Efecto de la perfusion de L-745,870 en la sustancia nigra pars reticulata de la rata,
sobre los niveles extracelulares de dopamina, GABA y glutamato

La perfusion de 1 uM del antagonista selectivo de los receptores dopaminérgicos de tipo
D4, en la SNr de la rata despierta y en libre movimiento, produjo un aumento significativo
en los niveles de GABA (210+25%), sugiriendo la activacion tonica de dicho receptor en
las aferentes palido-nigrales; por su parte, no se observaron aumentos de dopamina o
glutamato. El pico de concentracion se observo a los 25 minutos del inicio de la perfusion
del farmaco, disminuyendo este progresivamente. Posteriormente, la perfusién conjunta del
antagonista D4 y de NMDA, propicié un aumento adicional y significativo de GABA,
sugiriendo que este provenia de las aferentes estriato-nigrales, ademas de los aumentos ya
reportados de dopamina y glutamato producidos por la perfusion de dicho agonista
glutamatérgico.

Los tres neurotransmisores presentaron disminucion gradual en su concentracion hasta

retornar a las basales cuando se hubo detenido la perfusion de los farmacos (Fig. 31).

8.8 Efecto del antagonismo de los receptores D1 sobre el aumento en los niveles de
GABA, dopamina y glutamato producidos por la perfusion de L-745,870 y NMDA,
respectivamente, en la sustancia nigra pars reticulata de la rata

La co-perfusion de L-745,870 (1 uM) y SCH 23390 (1 uM) produjo un aumento en los
niveles extracelulares de GABA (246+13%) (Fig. 30), no afectando el bloqueo de los
receptores D1 el aumento de este aminodcido en comparacion con los resultados de la
perfusion en solitario del antagonista D4 (Fig. 29).

Por su parte, el bloqueo de los receptores D1 abolid por completo el aumento de GLU
producido por la perfusion de NMDA, no obstante que el aumento de DA se mantuvo al
perfundir el agonista glutamatérgico. Los picos maximos de GABA y DA se produjeron
tras 25 minutos del inicio de la perfusion de L-745, 870 y NMDA, respectivamente. Se
observa la disminucion progresiva de los niveles de neurotransmisores hasta los niveles
basales (Fig. 32).
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De nueva cuenta es claro, que el aumento de GABA producido por el antagonismo de los
receptores D4 en las aferentes palido-nigrales es independiente de los aumentos de DA y
GLU bajo cualquier circunstancia e incluso independiente del propio aumento de GABA

proveniente de las aferentes estriato-nigrales.
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Figura 27. Efecto de la perfusion de N-metil-D-aspartato en la sustancia nigra pars reticulata de la rata, sobre los niveles extracelulares de dopamina,
glutamato y GABA. Los dializados se colectaron en intervalos de 25 minutos. EIl NMDA (3 mM) estuvo presente (barra horizontal) durante 75 minutos. Cada
barra representa el promedioterror estdndar de tres diferentes experimentos. Los niveles basales (nM) de los neurotransmisores fueron, dopamina, 6.1+1.3;
glutamato, 342.69+20.07; GABA, 33.10+4.9. *** p<0.001, **p <0.01, *p <0.05 vs control (valor basal inmediato anterior al inicio del tratamiento).
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Figura 28. Efecto de la perfusién de GR 103691 en la sustancia nigra pars reticulata de la rata, sobre los niveles extracelulares de glutamato, dopamina y GABA.
Los dializados se colectaron en intervalos de 25 minutos. El GR 103691 (100 nM) estuvo presente (barra horizontal) durante 75 minutos. Cada barra representa
el promedioterror estdndar de tres diferentes experimentos. Los niveles basales (nM) de los neurotransmisores fueron, glutamato, 336.34+13.29;
dopamina, 5.7+0.4; GABA, 30.5946.0. *** p<0.001, **p <0.01 vs control (valor basal inmediato anterior al inicio del tratamiento).
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Figura 29. Efecto de la perfusion de SCH 23390 sobre el aumento en las concentraciones basales de glutamato, dopamina y GABA producidos por la perfusion de
GR 103691 en la sustancia nigra pars reticulata de la rata. Los dializados se colectaron en intervalos de 25 minutos. El SCH 23390 (1uM) estuvo presente durante
150 minutos (barra horizontal superior), mientras que el GR 103691(100 nM) estuvo presente durante 75 minutos (barra horizontal inferior). Cada barra representa el

promediozerror estandar de tres diferentes experimentos. Los niveles basales (nM) de los neurotransmisores fueron, glutamato, 331.24+16.52; dopamina, 5.5+0.9;
GABA, 33.92+4.7. *** p<0.001, **p <0.01 vs control (valor basal inmediato anterior al inicio del tratamiento).
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Figura 30. Efecto del antagonismo de los receptores NMDA sobre el aumento en los niveles glutamato y dopamina producidos por la perfusién conjunta de SCH 23390 y
GR 103691 en la sustancia nigra pars reticulata de la rata. Los dializados se colectaron en intervalos de 25 minutos. EI SCH 23390 (1uM) vy el acido kinurénico (3 mM)
estuvieron presentes durante 150 minutos (barra horizontal superior), mientras que el GR 103691(100 nM) estuvo presente durante 75 minutos (barra horizontal
inferior). Cada barra representa el promediozerror estdndar de tres diferentes experimentos. Los niveles basales (nM) de los neurotransmisores fueron, glutamato
334.21+15.10; dopamina, 5.1+0.7; GABA, 39.99+3.4. *** p<0.001, **p <0.01 vs control (valor basal inmediato anterior al inicio del tratamiento).
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Figura 31. Efecto de la perfusion de L-745,870 en la sustancia nigra pars reticulata de la rata, sobre los niveles extracelulares de dopamina, GABA y glutamato. Los
dializados se colectaron en intervalos de 25 minutos. El L-745,870 (1 uM) estuvo presente durante 150 minutos (barra horizontal superior), mientras que el NMDA
(3 mM) estuvo presente durante 75 minutos (barra horizontal inferior). Cada barra representa el promedioterror estandar de tres diferentes experimentos. Los niveles
basales (nM) de los neurotransmisores fueron, GABA, 38.50£2.2; dopamina, 5.0+1.1; glutamato, 338.60£14.77. *** p<0.001, **p <0.01, *p <0.05 vs control (valor basal

inmediato anterior al inicio del tratamiento).
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Figura 32. Efecto del bloqueo de los receptores D1 sobre el aumento en los niveles de GABA, dopamina y glutamato producidos por la perfusién de L-745,870 y NMDA,
respectivamente, en la sustancia nigra pars reticulata de la rata. Los dializados se colectaron en intervalos de 25 minutos. EI SCH 23390 (1 uM) vy el L-745,870 (1 uM)
estuvieron presentes durante 150 minutos (barra horizontal superior), mientras que el NMDA (3 mM) estuvo presente durante 75 minutos (barra horizontal inferior).
Cada barra representa el promedioterror estdndar de tres diferentes experimentos. Los niveles basales (nM) de los neurotransmisores fueron, GABA 45.80+5.2;
dopamina, 5.31+1.5; glutamato, 327.01+£10.11. . *** p<0.001, **p <0.01, *p <0.05 vs control (valor basal inmediato anterior al inicio del tratamiento).
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9. DISCUSION

9.1 Consideraciones metodoldgicas

En el presente trabajo se empleo la técnica de microdidlisis para evidenciar los cambios en
los neurotransmisores de la sustancia nigra reticulata, en respuesta a farmacos.

Dicha técnica posee diversas ventajas, siendo las principales, la posibilidad de registrar
cambios neuroguimicos dinamicos en el espacio extracelular de estructuras cerebrales bien
definidas, en animales vivos, no anestesiados y en libre movimiento. (Ungerstedt and
Hallstrom, 1987; Anderzhanova and Wotjak, 2013)

Ademas, debido al reducido tamafio de la canula de microdidlisis, el dafio tisular producido
por la implantacion de esta es minimo, lo que permite incluso la implantacion de mas de
una cénula en estructuras cerebrales distantes.

La membrana de dialisis excluye moléculas de alto peso, como enzimas, que podrian
degradar los neurotransmisores recobrados en el dializado, haciendo imposible una
cuantificacion adecuada; aunado a esto, el flujo de perfusion puede ser modificado para
eficientar la recuperacion (Justice, 1993).

La posibilidad de analizar diversos neurotransmisores -u otros neuroquimicos- a partir de
una misma muestra constituye otra primacia de suma importancia, pues minimiza el uso de
animales de laboratorio, asi como de recursos en insumos en general.

Es de destacarse que diversos autores (Herrera-Marschitz et al., 1996; Timmerman and
Westerink, 1997) han demostrado que la concentraciones extracelulares de
neurotransmisores de naturaleza aminoacidica (GABA, glutamato, aspartato) poseen
componentes tanto de “pools” neuronales clasicos (liberacion calcio-dependiente y sensible
a TTX), como de “pools” metabo6licos (liberacion glial no sensible a TTX y no dependiente
de calcio), lo que podria significar una desventaja de la técnica de microdialisis al no ser
esta capaz de discriminar entre ambos mecanismos que en su conjunto darian cuenta de la
concentracion extracelular total del neurotransmisor; no obstante, si se tiene en cuenta que
la liberacion de los neurotransmisores cuantificados responde a estimulacion farmacoldgica
y sensorial, ademas de que el componente neuronal representaria la gran mayoria de la

concentracion encontrada en el espacio extracelular, puede sugerirse que el andlisis de los
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niveles y cambios de GABA y glutamato presentados en este trabajo, corresponden
verdaderamente a lo indicado en los resultados y discusion.

Con respecto a los puntos criticos de la técnica, la correcta colocacion de la canula guia en
el nucleo de interés es determinante para el éxito del experimento, ya que, cuando la canula
no se encuentra en la ubicacion deseada, es practicamente imposible observar niveles
registrables de los neurotransmisores en estudio; por otra parte, la membrana en el extremo
final de la canula, donde ocurre el intercambio de farmacos y neurotransmisores, es hasta
cierto punto delicada, por lo que la implantacion de esta representa como tal, otro
procedimiento clave que debe llevarse a cabo con el mayor cuidado posible. La minima
fractura en el componente plastico de la membrana produce la filtracion del fluido de
perfusidn, impidiendo con esto tanto la dialisis como la recuperacion de dializados.

Al margen de lo anterior, debido a las ventajas mencionadas y a las caracteristicas del
estudio a realizarse, la microdialisis resulto la técnica ideal a ser empleada en este proyecto.
En relacion al método cromatografico utilizado (HPLC), tanto la deteccion fluorométrica
(para la determinacién de dopamina), como la electroquimica (para determinar GABA y
glutamato) demostraron tener la suficiente sensibilidad para dar cuenta tanto de niveles
basales como de cambio en las concentraciones de los neurotransmisores, ademas de
representar una clara ventaja el hecho de que los dializados no requerian de purificacion
adicional para ser inyectados al cromatografo, siendo suficiente el volumen de muestra
colectado (25 pL) para la determinacion.

No obstante, a fin de garantizar el correcto funcionamiento del equipo, fue necesario
asegurar la pureza de los reactivos utilizados para elaborar fases moviles o estandares
(grado HPLC, pureza >99.9%), asi como la filtracion y desgasificacion de dichas
soluciones, evitando con esto la entrada de contaminantes y/o aire al sistema.

Algo importante a tomar en cuenta fue la estructura molecular de los farmacos a utilizar, ya
que, si esta hubiese tenido alta homologia con la estructura de los neurotransmisores de
interés, habria sido imposible la diferenciacion de ambos en la columna de separacion
cromatografica, conduciendo a errores de medicion. Como puede inferirse a partir de las
nulas desventajas que conlleva la utilizacion del HPLC, el método de analisis de las

muestras resulto ser el idoneo, obteniéndose resultados favorables y reproducibles.
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9.2 Concentraciones basales de dopamina, GABA y glutamato

La introduccion de la canula de microdiélisis -como es de esperarse, al ser un cuerpo
extrafio-, produce destruccion tisular y como consecuencia se tiene una liberacion masiva
del contenido celular al espacio extracelular.

Evidentemente, si se registraran los niveles de los neurotransmisores de interés
inmediatamente después de la insercion de la canula de microdialisis, se observarian
concentraciones anormalmente altas (y no representativas de los niveles “normales”),
producto del ya mencionado dafio celular.

Después de unas horas, mediante procesos de degradacion, recaptura y por el propio
proceso de didlisis, el exceso de neurotransmisores es removido del espacio extracelular y
los niveles se estabilizan.

Con la finalidad de registrar las concentraciones basales reales de los neurotransmisores, no
se colectaron muestras para su analisis sino hasta dos horas después de la implantacion de
la canula, tiempo suficiente para la estabilizacion, segun diversos autores (Rosales et al.,
1997; Windels et al., 2000; Dopico et al., 2006).

Las concentraciones basales de dopamina, GABA y glutamato en la SNr obtenidas en el
presente trabajo (Tabla 2) son similares a las reportadas en la bibliografia (Rosales et al.,
1997; Matuszewich and Yamamoto, 1999; Windels et al., 2000; Hatzipetros and
Yamamoto, 2006).

9.3 Control glutamatérgico sobre la liberacion de dopamina en la sustancia nigra pars
reticulata de la rata

Desde hace ya varios afios, estudios anatdmicos han establecido la existencia de aferentes
glutamatérgicas -procedentes del nucleo subtalamico, corteza y pedunculo pontinuo- en la
vecindad de neuronas dopaminérgicas de la SNc (Carter, 1982; Kornhuber et al., 1984; Kita
and Kitai, 1987), ademas, la expresion de receptores para glutamato en dichas neuronas,
tambien ha sido demostrada (Albin et al., 1992; Catania et al., 1994).

La modulacién glutamatérgica que ejercen dichas aferentes sobre la liberacion de
dopamina, ha sido evidenciada mediante el uso del agonista glutamatérgico NMDA, tanto
in vitro (Araneda and Bustos, 1989) como in vivo (Westerink et al., 1992); posteriormente,
mediante la estimulacion del NST con carbacol para producir la liberacion de glutamato, se
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demostré que fisioldgicamente que el aminoacido produce la liberacién de dopamina
activando receptores NMDA (Fig. 16) (Rosales et al., 1994).

Los resultados del presente trabajo confirman lo expuesto al observarse un aumento de
dopamina, que puede ser explicado justamente por la activacion de los receptores
glutamatérgicos en las dendritas de la SNc; al aumento de DA lo acompafian aumentos de
las concentraciones de GABA y del propio glutamato (Fig. 27).

Dichos incrementos pueden ser explicados por la activacion de los receptores
dopaminérgicos de tipo Dy presentes en las aferentes estriato-nigrales (Altar and Hauser,
1987; Yung et al., 1996) y subtalamo-nigrales (Savasta et al., 1986b; Flores et al., 1999),
que al ser activados producen aumento en el disparo neuronal y como consecuencia
liberacion de GABA y glutamato, respectivamente.

Es importante destacar en este punto que, con el advenimiento de nuevas técnicas, ha sido
posible determinar que el receptor de tipo D1 presente en las aferentes subtalamo-nigrales
corresponde mas bien a un receptor dopaminérgico Ds (Baufreton et al., 2003), sin embargo
al ambos poseer la misma via de sefializacion y hasta el momento ser practicamente
indistinguibles entre si, farmacoldgicamente hablando, en este trabajo dicho receptor sera
referido como tipo Dx.

Aun cuando los resultados de este experimentos habian sido publicados con anterioridad
por nuestro grupo de trabajo (Rosales et al., 1997), la reproduccion del mismo permitid
validar tanto la técnica de microdialisis como él método de cuantificacién (HPLC;
deteccion fluorométrica para dopamina, deteccion electroquimica para aminoécidos), que
fueron montados de nueva cuenta en laboratorio tras cierto tiempo de inactividad.

Al respecto, fue necesario modificar ligeramente las condiciones, ya que replicar el
experimento a cabalidad, la concentracién de agonista (1 mM) resulto insuficiente para
observar cambios en los neurotransmisores, por lo que se decidié aumentarla (3 mM).

Tras la maniobra mencionada, fue posible observar los incrementos en las concentraciones
extracelulares de los neurotransmisores, los cuales coinciden con los reportados

anteriormente (Fig. 17).
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9.4 Papel de los receptores D3 en la interaccion glutamato/dopamina/GABA en la
sustancia nigra pars reticulata de la rata

Aun cuando no se ha estudiado la participacion en solitario de los receptores Ds in vivo,
existen reportes que dan indicios sobre el papel que ejercen sobre las aferentes subtalamicas
en la sustancia nigra reticulata.

Nuestro grupo de trabajo evidencid -in vitro- la importancia de los receptores
dopaminérgicos inhibitorios en las aferentes subtalamo-nigrales. Mediante experimentos de
electrofisiologia, registrando las corrientes postsinapticas excitatorias (EPSCs) en la SNr en
respuesta a la activacion de receptores D2/D3 con su agonista no selectivo, quimpirol, pudo
corroborarse una disminucion de estas (Ibanez-Sandoval et al., 2006), ratificando el efecto
clasico de la activacion de dicho tipo de receptores: la disminucion del disparo neuronal y
por lo tanto de liberacion de neurotransmisores.

Ademas, se sugiere una posible activacion tonica de los receptores inhibitorios de las
terminales subtalamicas en la SNr, pues tras antagonizarlos con el antagonista no selectivo
D2/Ds, sulpiride, se observa un aumento en las corrientes postsindpticas excitataorias
registradas en la sustancia nigra (Ibanez-Sandoval et al., 2006).

Por su parte, la participacion directa de los receptores D3z fue puesta de manifiesto al
realizar registros electrofisiol6gicos en la SNr durante la activacion de estos con su agonista
selectivo, 7-OH-DPAT, observandose la disminucion de las EPSCs (Shen and Johnson,
2012).

La presencia de receptores tipo D3 en las aferentes subtalamo-nigrales (Flores et al., 1999)
hace necesario el estudio de su participacion en la estrecha relacion que mantienen el
glutamato, la dopamina y el GABA en la SNr, por lo que, para tal efecto, se realizé la
perfusion de un antagonista altamente selectivo de dicho receptor, el GR 103691 (Ki=0.40
nM) (Audinot et al., 1998).

Para garantizar que solo los receptores D3 fueran antagonizados, se escogié cuidadosamente
la concentracion a perfundir, siendo suficiente 100 nM (tomando en cuenta el porcentaje de
recuperacion de la canula, se estima que la concentracion efectiva del farmaco en el espacio
extracelular fue de 10-12 nM) para llegar a una concentracién saturante para los receptores

D3, sin incidir sobre ningdn otro receptor dopaminergico (se habria requerido 4 veces mas
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compuesto para tener efecto sobre los receptores D2, 8 veces més para los D4 y 40 veces
mas para los Dy).

Como puede observarse (Fig. 28), los resultados obtenidos del solo antagonismo de los
receptores D3 son muy parecidos a los obtenidos con la perfusion de NMDA, es decir,
existen aumentos significativos en las concentraciones extracelulares de los tres
neurotransmisores en estudio.

Lo anterior podria explicarse considerando la posibilidad de que el receptor de tipo Ds
presente en las aferentes subtdlamo-nigrales esté tdnicamente activo, es decir, que bajo
condiciones fisioldgicas, exista la suficiente cantidad de dopamina para mantenerlo
activado “permanentemente”, evitando con eso la salida masiva de glutamato hacia la
sustancia nigra reticulata, de manera que, al impedir dicha activacion mediante un
antagonista selectivo, se propicie la salida espontanea de glutamato, incidiendo a su vez
sobre los niveles de dopamina y GABA.

Al respecto de esta posible actividad ténica del receptor subtalamico de tipo D3, es sabido
que las neuronas subtaldmicas poseen actividad tonica (Beurrier et al., 1999; Bevan and
Wilson, 1999) y dicha estimulacion -entre otros factores- produce a su vez la activacion de
la SN (compacta y reticulata) (Iribe et al., 1999), lo que da lugar a un tono dopaminérgico
continuo (Mintz et al., 1986) que, aunado a la alta afinidad del receptor D3 por su ligando
enddgeno (Missale et al., 1998), mantendria tonicamente activos a estos receptores en las
aferentes subtidlamo-nigrales, actuando como un “freno” ante la liberacion de glutamato, ya
que, al ser un receptor dopaminérgico de naturaleza inhibitoria, su activacion da lugar a la
apertura de canales de K* (Neve et al., 2004) y disminucién en la actividad de canales de
Ca*™ (Qin et al., 1997; Page et al., 1998) que, junto con otros mecanismos, disminuyen el
disparo neuronal y a su vez la liberacion de neurotransmisores; de manera que, al ser
antagonizados, la actividad tonica de las neuronas subtalamicas producira la salida de
glutamato sin que exista la restriccion que representa la activacion del receptor D3, dando
cuenta del aumento de los niveles extracelulares de glutamato al perfundir el farmaco GR
103691.

Los aumentos de dopamina y GABA, pueden explicarse regresando una vez mas al modelo
de interaccion de los tres neurotransmisores a nivel de la SNr (Fig. 19), es decir, el aumento

de glutamato activa receptores NMDA en las dendritas de las neuronas dopaminérgicas de

7



DISCUSION

la SNc, propiciando el aumento en la liberacion de dopamina, que a su vez activara
receptores D1 en las aferentes estriato-nigrales y subtadlamo-nigrales, aumentando con ello
la liberacion de GABA y glutamato, respectivamente.

La participacion de los receptores D1 en los aumentos de GABA y GLU, segun se ha

descrito, se comprobd con el experimento que se discute enseguida.

9.5 Participacion de los receptores D1  sobre la  interaccion
glutamato/dopamina/GABA producida por el antagonismo de receptores D3

Como ya se ha hecho mencion en mdltiples ocasiones, existe expresion de receptores
dopaminérgicos D tanto en las terminales estriatales (Altar and Hauser, 1987; Yung et al.,
1996), como en las subtalamicas (Savasta et al., 1986b; Flores et al., 1999) de la SNr.

La participacion de dichos receptores en el aumento de las concentraciones extracelulares
de GABA 'y GLU en respuesta a la perfusion de NMDA es evidente, pues, cuando se co-
perfunden el agonista glutamatérgico y el antagonista D1, SCH 23390, se previenen los
aumentos de los neurotransmisores aminoacidicos (Fig. 18) (Rosales et al., 1997)
observados cuando se perfunde el NMDA en solitario (Fig. 17, Fig. 27).

Debido a la similitud de resultados obtenidos ante la perfusion de NMDA y del antagonista
D3, GR 103691 (Fig. 27, Fig. 28), se decidié antagonizar a los receptores Dy con la
finalidad de esclarecer si se estaba ante el mismo mecanismo responsable del aumento de
los aminoécidos.

El antagonista selectivo D1, posee una alta afinidad por dicho receptor (Ki=0.12 nM)
(Neumeyer et al., 2003), por lo que, tomando en cuenta la tasa de recuperacion de la
canula, decidié perfundirse en concentracion de 1 uM (concentracion efectiva en el espacio
extracelular de 100 nM, aprox.), de tal manera que alcanzase concentracion saturante.

Se observa (Fig. 29) que inicialmente, el antagonismo de los receptores D; en la SNr no
repercute sobre las concentraciones basales de los neurotransmisores en estudio, sin
embargo, aun en presencia de idéntica concentracion de antagonista Dz que en solitario
provoco aumentos en los niveles basales de los tres analitos (100 nM), en este caso no hay
aumento alguno en los niveles de GABA, mientras que el aumento de GLU y DA se ve

disminuido.
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El GR 103691, al antagonizar al receptor D3z -tdnicamente activo- en las aferentes
subtalamo-nigrales produce un aumento en la liberacion de glutamato, que, como ya se ha
explicado, activa receptores NMDA en las dendritas de la sustancia nigra pars compacta,
propiciando la liberacién de dopamina.

Sin embargo, en este caso, al estar antagonizados los receptores D1 en las aferentes estriato-
nigrales, no es posible que la dopamina los active, lo que explica el nulo aumento sobre
niveles basales de GABA; caso similar el del glutamato, el antagonismo del receptor D1 en
las aferentes subtalamo-nigrales impide que mediante su activacion se produzca liberacion
“extra” del neurotransmisor (nétese el aumento de 233% en promedio cuando se perfundio
el GR 103691 en solitario, contra solo un 151% en promedio cuando se perfundio el
antagonista D3 en presencia del antagonista D).

La liberacion de DA, por su parte, al estar condicionada a la cantidad de glutamato
presente, también se ve disminuida en comparacion con la perfusién de solo GR 103691
(202% en promedio, contra 168% en condiciones de antagonismo de los receptores D1).
Desde este punto, puede observarse que tanto el glutamato -actuando sobre sus receptores-
como la presencia de los receptores Di, son criticos para la interaccion de los

neurotransmisores en estudio en la sustancia nigra reticulata, lo cual se confirma enseguida.

9.6 Liberacién de glutamato como paso inicial en la interaccién reciproca
glutamato/dopamina/GABA en la sustancia nigra pars reticulata de la rata

Los datos presentados hasta el momento, indican de forma clara el papel directo y
preponderante que juega el glutamato en la relacién de neurotransmisores en la SNr, y
como su sola liberacion permite que el circuito -formado por las aferentes
subtalamo-nigrales, estriato-nigrales y dendritas dopaminérgicas- “arranque”, pues se
propicia la salida de dopamina, y a partir de esta, la liberacién de GABA y de glutamato
“extra”.

No obstante que hasta el momento, el aumento de glutamato, y los consecuentes aumentos
de dopamina y GABA producidos por el antagonismo de los receptores Dz con su
antagonista selectivo, el GR 103691 (Fig. 28), han sido atribuidos exclusivamente al
bloqueo de los receptores encontrados en las terminales subtalamicas, existen estudios
(Sokoloff et al., 1990; Santiago and Westerink, 1991; Tepper et al., 1997) que demuestran
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la expresion de dicha clase de receptores en el soma de las neuronas dopaminérgicas,
actuando como autorreceptores y regulando la salida de dopamina.

A partir de lo anterior surge el cuestionamiento, ¢es en verdad la salida de glutamato de las
aferentes subtalamo-nigrales en respuesta al blogqueo de los receptores Dz tonicamente
activos, el primer paso que explica los aumentos en las concentraciones de los
neurotransmisores?, como se ha explicado, dicho glutamato activaria receptores NMDA
dendriticos liberando dopamina, que a su vez activaria receptores Di en aferentes
estriatales, ocasionando la liberacion de GABA y en las aferentes subtalamicas,
ocasionando la salida de aun més glutamato; ;0 podria ser el antagonismo de los receptores
Dz en el soma de las neuronas dopaminérgicas el primer paso de dichos aumentos?, en este
caso el antagonismo de dichos receptores causaria el aumento en la liberacion de DA,
activando esta los receptores D1 mencionados y ocasionando aumentos en la liberacion de
GABAy GLU.

Para responder esta interrogante, dentro del disefio experimental -que tendria como base el
antagonismo de los receptores Ds- se propuso antagonizar a los receptores D1, sabiendo de
antemano que este antagonismo suprimiria la liberacion de GABA sea cual fuere el primer
paso de activacion del circuito; por su parte, el antagonismo de los receptores NMDA
revelaria verdaderamente el paso inicial que detona el aumento de los neurotransmisores: si
no se observaba aumento de dopamina pero si de glutamato estaria claro que el GR 103691
produce salida de glutamato como paso inicial; por el contrario, si se observaba solo
aumento de dopamina, la salida de esta, producida por el bloqueo de los receptores Ds el
soma de las neuronas dopaminérgicas, seria el primer paso en la activacion del circuito.

El antagonismo de los receptores NMDA se realiz6 mediante la perfusion de 3 mM de
acido kinurénico (ICs0=70 uM) (Stone, 1993), mientras que el antagonismo de los
receptores D3 y D1 se lograron con los farmacos y concentraciones ya descritas.

Se puede apreciar (Fig. 30) que, la perfusion concomitante de SCH 23390 y &cido
Kinurénico, no produce cambios en los niveles basales de ninguno de los tres
neurotransmisores, sin embargo, la perfusion del antagonista de los receptores Ds, el
GR 103691, solo incide en esta ocasidn sobre los niveles de glutamato, quedando intactos

los niveles basales de dopamina 'y GABA.
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Los resultados obtenidos sugieren, como se habia comentado previamente, que
verdaderamente el receptor D3 en las aferentes subtdlamo-nigrales se encuentra tonicamente
activo, de tal manera que su antagonismo produce el aumento inmediato de glutamato, que
funge en este caso como iniciador del ‘“arranque” de la interaccion
glutamato/dopamina/GABA en la SNr.

Es de destacarse que el bloqueo de los receptores NMDA impidié el aumento de dopamina,
lo que confirma que la activacion de dichos receptores es crucial para la liberacion
dendritica de la catecolamina, por su parte, el GABA de nueva cuenta no muestra aumento
alguno debido al blogqueo de los receptores D1 en las aferentes estriato-nigrales.

La aparente no participacion del antagonismo de los receptores Dz somatodendriticos de la
SNc, podria explicarse si estos -a diferencia de los encontrados en las aferentes subtalamo-
nigrales- no se encontrasen tonicamente activos, lo cual parece ser el caso, ya que Santiago
y Westerink (Santiago and Westerink, 1991) en experimentos de microdidlisis en la SN,
debieron perfundir el agonista no selectivo D»/Ds quimpirol para observar la disminucion
en los niveles basales de dopamina en el estriado, producto de la activacién de los
autorreceptores; si estos se encontraran ténicamente activos, la perfusion del agonista no
habria incidido sobre la concentracion extracelular de dopamina.

Por otra parte, en el mismo estudio se pone de manifiesto que, la perfusion del antagonista
no selectivo D2/Ds sulpiride, solo provoca un ligero aumento en la concentracion de
dopamina (apenas un 20%), lo que sustentaria la idea de que estos receptores requieren en
efecto ser activados por mayores cantidades de dopamina y no estan tonicamente activos.
Al respecto, Santiago y Westerink teorizan que los autorreceptores de dicho ndcleo podrian
ser menos sensibles a los farmacos e incluso a su agonista enddgeno, sin embargo dicha
teoria no ha sido confirmada o desmentida.

Por otra parte, Tepper y colaboradores (Tepper et al., 1997) demostraron que los receptores
somatodendriticos son tanto de tipo D2 como Ds y que la regulacion de la liberacion
dopaminérgica depende aditivamente de la activacion de ambos, sin embargo, tanto el
ARNmM como la propia expresion del receptor Dz es menor en comparacion con el receptor
D> (Diaz et al., 1995), lo que podria explicar que la utilizacion de un antagonista tan

selectivo para los receptores Dz como lo es el GR 103691, no tenga efecto sobre la

81



DISCUSION

liberacion de dopamina, es decir, el autorreceptor D2 podria tener una mayor incidencia

sobre la regulacion dopaminergica.

9.7 Papel de los receptores D4 en la interaccion glutamato/dopamina/GABA en la
sustancia pars reticulata de la rata

Hasta el momento, solo se ha hecho mencion de la incidencia que tienen los receptores D3
en las aferentes glutamatérgicas subtdlamo-nigrales, sobre la interaccion
glutamato/dopamina/GABA en la SNr, sin embargo, la sustancia nigra reticulata posee
también aferencias GABAérgicas provenientes del globo pélido externo (Bar-Gad et al.,
2003), que no han sido tomadas en cuenta sobre la relacién de neurotransmisores en
estudio.

Las neuronas del globo péalido externo tienen la particularidad de ser las Unicas dentro de
los circuitos de los ganglios basales, que expresan al receptor dopaminérgico D4, tanto en el
soma, como en sus terminales sinapticas (Mrzljak et al., 1996; Ariano et al., 1997; Khan et
al., 1998), es decir, es de crucial importanca explorar el hasta ahora desconocido papel del
receptor D4 de las aferentes palido-nigrales sobre la interaccion de neurotransmisores en Is
sustancia nigra.

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo (Floran et al., 2004b) demostraron que la
activacion de este receptor en las aferentes palido-subtalamicas, disminuye la liberacion de
GABA hacia el nucleo subtalamico, ademas, la activacion del receptor en las aferentes
palido-nigrales y en aquellas enviadas hacia el nucleo reticular del tdlamo, produce
disminucion de la actividad locomotora, debido a la menor inhibicién sobre el STN,
pudiendo este estimular a la SNr (Erlij et al., 2012).

Con respecto al efecto funcional de la activacion de este receptor en las aferentes palido-
nigrales, puede observarse (Fig. 23) que su sola activacion ya sea con dopamina o con su
agonista selectivo, PD 168,077, disminuye significativamente la liberacion de GABA,
efecto qu se ve prevenido mediante el uso del antagonista selectivo, L-745, 870 (Acosta-
Garcia et al., 2009).

Los reportes mencionados dan cuenta de la importancia del receptor D4 tanto funcional
como conductualmente, sin embargo, no se ha establecido su participacion en la relacion de

neurotransmisores en la sustancia nigra reticulata.
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Con la finalidad de evidenciar el papel de dicho receptor sobre la liberacion palidal de
GABA vy el impacto de esta en las concentraciones de glutamato y dopamina -de haberlo-,
se procedio a su antagonismo, con el antagonista selectivo D4, L-745,870 (Ki=1.5 nM)
(Glase et al., 1997). Se perfundié en concentracion de 1 uM (concentracion extracelular
efectiva aproximadamente de 100-120 nM), asegurando la saturacion de los receptores D4
sin afectar a los receptores dopaminérgicos aledafios (se habria requerido 160 veces esa
cantidad para indicir sobre receptores D2, 300 veces mas para tener efecto sobre receptores
D1y 620 la concentracién perfundida para actuar sobre los D3).

Ya que, técnicamente la perfusion de L-745,870 solo incidiria sobre los niveles de GABA -
de tener efecto alguno-, la perfusion posterior de NMDA permitio establecer que el farmaco
0 las maniobras sobre las terminales palidales, no tuviera efecto sobre los aumentos
evocados por el agonista glutamatérgico observados con anterioridad.

Como puede observarse (Fig. 31), la perfusion del antagonista D4 produce un aumento
signficativo de los niveles extracelulares de GABA, lo que sugiere fuertemente que dicho
receptor en las aferentes palidales se encuentra tonicamente activo, “frenando” la salida del
neurotransmisor inhibitorio ante la actividad tonica de las neuronas del globo pélido
producida por el constante estimulo que recibe del nucleo subtalamico (Perkins and Stone,
1980).

Con respecto a la posible actividad ténica de los receptores D4 presentes en las aferentes
palido-nigrales, existe un antecedente que indica que dicho receptor esta tonicamente activo
en eferentes del hipocampo dorsal enviadas al giro dentado (DG), producto del tono
dopaminérgico proporcionado por el area ventral tegmental (VTA). Al antagonizar al
receptor presente en las terminales sindpticas mencionadas, se observé la inhibicion de las
neuronas del giro dentado, lo que indicaria que el antagonismo produjo una salida subita de
GABA, responsable de dicha inhibicion (Romo-Parra et al., 2005).

Aln cuando se trata de distintos nacleos, si consideramos el tono dopaminérgico constante
en la SNr producto de la actividad de la SNc (Mintz et al., 1986) y la alta afinidad del
receptor D4 por la dopamina (Missale et al., 1998), aunado al antecedente presentado, se
puede considerar una posibilidad real la actividad ténica de dicho receptor para explicar el

aumento de GABA evocado por la perfusion del antagonisa L-745, 870.
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Por otra parte, siguiendo con los resultados obtenidos, (Fig. 31), se observa que el NMDA
produce los efectos clasicos ya mostrados, es decir, el aumento de los niveles
extracelulares de glutamato y por consecuenca de dopamina, y GABA.

Interesantemente, se observa que después del aumento de GABA evocado por el bloqueo
de los receptores D4, y aunque los niveles del neurotransmisor se encontraban en franco
descenso, la perfusion de NMDA provocd un nuevo ascenso de la concentracion
extracelular de GABA, es decir, el aumento inicial puede atribuirse a la liberacion palido-
nigral mientras que la evocada con NMDA -como ya se ha explicado- provendria de las
aferentes estriato-nigrales; ambos eventos ocurren en diferentes sitios y no incide uno sobre
el otro.

Es destacable ademas, que la perfusion continuada de L-745,870, no afectd los aumentos en
los niveles de glutamato y dopamina provocados tras la perfusion del NMDA, lo cual apoya
la hipétesis de que la relacion glutamato/dopamina/GABA que ocurre entre las aferentes
subtalamo-nigrales, estriato-nigrales y dendritas dopaminérgicas es independiente
anatomica y funcionalmente con respecto a la liberacion palido-nigral de GABA.

Para continuar elucidando lo expuesto, se disefio el siguiente experimento.

9.8 Participacion de los receptores D1 en la liberacion palidal de GABA producida por
el antagonismo de los receptores D4

Con la finalidad de demostrar que los aumentos de glutamato, dopamina y GABA evocados
por la salida inicial de glutamato (o la perfusion de NMDA, haciendo las veces del
aminoacido excitatorio) y el aumento de GABA producido al antagonizar a los receptores
D4 palidales, son eventos independientes, en el disefio experimental, se procedio al
antagonismo de los receptores D1 presentes en aferentes estriato-nigrales, y subtalamo-
nigrales, aunado a la perfusion de L-745,870, iniciando posteriormente la perfusion de
NMDA.

Es evidente (Fig. 32), que la activacion de receptores D1 no incide de ninguna manera sobre
la liberacion de GABA evocada por el antagonismo de los receptores D4 palidales, pues si
se compara la magnitud del aumento del neurotransmisor cuando el antagonismo se hizo en
solitario, contra el antagonismo en presencia del SCH 23390, se aprecia que no existe
diferencia significativa entre ambos (229+25% y 246+13%, respectivamente).
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Por otra parte, es de mencionarse que, de nueva cuenta, los niveles de glutamato y
dopamina no se ven afectador por antagonismo de los receptores Da.

Sin embargo, se observa que al perfundir el NMDA, solo se observa un aumento en los
niveles extracelulares de dopamina, dando cuenta el bloqueo de los receptores D1 presentes
en las aferentes subtalamo-nigrales de la abolicién completa del aumento de glutamato
observado previamente.

Por otra parte, también se observa que la perfusion de NMDA no produce un segundo
aumento de GABA, explicable enteramente por el antagonismo de los receptores D1 de las
aferentes estriato-nigrales.

Con los resultados presentados, se evidencia por completo la independencia de las aferentes
palido-nigrales y el aumento de GABA evocado por el antagonismo de los receptores D4
presentes en dichas aferentes, de los aumentos y en general, interaccion reciproca de
glutamato, dopamina y GABA que se produce a partir de la activacion de receptores en las
aferentes subtalamo-nigrales, dendritas dopaminérgicas de la SNc y aferentes estriato-

nigrales, respectivamente.

9.9 Modelo de interaccion reciproca glutamato/dopamina/GABA en la sustancia nigra
pars reticulata

Hasta el momento, el modelo propuesto de interaccidn de neurotransmisores en la SNr, solo
contempla la participacion de receptores D1 (Fig. 19) (Rosales et al., 1997), sin embargo,
tomando en cuenta los resultados del presente trabajo, en los cuales se pone de manifiesto
el papel de los receptores de tipo Dz en las aferentes subtdlamo-nigrales, asi como los tipo
D4 en las aferentes palido-nigrales, es posible proponer un nuevo modelo. Con la finalidad

de plantear un modelo lo mas acertado posible, es necesario considerar lo siguiente:

1. Existe evidencia suficiente (Araneda and Bustos, 1989; Westerink et al., 1992;
Rosales et al., 1994; Rosales et al., 1997) que sustenta la interaccion que existe
entre glutamato, dopamina y GABA en la SNr, siendo claro que el solo aumento de

glutamato, produce aumentos a su vez de dopaminay GABA.
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El glutamato liberado activaria receptores glutamatérgicos presentes en las dendritas
de las neuronas de la SNc (Albin et al., 1992; Catania et al., 1994), produciendo el
aumento del disparo neuronal y como consecuencia la liberacion de dopamina.

Por su parte, la dopamina liberada activaria a los receptores D1 en las aferentes
estriato-nigrales (Altar and Hauser, 1987; Yung et al., 1996) y subtalamo-nigrales
(Savasta et al., 1986b; Flores et al., 1999), dando cuenta de los aumentos de GABA

y del propio glutamato.

2. El antagonismo de los receptores Dz en las terminales subtaldmicas produce por si
mismo un aumento en las concentraciones de glutamato (conduciendo a los
aumentos de dopamina, GABA vy del propio glutamato por el mecanismo ya
detallado. Siendo esto verificado al abolirse dichos incrementos mediante el
blogueo de los receptores D1), lo que sugiere actividad tonica inhibitoria de dicho
receptor sobre la liberacién de glutamato espontanea producida por el disparo tonico

de las neuronas subtalamicas.

3. Laliberacion de glutamato en las aferentes subtalamo-nigrales (y no la liberacién de
dopamina) es el paso inicial que da lugar al aumento reciproco de los

neurotransmisores en estudio, en la SNr.

4. El antagonismo de los receptores D4 presentes en las aferentes palido-nigrales
produce por si mismo un aumento en la concentracion extracelular de GABA, sin
que este afecte en manera alguna los niveles de glutamato o dopamina, lo que
sugiere, tanto la actividad tonica del receptor ejerciendo una inhibicion
“permanente” sobre la liberacion de GABA palidal, asi como la independencia
funcional y anatomica de ambos eventos: el aumento de GABA dado por el
antagonismo del receptor D4 y los aumentos de dopamina, glutamato y GABA
dados por el aumento inicial de glutamato y mediados por la activacion de
receptores NMDA y Dy, respectivamente.

Mediante marcaje retrogrado y técnicas de microscopia, ha sido posible establecer
que tanto las aferentes estriatales (Rinvik and Grofova, 1970; Hattori et al., 1973;
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Tulloch et al., 1978), como las subtalamicas (Kita and Kitai, 1987; Smith et al.,
1990) forman sinapsis asimétricas del tipo axodendritico con las neuronas
GABAérgicas de la SNr; por su parte, las terminales palido-nigrales (Smith and
Bolam, 1989; Smith and Bolam, 1991) forman sinapsis simétricas preferentemente

del tipo axosomatico.

5. La activacion constante de las neuronas de la SNc debida a la actividad tonica de las
neuronas subtaldmicas (y consecuente liberacion espontanea de glutamato) (Iribe et
al., 1999) producen un tono dopaminérgico (Mintz et al., 1986) suficiente para
mantener activados ténicamente a los receptores D3 en las aferentes subtdlamo-
nigrales y a los receptores D4 en las aferentes palido-nigrales.

Ademas, la inervacion dopaminérgica en la SNr es tan densa que existe liberacion
tanto en las dendritas como en el soma de las neuronas del nucleo de salida (Zhou
and Lee, 2011)

Como se observa, existe informacion que apoya la teoria de que la liberacion de GABA
palidal y la relacion glutamato/dopamina/GABA observada, son independientes entre si e
incluso suceden anatémicamente en sitios distintos, llevandose a cabo la primera entre
axones palidales y dendritas nigrales, mientras que la segunda se da entre axones
estriatales, subtalamicos y dendritas nigrales.

No se debe perder de vista que la dopamina participa de manera crucial en los resultados
descritos, pues mantiene niveles tales capaces de activa tdnicamente tanto a receptores D3
como Ds. Esto se logra mediante la intensa inervacion dopaminérgica en la SNr (Fig. 2),
donde existe liberacidn del neurotransmisor tanto a nivel somatico como dendritico (Zhou
and Lee, 2011).

Mediante la conjuncion de la informacion expuesta, puede generarse el siguiente modelo de

interaccion (Fig. 33).
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Figura 33. Modelo de interaccion reciproca glutamato/dopamina/GABA en la SNr de la rata. El color
azul representa transmision GABAérgica, el color rojo representa transmision glutamatérgica, el
color amarillo representa transmision dopaminérgica. Las aferentes palido-nigrales realizan conexién
axosomatica con las neuronas de la SNr, las aferentes subtalamo-nigrales y estriato-nigrales realizan
conexiones axodendriticas con las neuronas de la SNr. Las dendritas de la neuronas de la sustancia
nigra pars compacta inervan densamente a la SNr, por lo que realizan conexiones tanto
dendrosométicas como dendrodendriticas, manteniendo un tono dopaminpérgico constante.

En las dendritas de las neuronas de la SN, la liberacién de glutamato (desde las aferentes
subtalamo-nigrales) activa receptores NMDA presentes en las dendritas de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc, produciendo con esto la liberacion de dopamina. La dopamina
liberada produce la salida de GABA, activando receptores D1 en las aferentes estriato-
nigrales; y de glutamato, activando receptores D1 en las aferentes subtalamo-nigrales. En
estas terminales, el receptor D3 se encuentra tonicamente activo, modulando a la baja la

liberacion glutamatérgica.
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Por su parte, en el soma de las neuronas de la SNr, se produce la liberacion de GABA desde
las aferentes palido-nigrales, en estas, el receptor D4 modula a la baja esta liberacion al
estar tonicamente activo.

La inervacion dopaminérgica intensa tanto en soma como en dendritas de la SNr, permite
mantener un tono permanente de dicho neurotransmisor, lo que es crucial para la activacion

tonica de los receptores antes mencionados.

9.10 Consideraciones Adicionales

Como puede observarse (Fig. 33), aunque no se hace mencion del receptor Dz presente en
las aferentes estriato-nigrales, dicho receptor se incluye en el esquema, pues existe
informacién concluyente obtenida por nuestro grupo de trabajo (Avalos-Fuentes et al.,
2013; Cruz-Trujillo et al., 2013) acerca de la interaccion que existe entre este y el receptor
D1, en particular, ambos receptores forman un dimero, de manera que en condiciones de
tono dopaminérgico normal, la activacion del receptor Ds potencia la salida de GABA
evocada por la activacion del receptor Ds.

Por otra parte, es evidente que se estd ante una interaccion reverberante, es decir, pareceria
que se lleva a cabo en un “loop” sin fin: la salida de glutamato produce la salida de
dopamina, dicha dopamina produce la salida de GABA y de ain mas glutamato, que al
producir de nueva cuenta la salida de dopamina, reiniciaria el circuito.

Tanto la limitante en cantidad del “pool” intracelular de neurotransmisores, como la
imposibilidad de que el espacio extracelular esté permanente “inundado” de moléculas
potencialmente tdxicas como el glutamato, hace imposible el siquiera considerar que el
circuito descrito esté en constante actividad bajo condiciones fisiologicas.

Hasta el momento no existe un estudio que se centre en dicha incognita, sin embargo,
especulando acerca del posible mecanismo que sirva como “freno” una vez que el circuito
ha sido activado, podemos mencionar a los receptores GABABg.

Los receptores GABAg son receptores de siete hélices transmembranales, cuya activacion
da lugar a la inhibicion neuronal mediante la disminucion de sintesis de AMPc (y
consecuente disminucion de la actividad de PKA), ademas de la activacién de canales de
K™ e inhibicion de canales de Ca™, lo que da lugar a la hiperpolarizacién membranal,

disminuyendo como consecuencia la liberacion de neurotransmisores (Benarroch, 2012).
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Dichos receptores estan expresados en las aferentes subtdlamo-nigrales (Boyes and Bolam,
2003), y se ha demostrado la atenuacion en la liberacion de glutamato cuando son activados
con su agonista selectivo, baclofén (Cortes et al., 2010); por otra parte, también existe
expresion de dichos receptores en las aferentes estriato-nigrales (Bowery et al., 1999),
pudiéndose demostrar también que la activacion de los receptores en las aferentes
mencionadas propicia la disminucién en la liberacion de GABA evocada por la activacion
de los receptores D1 (Nava-Asbell et al., 2007). Efecto similar se ha encontrado al estimular
a los receptores GABAGg presentes en las dendritas dopaminérgicas de la SNc (Westerink et
al., 1992).

Si como consecuencia de la liberacién de GABA de las aferentes estriato-nigrales, se lleva
a cabo la activacion de los receptores GABAg en las ubicaciones mencionadas, se podria
paulatinamente detener la liberacion de todos los neurotransmisores involucrados,
deteniendose el circuito.

Por otra parte, aunque segln el modelos propuesto, la liberacion palidal de GABA no
participa en la interaccidn reciproca glutamato/dopamina/GABA, es de mencionarse gue las
aferentes palido-nigrales también expresan al receptor GABAg (Boyes and Bolam, 2007)
que fungiria como autorreceptor, disminuyendo la liberacion del neurotransmisor.
Finalmente, es importante destacar la importancia de la modulacion presinéptica
(glutamatérgica, GABAérgica y dopaminérgica) ejercida sobre la SNr, pues al ser este el
nucleo integrador de la informacion dentro de los ganglios basales, los mecanismos que la
integran estan intimamente relacionados con el control motor y los desordenes de este

como la enfermedad de Parkinson o de Huntingon.
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10. CONCLUSIONES

Los receptores D3 de las aferentes subtalamo-nigrales participan en la interaccion

reciproca glutamato/dopamina/GABA 'y se encuentran tdnicamente activos.

Los receptores Ds presentes en las terminales palido-nigrales se encuentran
tonicamente activos, pero no participan en la interaccion reciproca
glutamato/dopamina/GABA.

La interaccién reciproca glutamato/dopamina/GABA ocasionada por la liberacion
en sucesion de glutamato desde las aferentes subtalamo-nigrales; dopamina, desde
las dendritas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta y GABA desde las
aferentes estriato-nigrales, es independiente funcional y anatémicamente, de la

liberacion de GABA desde las aferentes palido-nigrales.
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