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RESUMEN

Los receptores dopaminérgicos D3 y D4 han sido relacionados con una serie de
enfermedades neuropsiquitricas entre las cuales destacan la Enfermedad de Parkinson (EP) y el
Trastorno por Déficit de Atencion con Hiperactividad (TDAH), en las cuales se generan
importantes cambios en la conducta motora y el papel de estos receptores en la patofisiologia de
dichos trastorno es poco entendida. De ahi la importancia de conocer el papel funcional de los
receptores D3 y D4 sobre la conducta motora (bastante controversial hasta la fecha) para poder
comprender su funcién en el desarrollo o sintomatologia de los diversos trastornos
neuropsiquiatricos en los que estan relacionados.

Por medio de la estrategia de modificar el tono dopaminérgico incrementandolo con
anfetamina y antagonizando a los receptores D1, D2, D3 y D4, o la estrategia opuesta depletando
el tono dopaminérgico con reserpina y activando selectivamente a los receptores D1, D2, D3 y
D4 pudimos determinar un efecto modulador inhibitorio del receptor D4 sobre los efectos
estimulatorios de la activacion del receptor D1 en ambas condiciones; con tono dopaminérgico
incrementado y depletado.

Por lo que respecta al receptor D3 evidenciamos un efecto inhibitorio sobre los efectos
estimulatorios de la activacion del receptor D1 en condiciones en las que el tono dopaminérgico
fue incrementado con anfetamina, pero a su vez de manera muy interesante un efecto
potenciador sobre la actividad locomotora tras la coactivacion de ambos receptores D1y D3 en
condiciones en las que el tono dopaminérgico fue depletado con reserpina.

También evidenciamos que los efectos estimulatorios de la anfetamina se deben
basicamente a la activacion del receptor D1 ya que cuando se bloguea con su antagonista
selectivo el SCH 23390 la actividad locomotora regresa a niveles basales. Contrario a lo que
ocurre tras bloguear al receptor D2 con su antagonista selectivo el L 741 626 en donde no se
observan cambios significativos con respecto a la respuesta a anfetamina por lo cual
especulamos que los efectos moduladores de los receptores D3 y D4 sobre la actividad
locomotora se dan sobre los efectos estimulatorios de la activacién del receptor D1.

A su vez también proponemos un posible mecanismo de accion de los psicoestimulantes
en el trastorno por déficit de atencion con hiperactividad en base al experimento donde sobre
activamos a los receptores D1 con una dosis alta de su agonista selectivo SKF38393 a 10mg/kg
i.p. y 10 minutos después administramos anfetamina a 1mg/kg i.p. y pudimos mostrar la
activacion de los receptores D3 y D4 por la dopamina enddgena liberada por la anfetamina y su
efecto inhibitorio sobre la activacion del receptor D1 el cual es disminuir la actividad
locomotora, resultados que se pueden extrapolar al mecanismo de accion de los
psicoestimulantes en los nifios con TDAH.



ABSTRAC

The D3 and D4 dopamine receptors have been related to a number of neuropsychiatric
disorders including Parkinson's disease (PD) and Attention Deficit Disorder with Hyperactivity
(ADHD), in which exits significant changes on motor behavior, but the role of these receptors in
the pathophysiology is poorly understood. Hence the importance of understanding the functional
role of D3 and D4 receptors on motor behavior (quite controversial to date) in order to
understand their role in the development and symptoms of various neuropsychiatric disorders
that are related.

Using the strategy of modifying the dopaminergic tone increased with amphetamine and
antagonizing receptors D1, D2, D3 and D4, and the opposite strategy depleting dopaminergic
tone with reserpine and selectively activating receptors D1, D2, D3 and D4 we show a modulator
inhibitory effect on the D4 receptor stimulatory effects of D1 receptor activation in both
conditions, with increased dopaminergic tone and depleted.

With regard the D3 receptor we show an inhibitory effect on the stimulatory effects of D1
receptor activation in conditions in which the dopaminergic tone was increased with
amphetamine, but turn a very interesting a potentiating effect on locomotor activity after
coactivation of both D1 and D3 receptors in conditions in which the dopaminergic tone was
depleted with reserpine.

Also we found that the stimulatory effects of amphetamine are basically due to D1
receptor activation since when was blocked with selective antagonist SCH 23390, the locomotor
activity returns to baseline levels. Contrary to what occurs after blocking the D2 receptor with
the selective antagonist L 741,626 where not significant changes regarding the response to
amphetamine, thus we speculate that the modulatory effects of D3 and D4 receptors on
locomotor activity occur on the stimulatory effects of D1 receptor activation.

In turn we also propose a possible mechanism of action of psychostimulants in attention
deficit disorder with hyperactivity based on the experiment where we activate the D1 receptors
with a high dose of the selective agonist SKF38393 10mg/kg ip and 10 minutes later
amphetamine administered to 1mg/kg ip and we show the activation of D3 and D4 receptors by
endogenous dopamine released by amphetamine and its inhibitory effect on receptor activation
D1 which is a decrease of locomotor activity, results that can be extrapolated to the mechanism
of action of psychostimulants in childrens with ADHD.
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1. INTRODUCCION

Los receptores D3 y D4 presentan una estrecha relacion con la patofisiologia de diversos
trastornos neuropsiquiatricos entre los cuales destacan la Enfermedad de Parkinson (EP) y el
trastorno por deéficit de atencion con hiperactividad (TDAD) los cuales presentan importantes

cambios en la conducta motora.

1.1 Enfermedad de Parkinson (EP)

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun relacionada con la edad
(después del Alzheimer) descrita por primera vez por el médico ingles James Parkinson en 1817,
la cual se caracteriza por una pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la Sustancia
Nigra Compacta (SNc), lo cual provoca la incapacidad paulatina de realizar movimientos
voluntarios. Entre los principales sintomas se encuentran el temblor en reposo, rigidez y
bradiscinecia (lentitud en los movimientos), asi como alteraciones en el equilibrio, depresion y
en estadios tardios demencia. Es una enfermedad progresiva que afecta en promedio a personas
mayores de 50 afios con una incidencia de 20/100,000 y que a su vez aumenta marcadamente con
la edad 120/100,000 en mayores de 70 afios (William Dauer, et al. 2003). En México la
incidencia  estimada es de 50/100,000 habitantes puede padecerla

(http://www.innn.salud.org.mx).

1.2 Patofisiologia de la Enfermedad de Parkinson

La principal caracteristica de esta enfermedad es la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
(~80%) de la SNc que inervan considerablemente al nicleo estriado (caudado-putamen), sin
embargo, la degeneracion neuronal se extiende mas alla de las neuronas de la SNc encontrandose
también perdida de las neuronas noradrenérgicas (locus coeruleus), serotonérgicas (raphe) y
colinérgicas (nacleo basal de Meynert), asi como en la corteza cerebral (cingulata y entorinal), a
su vez se han encontrado diversas proteinas alteradas como la a-sinucleina, parkina y ubiquitina
en todas las regiones cerebrales afectadas (Forno, 1996; Spillantini, et al., 1998) que participan

en la neurodegeneracion.


http://www.innn.salud.org.mx/

Hasta la fecha la etiologia de esta enfermedad es desconocida y se han relacionado desde
toxinas ambientales hasta factores genéticos asi como generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) a partir del metabolismo de dopamina que promueve apoptosis (Cohen, 1984). Se
han estudiado los diversos cambios neuroquimicos y patofisioldgicos en tejidos postmortem de
pacientes con la EP y mediante el uso de modelos animales los cuales replican fielmente lo que
ocurre en el humano, como los roedores tratados con las toxinas 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o
la 1-metil-4-fenil-1,2,3, 6-tetrahidropiridina (MPTP), asi como también en primates tratados con
MPTP (Burns, et al., 1983; Forno, et al., 1993).

1.3 Terapéutica

Hasta la fecha el tratamiento mas efectivo y con menores efectos secundarios es la terapia de
remplazo con L-DOPA la cual disminuye la bradicinecia y la rigidez presentes en la EP, se
administra junto con carbidopa que es un inhibidor de la descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos (ADC) lo que permite que la L-DOPA no se degrade en la periferia y llegue mayor
cantidad a sistema nervioso central para poder ser metabolizada a dopamina, sin embargo el
efecto benéfico de la L-DOPA tiende a disminuir con el tiempo e incluso a empeorar
presentandose un efecto colateral incapacitante que son las discinesias. Otra opcion terapéutica
es por medio de métodos quirtrgicos como la palidotomia y la estimulacién cerebral profunda;
estimulacion talamica, palidal y del nucleo subtalamico. De manera muy interesante también se
han utilizado farmacos agonistas de los receptores D2-like como el Pramipexol y Ropirinol que
interesantemente presentan una elevada afinidad por el receptor dopaminérgico D3 de nuestro

interés en este trabajo.



1.1.1 Trastorno por deficit de atencion con hiperactividad (TDAH)

El TDAH es un desorden multifactorial en el desarrollo conductual y cognitivo en el cual
los principales sintomas son la falta de atencidn, la impulsividad y la hiperactividad (Terje, et al.,
2005), es el trastorno neuropsiquiatrico mas comun presente en la etapa de desarrollo o edad
infantil, afectando aproximadamente del 3 al 8% de nifios en edad escolar, el cual a menudo
continua hasta la edad adulta (Barkley, R.A. 1990). Las consecuencias a largo plazo para los
nifios que presentan TDAH incluyen bajo rendimiento educacional y vocacional asi como un
elevado riesgo de presentar desordenes antisociales asi como tendencia a consumir drogas de
abuso. (Mannuzza, S., et al., 1997). La etiologia del TDAH es hasta la fecha desconocida y su
diagnostico es exclusivamente clinico careciendo de algin tipo de marcador molecular y
basandose principalmente en la historia conductual de los nifios con TDAH asi como de diversos
estudios de neuroimagen como el EEG (electroencefalograma), el PET (tomografia de emision

de positrones), y la resonancia magnética funcional (fRMN), entre otros.

1.1.2 Etiologia

La etiologia del TDAH hasta la fecha es desconocida, sin embrago existen dos hipétesis
muy aceptadas; la neurobioldgica y la genética.

Hipotesis neurobioldgica; En la década de los 80°s diversos investigadores por medio de
estudios de neuroimagen identificaron anormalidades en el estriado (caudado-putamen) y globo
palido, estructuras que forman parte de los ganglios basales y a su vez proponen que existe un
desequilibrio en o entre los sistemas dopaminérgicos que inervan dichos nucleos, posteriormente
identifican también deficiencias en el I6bulo frontal y regiones subcorticales motoras, lo que trae
como consecuencia una deficiente neurotransmision entre la corteza cerebral y los ganglios
basales a lo cual se le atribuye el desarrollo de los sintomas del TDAH (Alexander et al., 1986;

Zametkin y Rapaport 1987; Cummings et al., 1993).



Hipdtesis genética; Existen diversos estudios genéticos que apoyan una relacion de
diversos genes con la etiologia del TDAH entre los cuales se encuentran el gen del transportador
a dopamina DAT1 situado en el cromosoma 5 (5p15.3), el gen del receptor D2 (11g22-23), el gen
del transportador de norepinefrina NET1, el gen del receptor D1 y por Gltimo una variante alélica
del gen del receptor D4 (D4.7) situado en el cromosoma 11 (11p15.5), receptor al que enfocamos

también parte de nuestro trabajo (Roman, et al., 2004; Faraone, et al., 2001)

1.1.3 Terapéutica

Los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de este trastorno son los
psicoestimulantes que tras ser administrados a nifios con TDAH paraddjicamente disminuyen su
actividad locomotora (si son administrados a sujetos sanos se presenta un incremento en la
actividad locomotora), ademas de que su mecanismo exacto de accion es aun desconocido. El
farmaco mas prescrito hasta la fecha es el Metilfenidato (MPD) o Ritalin®, el cual es un
psicoestimulante que posee una estructura quimica muy similar a la dextroanfetamina, un
isomero de la anfetamina (Kalivas, 1995; Teo et al., 2003; Solanto, et al., 1998). EI mecanismo
de accion del MPD es el bloqueo de transportador de dopamina en la membrana celular
presinaptica provocando un incremento en los niveles extracelulares de dopamina (Challman, et
al., 2000; Hurd, Y.L. 1989).

2. DOPAMINA

La dopamina es la catecolamina con funcion neurotransmisora predominante en el
cerebro de los mamiferos donde controla una variedad de funciones entre las cuales se encuentra
la actividad locomotora, la cognicion, las emociones, el reforzamiento, la ingesta de comida y la
regulacion endocrina. En la periferia la DA participa como modulador de la funcion
cardiovascular, liberacién de catecolaminas, secrecion de hormonas, tono vascular, funcién renal

y motilidad gastrointestinal (Missale C., et al., 1998)



2.1 Sintesis de dopamina

Tirosina o

DOPAMINA
HO.
Figura 1. Sintesis de dopamina. Modificada de Rondou P. et al., 2010.

La dopamina es una catecolamina formada por un grupo catecol; benceno con dos
hidroxilos (Fig.1) y una cadena de etilamina (Jackson, et al., 1994). Su sintesis se lleva a cabo en
el citosol de terminales nerviosas donde se encuentran en elevada concentracion las enzimas
responsables; la tirosina hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos o L-
DOPA descarboxilasa (ADC), una vez sintetizada la dopamina es transportada a vesiculas para
su almacenamiento a través de una bomba de protones dependiente de ATP, y puede ser
degradada tanto en el citosol como en la terminal postsinaptica por la monoaminooxidasa
(MAO) y la Catecol — O- metiltransferasa (COMT), (Felman, et al., 1997). Una vez liberada la
dopamina al espacio sinaptico se une a sus distintos receptores tanto pre como postsinapticos y el
factor que determina el fin de su efecto esta dado por su recaptura y/o degradacion enzimatica en
las propias terminales que la liberaron. (Cooper, et al., 1996)

El sistema dopaminérgico ha sido profundamente investigado durante las Gltimas cuatro
décadas por tener estrecha relacion con diversas enfermedades neuropsiquiatricas, como las que

previamente mostramos.



2.2 Receptores dopaminérgicos

Las acciones fisiologicas de la dopamina estdn mediadas por al menos 5 diferentes tipos
de receptores acoplados a proteinas G (Fig.2), clasificados en familia D1-like (D1 y D5) y D2-
like (D2, D3 y D4) Spano et al. (1978). Al principio fueron clasificados en base a su actividad
estimulatoria o inhibitoria sobre la adenilato ciclasa (Kebabian & Calne, 1979), y posteriormente
se diferenciaron claramente gracias a estudios farmacologicos, bioquimicos y fisioldgicos asi

como a su distribucion anatomica.

-Acoplan Gs, off -Acoplan G inhibitoria
-Activan a la Adenilato -Inhiben a la Adenilato

ciclasa ciclasa

-fAMPC y GABA -} AMPC y GABA

Figura 2 Estructura molecular y clasificacion de los receptores dopaminérgicos. Modificada de Missale C. et
al., 1998.

2.2.1 Receptor D1

El receptor D1 carece de secuencias intronicas (opuesto a los D2-like “ver tabla 1) y
solo un miembro adicional de la familia D1 ha sido clonado, denominado D5 para humanos y
D1b para roedores (Grandy, et al., 1991; Sunahara, et al., 1991; Tiberi, et al., 1991) los cuales
comparten una elevada homologia (80%) con los dominios transmembranales del D1. El receptor
D1 pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G y se caracteriza por estimular a
la adenilato ciclasa (AC) y aumentar la sintesis de AMPc por estar acoplado a proteinas Gs/Go
(Dearry, et al., 1990; Monsma, et al., 1990; Zhou, et al., 1990).

A su vez la activacién de los RD1 modula los niveles de calcio a través de canales tipo L
(Hernandez-Lépez et al., 1997; Surmeier, et al., 1995).
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Se ha encontrado que la activacion del receptor D1 aumenta la liberacion de [°H]-GABA
en la SNr a través de la via adenilil ciclasa—AMPc—PKA. El RD1 posee una afinidad por la
dopamina de Ki (nM) = 2300 (Sokoloff, et al, 1992) y diversas funciones psicomotoras son
ejercidas por la activacion de los RD1 que junto con los RD2 se encargan de la mayoria de las

conductas dependientes de dopamina, y presenta a su vez una amplia distribucion en el cerebro.

Tabla 1. Caracteristicas moleculares delos receptores a dopamina

Dlike D2-like
D1 D3 D2L D2Ss D3 D4
Aminodcidos 446(r) 475(r) 4150 4440r) 446(r) 387-313(h)
446(h) 477hy  414¢h)  443¢h) 400 (h) 38300

Aminoacidos in su 3er asa 3T S00r) 135(r)  444@) 166(r) 101-61(h)*
intracelular 57(h) 30th)  134¢h)  443¢h)  120¢h) 106(1)
Aminoacidos in su COOH 113(r) 117{r) 16(r) 16(r) 18(r)
Terminal 113¢h) 116(h) 16(h) 16(h) 18&(h)
Intrones 0 0 6 5 3
Localizaciéon cromosomal 3g35.1 4pls.1-16.1 11q22-23 3q13.3 11pl3s

r, rata; h, humano, *Nimero de a.a. en el receptor IJ4 humano depende del numero de
repeticiones en su tercera asa intracelular.

Tabla 1. Caracteristicas moleculares de los receptores a dopamina. Modificada de Missale C. et al., 1998.

El receptor D1 generalmente se encuentra expresado en mayor densidad que los
receptores D2. A nivel de los ganglios basales el RD1 se encuentra expresado presinapticamente
en las neuronas GABAErgicas (que a su vez co-expresan sustancia P y dinorfina) proyectando
hacia la SNr y globo palido interno y formando sinapsis simétricas (Levey, et al., 1993).

Una de las funciones mas estudiadas de la activacion de los receptores dopaminérgicos es
sobre la conducta motora, en este contexto se ha observado que la activacion selectiva de los
receptores D1 promueven un incremento sobre la actividad locomotora y este efecto se ve
potenciado por la activacion simultanea de los receptores D2. (Gershanik, O. et al., 1983;
Jackson, D.M. et al., 1994). Este efecto farmacologico fue confirmado posteriormente por
experimentos con ratones KO. El receptor D1 tiene una distribucion regional similar en la rata, el

mono y el humano.
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2.2.2 Receptor D2

El RD2 fue el primer receptor caracterizado de la subfamilia D2-like y el primer receptor

dopaminérgico clonado (Bunzow, et al., 1988). Comparte una homologia del 75% y del 53% en

sus dominios transmembranales con los RD3 y RD4 respectivamente (Civelli, O., et al., 1993;
Gingrich, J. a.,et al., 1993; Jackson, D.M., et al., 1994; O’dowd, B.F., 1993). Dos isoformas del
RD2 son generadas por splicing alternativo del mismo gen denominadas D2 (Short) y D2,
(Long) que se diferencian en la insercion de un segmento de 29 aminoacidos en su tercera asa
intracelular. Ambas isoformas muestran el mismo perfil farmacologico, ambas inhiben a la AC
sin embargo el D2s muestra mayor afinidad por la AC, esto en sistemas de expresion heter6logos
y proponen que los D2s y los D2, tienen distintas funciones fisioldgicas in vivo pero es muy
dificil extrapolar los resultados a receptores nativos en neuronas (Montmayeur, J. P., et al., 1991;
Dal Toso, R. B., et al, 1989). EI D2s es altamente expresado en cuerpos celulares
dopaminérgicos y axones y es prevalente en el mesencéfalo e hipotadlamo, mientras que el D2,
que es predominantemente expresado a nivel postsindptico prevalece en CPu y NAc (Khan, et
al., 1998; Tan, et al., 2002). Los RD2 estan acoplados a proteinas Gi, inhiben a la AC, activan
canales de K* (hiperpolarizacion celular), estimulan a la fosfolipasa A2, inhiben canales de Ca?*
tipo L, estimulan la PLC vy al intercambiador Na*/H*, ademas de que poseen una afinidad por la
dopamina con una de Ki (nM) = 2000. (Sokoloff, et al., 1992).

La distribucion del RD2 en los ganglios basales ha sido extensamente estudiada por el
papel de estos receptores en el control motor asi como su implicacion en la Enfermedad de
Parkinson. Los RD2 tienen gradientes de distribucion uniforme en el CPu con una elevada
concentracion de RD2 en la porcion lateral del CPu mayor que en la porcion medial (Joyce, et
al., 1985; Fisher, et al., 1994). Analisis inmunohistoquimicos con anticuerpos especificos y de
hibridacion in situ muestran que el tanto la proteina como el RNAm del RD2 estan localizados
en cerca del 50% de neuronas de tamafio medio y en cerca del 80% de interneuronas colinérgicas
estriatales (Bouthenet, et al., 1987; Le Moine, et al., 1990a) y estan concentrados en dendritas y
pericaria. En neuronas espinosas el RD2 se encuentra en las cabezas espinosas dentro de la

neuropila mas que a nivel del soma (Levey, et al., 1993; Fisher et al., 1994; Sesack, et al., 1994).
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En densidades postsinapticas estan presentes en sinapsis asimétricas estriatales, también

se encontrd inmunoreactividad en botones terminales formando mas sinapsis simétricas que

asimétricas (Levey, et al., 1993; Hersch, et al., 1995; Wang, & Pickel, 2002), asi como en

terminales dopaminérgicas consistente con la hipétesis de autoreceptores D2, y en sitios
perisinapticos (Yung, et al., 1995). En el sistema SN-CPu estan estratégicamente localizados
para satisfacer funciones de autoreceptor a nivel de las dendritas del mesencéfalo y de manera
presinaptica en axones terminales, también tienen funciones presinapticas en terminales no
dopaminérgicas y acciones postsinapticas en las dendritas espinosas del CPu. También se ha
evidenciado la segregacion de los RD2 a las neuronas estriatales que co-expresan encefalina o
“via indirecta” (via estriato-palido-nigral) y los RD1 a la “via directa” co-expresando sustancia P

y dinorfina (Gerfen, et al., 1990; Le Moine, et al., 1990b, 1991; Le Moine, & Bloch, 1995;
Hersch, et al., 1995; Yung, et al., 1995; Maltais, et al., 2000). Sin embargo otros reportes

proponen que todas las neuronas estriatales expresan ambos receptores D1y D2 y que coexisten
en proporciones variables (Ariano, et al., 1992; Surmeier, et al., 1992; Aizman, et al., 2000). En
la sustancia nigra los receptores estan localizados en la SNr ventral y en la SNc en la pericardia y

dendritas (Levey, et al., 1993; Yung, et al., 1995). Lesiones en la via nigroestriatal con 6-OHDA

disminuyen los sitios “binding” en la SNc¢ indicando que los autoreceptores D2 estan presentes
en la SNc (Morelli, et al., 1987, 1988; Filloux, et al., 1987a). El receptor D2 tiene una

distribucion regional similar en la rata, el mono y el humano.

2.2.3 Receptor D3
Fue el segundo receptor de la subfamilia D2-like en ser clonado (Sokoloff, et al., 1990),

comparte una homologia del 75% con el RD2 en sus dominios transmembranales y es el receptor

dopaminérgico con mayor afinidad por la dopamina con una Ki = 30nM (Sokoloff, et al 1992).
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Se han identificado hasta la fecha siete polimorfismos del RD3 los cuales son generados
por medio de splicing alternativo (Fig. 3) los cuales son el RD3L (iong), €l RD3s ¢short) €l cual carece
de 21 aminoacidos en su tercer asa intracelular (son los Unicos que ligan dopamina), el RD3nf o
no funcional carece de los dominios 6 y 7 transmembranales lo cual le impide anclarse a la
membrana y ligar dopamina y se cree que tiene una funcién moduladora sobre los otros
receptores D3 secuestrandolos en el citosol, en cuanto a los otros polimorfismos del RD3 hasta la
fecha no se han caracterizado; D3(TM3-del), D3(TM4-del), D3(02-del) y el rD3in (Richtand
N.M., 2006).

Exon 1 | Intron 1| Exon 2 | Intron 2 | Exon 3 Intron 3 Exon 4 Genomic DNA
Transcription l
(N
| Exon 1 | |E)<on2| Exon 2 Exon 4 | | Exon 5 hnRNA
Alternative Splicing / \
L] [ 1 [ ] mrNa
Dz Long D3 S D3 nf DS{TMS-deI) D3(TM4-del)
1 1
D3{02-del) rD3in
Translation i
(LT 1] I R BT L erotein
D3 Long D3s D3 nf D3(TM3-del)  D3(TM4-del)
[T
D3({02-del) rD3in

Figura 3 Polimorfismos del receptor D3. Se generan por medio de splicing alternativo, los polimorfismos mejor
caracterizados hasta la fecha son el D3L, el D3S y el D3nf o no funcional. Tomada de Richtand N.M 2006.

Similar a los receptores D2 y D4 el receptor D3 se acopla a proteinas Gi, inhiben a la

adenilato ciclasa, disminuyen la formacion de AMPc e inhibe la liberacion de GABA (Sokoloff

& Schwartz., 2003). La expresion del receptor D3 en el cerebro es varias veces menor que el

receptor D2, y presenta una elevada expresion en zonas limbicas como el NAc, tubérculo
olfatorio e islas de calleja (Sokoloff, et al., 1990; Levesque, et al., 1992; Bouthenet, et al., 1991;
Diaz, et al., 1995).
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A nivel de los ganglios basales se ha encontrado una densidad media de receptores D3 en

el estriado asi como el RNAm (Bouthenet, et al., 1991; Surmeier, et al, 1996) mientras que a

nivel de la SNr se ha evidenciado la presencia del receptor pero no del RNAm (Diaz, et al.,
1995) lo cual habla de un transporte vesicular del estriado hacia las proyecciones en la SNr.
También se ha visto la presencia del receptor D3 en la SNc y area ventral tegmental (VTA) por

lo que se piensa que a este nivel actan como autoreceptores.

2.2.4 Receptor D4

Fue clonado por Van Tol et al., en 1991 y muestra una homologia del 41% y 39% con los
receptores D2 y D3 respectivamente. Este receptor acopla proteinas G inhibitorias, inhiben a la
adenilato ciclasa, disminuyen la formacion de AMPc e inhiben la liberacion de GABA y también
activa canales rectificadores de potasio con lo cual participa en la hiperpolarizacién neuronal,
muestra una afinidad por la dopamina de aproximadamente Ki=50nM. En cuanto a su
distribucion presenta elevada densidad en distintas regiones de la corteza cerebral; cingulata,
prefrontal y piriforme, en el CPu, media densidad en GPe y SNr (Khan y col., 1998).

En el sistema limbico se encuentra una alta densidad de receptores D4 en el NAc e
hipocampo (Defagot, et al., 1997).

Desde su clonacion este receptor ha sido bastante estudiado por presentar una elevada

afinidad por la clozapina un antipsicético atipico utilizado en el tratamiento de la esquizofrenia

(Seeman, et al., 1993). Sin embargo su papel fisioldgico hasta la fecha es poco entendido, existen

algunos reportes de sensibilizacion conductual y estudios postmortem de pacientes

esquizofrénicos sin lograr una caracterizacion adecuada.
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A su vez se sabe que este receptor presenta un nimero considerable de polimorfismos que
van desde el D42 al D411 (Rondou P., et al., 2010) y constan de un numero variable de
repeticiones en tdndem que constan de 48 pares de bases 0 16 aminoécidos generados dentro de
la tercer asa intracelular por medio de splicing alternativo (Fig. 4), esta tercer asa intracelular es
requerida para la interaccidn con proteinas G y sefializacion por segundos mensajeros por esta
razén en el contexto del trastorno por déficit de atencion con hiperactividad el D47 tiene una
estrecha relacion con esta patologia y se considera menos sensible a dopamina y menos eficiente
en su via de sefializacion por lo cual se especulan los efectos benéficos de los farmacos

psicoestimulantes en el tratamiento contra el TDAH (Van Tol, et al., 1992; Asghari et al., 1995).
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Figura 4. Polimorfismos del receptor D4. Generados por splicing alternativo, constan de un nimero variable de
repeticiones en tdndem (VNTR) dentro de la tercera asa intracelular, van desde el D4, al D.11. Modificada de
Rondou P. et al., 2010.
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2.2.5 Receptor D5

Denominado RD1g en roedores y RD5 en primates, su presencia en el sistema nervioso
central se demostrd en 1991 por Tiberi et al., y Sunahara et al., que mostraron la presencia de un
receptor dopaminérgico similar tanto estructural como funcionalmente al receptor D1 teniendo
una afinidad similar por los ligandos del receptor D1 (lo cual ha dificultado su caracterizacién)
pero con una afinidad 10 veces mayor por la dopamina que el receptor D1. Su distribucién a
nivel de los ganglios basales es a nivel del CPu, SNr asi como en la corteza frontal y parietal, sin
embargo su localizacion exacta ha sido obstaculizada por la falta de ligandos con alta afinidad

por el RD5 asi como de anticuerpos especificos.

3. LOS GANGLIOS BASALES Y EL CONTROL MOTOR

3.1 Ganglios Basales

Los ganglios basales (GB) son una serie de estructuras subcorticales que forman una red
altamente organizada en donde existe una activacion diferencial a distintos niveles dependiendo
de funciones y circunstancias especificas. Dentro de la clasificacion funcional de los ganglios
basales se encuentran: El estriado (caudado-putamen), el globo palido en su region externa (GPe)
e interna (GPi), el nucleo subtalamico (STN) y la sustancia nigra en su porcion compacta (SNc)
y reticulada (SNr). El sistema dopaminérgico proveniente de la SNc que a su vez inerva todas las
estructuras que conforman los GB (Obeso, et al., 2008)

Estriado: Es el principal punto de entrada de informacion cortical, y consiste
aproximadamente méas del 90% de neuronas espinosas medianas (NEMs) que utilizan GABA
como neurotransmisor (Perreault, et al., 2011). Aproximadamente el 5% de neuronas estriatales
remanentes consiste en interneuronas no espinosas que expresan acetilcolina, somatostatina,

GABA asociado a parvalbdmina o calretina (Gerfen & Surmeier 2011).
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Globo Palido Interno: Se considera el nucleo de salida de la informacion junto con la SNr
y proyecta principalmente al talamo motor, sus aferentes son de tipo GABAérgicas Yy
glutamatérgicas y su balance determina la funcionalidad del ndcleo.

Globo Pélido Externo: Sus neuronas utilizan GABA como neurotransmisor y a su vez
proyecta hacia el nucleo subtalamico y la SNr (Rommelfanger & Wichmann., 2010). Sus
aferentes son provenientes del estriado (GABAérgicas) y del nucleo subtalamico
(Glutamatérgicas).

Sustancia Nigra Compacta: Sus neuronas utilizan dopamina como neurotransmisor y
proyectan al estriado, al GPe y al nucleo subtaldmico, estas neuronas son las encargadas de la
inervacion dopaminérgica de los ganglios basales.

Sustancia Nigra Reticulada: Sus neuronas son de naturaleza GABAGérgica, presenta
actividad espontanea, y proyecta al talamo, coliculo superior y nucleo pedunculopontino.
Presenta aferentes glutamatérgicas del nucleo subtalamico, aferentes GABAEérgicas provenientes
del estriado y del GPe y aferentes dopaminérgicas provenientes de la SNc (Smith & Villalba.,
2008).

Nucleo Subtalamico: Es de naturaleza glutamatérgica y presenta actividad auténoma,
recibe inervacion GABAérgica del GPe, glutamatérgica de la corteza sensorimotora y
dopaminérgica de la SNc, a su vez manda proyecciones hacia la SNr, estriado, nucleo

entopeduncular, SNcy corteza motora.

3.2 Organizacion funcional de los ganglios basales

Actualmente los GB estan funcionalmente subdivididos en regiones dependiendo de la
principal &rea de proyeccion cortical, en region motora, 6culomotora, region asociativa, limbica
y orbitofrontal (Alexander G. E., et al., 1986; Smith Y, et al., 1998).

Esta organizacion mantiene funciones como la atencion, aprendizaje, conductas de
recompensa, formacion de habitos, memoria de trabajo, emociones entre otros y dependen a su
vez de la region cortical activada. (Pasupathy A, et al., 2005; Hikosaka O, et al., 2002; Seger CA,
2006). Esta compleja organizacion anatomico-funcional cambié la manera tradicional de ver a
los GB como centros de procesamiento motor, sin embargo el papel de los GB en los desordenes

del movimiento es el mejor definido y entendido.
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3.3 Ganglios Basales y movimiento; vias estriatopalidales

En el circuito de organizacion funcional de los GB el estriado representa el ndcleo de
entrada de informacion proveniente de la corteza y la SNr/GPi los ndcleos de salida de
informacién hacia el tadlamo. Las neuronas eferentes estriatales, neuronas espinosas medianas
(NEMs) son de naturaleza GABAGérgica y conectan con el GPe y el GPi por dos sistemas
paralelos de proyeccion originados en distintas subpoblaciones estriatales denominados “via

directa” y “via indirecta” (Fig.5)

Basal ganglia circuits

Cortico-striatal inputs

.Strlatum : .,:.p

Superior
colhculus
Thalamus
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1;5 Corﬂcal
'nPUt Basal
ganglia

output

Figura 5. Circuitos de los ganglios basales. Tomada de Gerfen & Surmeier 2011.

Las neuronas de la “via directa” proyectan directamente sobre el GPi/SNr, tienen
expresion preferencial de receptores D1 y a su vez co-expresan los péptidos sustancia-P y
dinorfina estableciendo una conexion inhibitoria monosinaptica con las neuronas del GPi/SNr
(Fig.5). Las neuronas de la “via indirecta” expresan de manera preferencial receptores D2 y co-
expresan encefalina, proyectan monosinapticamente desde el estriado hacia el GPe por una
conexion inhibitoria e indirectamente a los ndcleos de salida por medio de proyecciones GPe-
STN-GPI.
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Todas las neuronas del GPe, GPi, STN, y SNr son marcapasos autdbnomos, es decir
generan potenciales de accidon por su cuenta sin necesidad de establecer entradas sinapticas
(Gerfen & Surmeier., 2011) en este mecanismo la dopamina tiene un papel imprescindible al
modular los efectos de las entradas corticales glutamatérgicas por ejercer un efecto dual sobre las
neuronas estriatales GABAérgicas excitando a las neuronas de la via directa e inhibiendo a las
neuronas de la via indirecta modulando a las neuronas de los nucleos de salida (GPi/SNr) que

proyectan hacia el tdlamo y de esta manera controlar la generacion de movimiento.

4. IMPLICACION DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS SOBRE EL
CONTROL MOTOR (RATONES KNOCKOUT)

4.1 Knockout del receptor D1

El raton RD1 -/- fue estudiado simultdneamente por dos grupos de trabajo (Drago, et al.,
1994; Xu, et al., 1994a) en donde observaron un retardo en el crecimiento (sin ser posible
explicarse por hipocalcemia, falla renal o una deficiencia en la hormona de crecimiento) y un
aumento en la tasa de mortalidad en los ratones mutantes (después del destete, conducta
relacionada con eventos reforzantes, los ratones no sentian la necesidad de beber ni alimentarse).
En cuanto a la actividad locomotora Drago et al., no observaron diferencias entre RD1-/- y el
raton silvestre, evaluada en campo abierto, sin embargo los ratones KO presentaron menos
eventos de rearing (considerado una conducta de exploracidn espontanea) que concuerdan con
experimento farmacoldgicos en los cuales los eventos de rearing pueden ser modulados por
agonistas (aumento) y antagonistas (disminucion) de los RD1 (Hoffman & Beninger, 1985;
Breese, et al., 1987; Dreher & Jackson,1989; Chandler, et al., 1990). Contrario a lo reportado
por Drago et al., Xu et al., 1994 reportan una hiperactividad en los ratones KO del RD1 evaluada
en cajas de actividad locomotora, y ambos grupos reportan un retraso en el aprendizaje y la
memoria esto evaluado con la prueba del laberinto de agua de Morris. También evidencian la
importancia del receptor D1 en el desarrollo de conductas relacionadas con el abuso de drogas
como la autoadministracién de cocaina y el proceso de sensibilizacion a anfetamina. Las
diferencias fenotipicas entre ambos ratones KO puede deberse a la genética de fondo de los

ratones y/o a la generacion de los mismos.
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4.2 Knockout del receptor D2

El RD2 fue el primer receptor dopaminérgico en clonarse por Bunzow et al., en 1988, el
KO del RD2 fue hecho por Baik et al., en 1995 y observaron una pequefia disminucion en el peso
corporal de los ratones mutantes, también reduccién su la tasa de fertilidad pero no en la de
mortalidad, la conducta motora fue deteriorada, los RD2-/- muestran bradicinesia, anormalidades
posturales y de marcha, evidencia de cataplexia, un comportamiento motor que se asemeja al
tratamiento con antagonistas del RD2 (Jackson & Westlind-Danielsson., 1994).

La ausencia del RD2 no afecto la expresion de los otros receptores dopaminérgicos ni la
de dinorfina pero si la de encefalina aumentandola un 40% (regulacién independiente). También
se evidencio la participacion del RD2 en conductas de abuso de drogas (adiccion y dependencia)
con paradigmas de autoadministracién de morfina y preferencia de lugar (Maldonado et al.,
1997). Asi como en autoadministracion de etanol y alimento, y observaron que el RD2 es

esencial para el desarrollo de estas conductas reforzantes.

4.3 Knockout del receptor D3

El desarrollo de un raton KO del receptor D3 fue el mayor paso para entender su funcion
in vivo debido a la falta de farmacos especificos para este receptor

El RD3 (-/-) muestra coordinacion y reflejos normales, sin embargo este raton presenta
hiperactividad espontanea y elevada conducta exploratoria evaluada en campo abierto con
elevada actividad locomotora y rearing (Accili, et al., 1996) conductas que son consistentes con
estudios farmacoldgicos en los cuales por medio de un agonista del receptor D3 el 7-OH-DPAT
observan una disminucion en la actividad locomotora (Svensson, et al., 1994), y al usar un
antagonista el U 99194 A observan un incremento de la actividad locomotora (Waters, et al.,
1993) lo cual habla de un efecto inhibitorio del receptor D3 sobre la actividad locomotora.
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4.4 Knockout del receptor D4

Este raton KO del receptor D4 lo realizo Rubinstein et al., en 1997 y observaron una
modesta y sostenida disminucion en la locomocion y eventos de rearing tanto en ambientes
novedosos como en familiares evaluada en campo abierto sin embargo y de manera paraddjica en
raton RD4(-/-) supero a los ratones silvestres en la prueba del rotarod, prueba que es disefiada
para evaluar la coordinacion motora compleja. A su vez estos ratones también mostraron
sensibilidad locomotora a psicoestimulantes como cocaina, anfetamina y alcohol (Rubinstein, et
al., en 1997), por lo anterior el papel fisiologico de este receptor dopaminérgico sobre la

actividad locomotora es controversial.

4.5 Knockout del receptor D5

El knockout del receptor D5 fue el ultimo en realizarse (Hollon, et al., 2002) y observaron
una conducta y actividad locomotora normal evaluado tanto en cajas de actividad como en
rotarod, laberinto de Morris, etc. Y similar al RD1(-/-) el RD5 (-/-) muestra reducida actividad
locomotora inducida por cocaina confirmando que ambos receptores participan en esta respuesta
(Elliot, et al., 2003).
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Tabla 2. Fesumen delos ratones knockout delos receptores dopaminergicos sobre la actividad

locomotora v rearing (levantamientos)

Blanco

Frecuencia delevantamiento

Actividad Locomotora

Tirosin Hidroxilasa

DAT

D1

D2L+5

D3

D4

D1+D3

D2+D3

Baja
Normal
Baja
Baja

Alta
Normal
Nommal

Baja

Baja

Baja
Alta, solo en estimulos novedosos

Normal

Baja

Alta

Baja
Normal

Alta

Baja

Tabla 2. Resumen de los ratones knockout de los receptores dopaminérgicos sobre la actividad locomotora y

“rearing”. Modificada de Viggiano D. et al., 2003.
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5. MODELO CLASICO DE ORGANIZACION FUNCIONAL DE LOS GANGLIOS
BASALES

Existe un modelo de organizacién funcional de los ganglios basales el cual se propuso a
principios de los afios 90"s y se mantiene vigente hasta la fecha (Fig. 6) en el cual se toma en
cuenta la presencia de los receptores D1 y D2 los cuales tras al ser activados ejercen un

efecto sinergista promoviendo la realizacién de movimientos voluntarios.

Corteza#

+VIA DIRECTA (VD): Promueve
el movimiento.

+VIA INDIRECTA (VI): Inhibe el
movimiento.

alamo

Glutamato
Medula GABA

Espinal M |
NST SNr/GPi Dopamina

Figura 6. Modelo clasico de organizacion funcional de los ganglios basales.
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5.1 Localizacién de receptores D3 en el circuito de los ganglios basales

Sin embargo este modelo clasico de organizacion funcional no toma en cuenta la
presencia de los receptores D3 y D4 en los ganglios basales y existen diversos trabajos en donde
evidencian su localizacion a distintos niveles, como los realizados por Surmeier en 1996 en
donde muestran por medio de la técnica de PCR una expresion del RNAm del receptor D3 en el
estriado de rata y a su vez hay una colocalizacién con el RNAm del receptor D1. (Fig. 7 ay b).
Otro trabajo es el realizado por Diaz en 1995 en el cual por medio de la técnica de hibridacion in
situ evidencia la ausencia de RNAm del receptor D3 en la SNr, por lo cual se piensa que el
receptor D3 es sintetizado a nivel del soma del estriado y por medio de transporte vesicular

transportado hacia las terminales estriado-nigrales (Fig. 7 c).
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Figura 7 a) y b). RT-PCR en estriado de rata muestra la coexpresion del RNAm del receptor D1 y D3. En c)
por medio de hibridacién in situ evidencian la ausencia del RNAm del receptor D3 en las proyecciones
estriadonigrales. Modificada de Surmeier et al., 1996 y de Diaz et al., 1995.
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También existe una proyeccion del NAc hacia la SNr de naturaleza GABAérgica (Fig. 8),
como en este nucleo hay una expresion predominante de receptores D3 es muy probable que en
esta proyeccion se esté expresando este receptor D3. (Susan R, et al., 2010).

PFC |« MO Thal
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Figura 8. Esquema de la proyeccién GABAérgica del Nucleo Accumbens hacia la Sustancia Nigra reticulada.
Tomada de Susan R,. et al., 2010.

5.2 Localizacién de los receptores D4 en el circuito de los ganglios basales

En cuanto al receptor D4 también existen trabajos donde muestra su localizacion en los
ganglios basales como el realizado por Khan et al., en 1998 en donde por medio de una
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra el receptor D4 muestran su localizacion

en distintos niveles (Fig. 9)
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Figura 9. Inmunohistoquimica con anticuerpos dirigidos contra el receptor D4 en un corte coronal y sagital
respectivamente. Muestra la localizacién y densidad del receptor D4 a distintos niveles de la corteza cerebral, el
caudado-putamen, globo palido y sustancia nigra. Modificada de Khan et al., 1998.

Por su parte los trabajos neuroquimicos y electrofisioldgicos realizados por nuestro
laboratorio, en donde por medio de la técnica de liberacion de GABA radiactivo muestran que
tras activar o antagonizar el receptor D4 con agonistas y antagonistas selectivos su funcion es la
de inhibir la liberaciéon de este neurotransmisor tanto a nivel de la SNr, el NST y el ndcleo

reticular del talamo (Fig. 10).
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Figura 10. Graficas representativas de curvas de liberacién de GABA marcado radioactivamente. Tras activar
o antagonizar selectivamente al receptor D4 se observa una disminucion en la liberacion de [(H]GABA a nivel de la
sustancia nigra reticulada, el ndcleo reticular del talamo y el nucleo subtaldmico. Tomada de Acosta et al., 2010;
Floran et al.,2004 y Floran et al., 2004-b.
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En cuanto a los estudios electrofisioldgicos por medio de la técnica de medicién de
corrientes inhibitorias postsinapticas espontaneas se muestra que tras antagonizar selectivamente
al receptor D4 hay in incremento en la frecuencia y no en la amplitud de estas corrientes lo cual

habla de una localizacion presinaptica evaluado en la SNry en el Nucleo reticular del talamo.
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Figura 11. Trazos representativos de experimentos de registro de corrientes inhibitorias postsinapticas
espontaneas. Se muestra que tras antagonizar al receptor D4 con su antagonista selectivo el L-745, 870 se produce
un incremento en la frecuencia de estas corrientes inhibitorias postsinapticas espontaneas lo cual corresponde a una
localizacion presinaptica del receptor D4 de proyecciones provenientes del GPe hacia la sustacia nigra reticulada y
nucleo reticular del talamo. Tomado de Cruz- Trujillo et al., 2010; Gasca et al., 2010.
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5.3 Circuito de los ganglios basales con la presencia de los receptores D1, D2, D3y D4.

Por toda la evidencia mostrada, el modelo clasico de organizacion funcional de los
ganglios basales puede complementarse con la localizacion de los receptores D3 y D4 a distintos
niveles. (Fig. 12.) Tanto de la via directa como de la indirecta, presentando una importante
localizacion a nivel de los nucleos de salida, estructuras determinantes en el procesamiento de la

informacidn proveniente del circuito y decisivos para la ejecucion o inhibicion del movimiento.
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Figura 12. Circuito de los ganglios basales con la presencia de los receptores D1, D2, D3 y D4.
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6. PAPEL FUNCIONAL DE LOS RECEPTORES D3 Y D4 SOBRE LA ACTIVIDAD
LOCOMOTORA.

Aunque se ha evidenciado la localizacion de los receptores D3 y D4 en el circuito de los
ganglios basales, establecer su funcion fisiologica sobre la actividad locomotora ha sido
bastante complejo y controversial.

6.1 Papel funcional del receptor D3

Como ya mencionamos anteriormente gracias al ratobn KO y estudios farmacoldgicos
activando o antagonizando al receptor D3 el papel de este receptor es inhibitorio sobre la
actividad locomotora (Fig. 13 ay b)
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Figura 13 a). Incremento de la actividad locomotora de un grupo de ratas habituadas tras la administracion
i.p. del antagonista selectivo del receptor D3 el U-99194 A a dosis crecientes. En b) se observa la disminucién
de la actividad locomotora de grupos de ratones tras la administracion i.p. a dosis crecientes de dos distintos
agonistas del receptor D3 el PD 128907 y el 7-OH-DPAT. Modificada de N Waters et al., 1993; D. Boulay et al.,
1999.
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Sin embargo también existe un trabajo realizado por Marcellino en el 2008 en donde
evidencian que el receptor D3 se encuentra formando un heterodimero con el receptor D1 en
sistemas de expresion heterdlogos e identifican la huella bioquimica de este heterodimero; la
coactivacion de ambos receptores D1 y D3 potencia los efectos estimulatorios del receptor D1
tanto en formacion de AMPc, en liberacion de GABA radiactivo (en terminales estriado-
nigrales) asi como a nivel conductual potenciando la actividad locomotora estimulada por la

activacion del receptor D1 en ratones reserpinizados ademas de corroborarlo con el raton KO del

receptor D3 (Fig. 14).
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Figura. 14. Potenciacion de la actividad locomotora de ratones reserpinizados “wild tipe” tras la coactivacion
de los receptores D1y D3 con sus agonistas selectivos el SKF 38393 y el PD 128907 respectivamente asi como
en ratones knockout del receptor D3. Tomada de Marcellino et al., 2008.

Por lo anterior el papel del receptor D3 sobre la actividad locomotora es bastante
controversial ya que por un lado se tiene a un receptor D3 inhibitorio y por otro lado a un
receptor D3 que potencia los efectos estimulatorios de la activacion del receptor D1. Como
podemos observar evallan la actividad locomotora en distintos modelos animales, desde ratas
habituadas, ratones, ratones KO y ratones reserpinizados, parte de nuestro trabajo es evaluar el
papel del receptor D3 sobre la actividad locomotora con los mismos farmacos utilizados en
nuestros antecedentes pero en un solo modelo animal, la rata Wistar y evidenciar su efecto sobre

la conducta motora.
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6.2 Papel funcional del receptor D4

El papel de este receptor dopaminérgico sobre la actividad locomotora es también muy
controversial, Rubinstein en 2001 demuestra por medio de su ratén K.O. que el receptor D4 esta
modulando la hiperexitabilidad cortical, a su vez también existe el trabajo realizado por Avale et
al., en el 2004 en donde con ayuda del raton K.O. del receptor D4 y con el modelo de ratones con
déficit de atencion con hiperactividad demuestran que el receptor D4 es esencial para el
desarrollo de hiperactividad, con lo cual se podria pensar de un efecto inhibitorio del receptor D4
sobre la actividad locomotora, sin embargo cuando Erlij et al., en 2012 evaluaron el papel del
receptor D4 sobre la actividad locomotora de las ratas con la administracién I.P. de su agonista y
antagonista selectivo, no observaron cambios en la actividad locomotora con respecto al grupo
control (Fig. 15). Por lo cual el papel de este receptor es también bastante controversial, sin
embargo nosotros pensamos que para poder evidenciar el papel de este receptor es necesario

modificar el tono dopaminérgico.
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Figura 15. Actividad locomotora inducida por la activacion o bloqueo selectivo del receptor D4 con su
antagonista selectivo L-745,870 (0.1mg/kg i.p.) y su agonista selectivo el PD 168, 077 (1mg/kg i.p.) sin
observarse cambios evidentes en la actividad locomotora. Modificada de Erlij et al., 2012.
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7. JUSTIFICACION

Debido a la estrecha relacion de los receptores D3 y D4 en el desarrollo y/o sintomatologia
de diversos trastornos neuropsiquiatricos es de suma importancia conocer el papel de estos
receptores sobre la actividad locomotora para comprender su posible influencia en dichas

patologias.

8. HIPOTESIS

Los receptores D3 y D4 conforman un sistema de inhibicién paralelo sobre la activacion de
los receptores D1 y a su vez es posible modificar su funcion dependiendo del tono

dopaminérgico del sistema.

9. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al entendimiento del papel de los receptores D3 y D4 en la actividad locomotora a
través de su activacion y bloqueo en condiciones en las que el tono dopaminérgico es

modificado.
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9.1 Objetivos especificos

-Evaluar el efecto del bloqueo selectivo de los receptores D1, D2, D3 y D4 sobre la actividad

locomotora inducida por anfetamina.

-Evaluar el antagonismo simultaneo de los receptores D1/D2, D1/D3 y D1/D4 asi como sus

combinaciones sobre la actividad locomotora inducida por anfetamina.

-Evaluar el efecto de la activacién indirecta de los receptores D3 y D4 sobre la actividad

locomotora inducida por la activacién selectiva del receptor D1.

-Evaluar el efecto de la activacion selectiva de los receptores D1/D2, D1/D3 y D1/D4 en

ratas previamente reserpinizadas.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1 Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso corporal de 220 a 240 g con un régimen de

agua y alimento ad libitum.
10.2 Farmacos

Se utilizaron los distintos agonistas y antagonistas selectivos de los receptores D1, D2, D3y
D4 (ver Tabla 3). Para incrementar el tono dopaminérgico utilizamos anfetamina y para
depletarlo reserpina. Todos los farmacos se administraron via intraperitoneal a las dosis
indicadas en la tabla 3 (a excepcion de la reserpina que fue subcutanea).

Tabla 3. FArmacos.

AGONISTAS ANTAGONISTAS | INDIRECTOS

D1/SKF 38393 D1/SCH 23390 Anfetamina:

Imzlle 0.1meles
. Plnquead{}r DAT
D2/ Sumarinole D2/L-741,626 Reserpina:
Pendients 0.1me/ks
P Bloqueador del
VMAT2. 10mgtks

D3/PD 128,907 D3/U99194A
0.5mg/lz 20mgle
T-OH-DPAT 0.25metkz

D4/PD 168.077 D4/1L-745.870
0.5me/ke 0.lmetks

Tabla 3. Farmacos utilizados.

35



10.3 Actividad locomotora

Para evaluar la actividad locomotora de las ratas se realizo en cajas disefiadas para tal fin
(Fig. 16). Estan hechas de acrilico, son oscuras, miden 22cm de ancho por 44cm de ancho y
estan acopladas a un sistema electronico para monitorear la actividad locomotora de las ratas; el
cual consta de 16 fotodiodos colocados a lo largo de la cajas de actividad, ocho fotodiodos de un
lado y ocho del otro lado separados 5¢cm uno de otro e interconectados con haces de luz
infrarrojo, por lo que cada vez que la rata interrumpa un haz de luz se registra como una cuenta
de actividad motora general y cuando el animal interrumpe tres haces de luz infrarrojo se registra
como desplazamiento horizontal (10 cm recorridos), esos datos se procesan en un programa

computacional y asi es como obtenemos los registros de actividad locomotora.

Figura 16. Cajas de actividad locomotora.

10.4 Metodologia

La estrategia experimental se dividio en dos partes una en donde incrementamos el tono
dopaminérgico con anfetamina y otra en donde depletamos el tono dopaminérgico con reserpina.
Las ratas con tono dopaminérgico incrementado se expusieron previamente tres dias a las cajas

de actividad locomotora y al cuarto dia se realizo la prueba.
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10.4.1 Tono dopaminérgico incrementado con anfetamina

La metodologia a seguir fue la siguiente, al inicio del experimento se le administro via
i.p. a distintos grupos de ratas los antagonistas selectivos de los receptores D1, D2, D3y D4 a las
dosis descritas en la Tabla 3. y se introdujeron en las cajas de actividad, 10 minutos después se
les realizo una administracion i.p. de anfetamina y se les evalud la actividad locomotora durante
50 minutos dicho periodo fue el que se tomo en cuenta para nuestros resultados, donde los dos

farmacos estan produciendo sus efectos.

Otro estrategia que utilizamos en donde incrementamos el tono dopaminérgico pero de
manera selectiva fue la siguiente; a un grupo de ratas al inicio del experimento se les administro
una dosis alta del agonista selectivo del receptor D1 (SKF 38393 a 10mg/kg i.p.) y se les evalu6
la actividad locomotora durante 50 minutos (control) a otro grupo de ratas les administramos la
misma dosis alta del agonista del receptor D1 se introdujeron a las cajas de actividad y 10
minutos después les administramos 1mg/kg i.p. de anfetamina y se les evalud la actividad
locomotora durante 50 minutos, periodo de tiempo que tomamos en cuenta para nuestros

resultados.
10.4.2 Tono dopaminérgico depletado con reserpina

En esta parte la metodologia a seguir fue la siguiente; a ratas previamente reserpinizadas
(17hrs antes de realizarse la prueba) se les evalu6 la actividad locomotora (grupo control) y a
distintos grupos de ratas reserpinizadas se les administro al inicio del experimento el agonista del
receptor D1 (SKF 38393 2mg/kg i.p.) se introdujeron a las cajas de actividad y 10 minutos
después se les realiz6 la administracion del agonista del receptor a evaluar ya sea agonista D2,
D3 y D4 segun las dosis de la Tabla 3, y se evalud la actividad locomotora durante 50 minutos,
periodo de tiempo que se tomo en cuenta para nuestros resultados. Utilizamos los agonistas
selectivos de los distintos receptores dopaminérgicos para poder evidenciar su efecto ya que el

tono dopaminérgico fue depletado con reserpina.
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11. RESULTADOS

111 TONO DOPAMINERGICO INCREMENTADO CON ANFETAMINA

11.1.1 Efecto del antagonismo de los receptores D1, D2, D3 y D4 sobre la actividad
locomotora inducida por anfetamina.

En estos experimentos se estudio la participacion de los diferentes receptores
dopaminérgicos en la respuesta a anfetamina. Como era de esperarse la administracion de
anfetamina (1 mg/kg) estimula la actividad locomotora por encima del basal (Fig. 17). El
bloqueo del receptor D1 con su antagonista selectivo el SCH 23390 (0.1mg/kg), previno
todo efecto estimulatorio de la actividad locomotora evocada por la anfetamina, llevandola a
niveles similares al basal, en tanto que el bloqueo del receptor D2 no modificé la respuesta a
anfetamina. Interesantemente el bloqueo de los receptores D3 y D4 con U-99194 A
(20mg/kg) y L-745,870 (0.1mg/kg) respectivamente, potenciaron los efectos de la anfetamina
(Fig 17).
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Figura 17. Curso temporal de la actividad locomotora inducida por anfetamina (1mg/kg i.p.) con la
previa administracion (10 minutos antes) de los distintos antagonistas dopaminérgicos. La grafica de circulos
negros muestra la actividad locomotora de un grupo de ratas sin ningun tratamiento (1093+120 cuentas/50min,
n=10); la grafica de circulos azules es la actividad locomotora estimulada por anfetamina a 1mg/kg (2304+197
cuentas/50min, n=13); la grafica de circulos morados es la actividad locomotora estimulada por anfetamina en
presencia del antagonista del receptor D1el SCH23390 a 0.1mg/kg (1324+270cuentas/50min n=9); la grafica de
circulos verdes es en presencia del antagonista del receptor D2 el 741626 a 0.5mg/kg (2454+216 cuentas/50min
n=12); la grafica de circulos verde olivo es en presencia del antagonista del receptor D3el U-99194 A a 20mg/kg
(38381465 cuentas/min, n=8) y la grafica de circulos rojos es en presencia del antagonista del receptor D4 el L-
745,870 a 0.1mg/kg (38631194 cuentas/50min, n=14).
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Tal como se ve en el curso temporal la representacion grafica de las cuentas totales de
actividad motora inducida por anfetamina en presencia de los distintos antagonistas
dopaminérgicos muestra resultados similares, pero mas faciles de ver (Fig 18). El bloqueo
del receptor D1 con su antagonista selectivo el SCH 23390 (0.1mg/kg), previno el efecto
estimulatorio de la actividad motora evocado por la anfetamina (basal 1093+120 cuentas/50
min, Anfetamina 2304197 cuentas/50min, Anfetamina+SCH23390 1324+270, Anf vs basal
**p<0.001 Basal vs SCH23390+Anf ns. Anova seguida una prueba de comparacion de
Tukey n= 7-14 animales), llevandola a niveles similares al basal, el bloqueo del receptor D2
no interviene en la respuesta a anfetamina mientras que el bloqueo de los receptores D3y D4
con U-99194 A y L-745,870 respectivamente, potenciaron los efectos de la anfetamina
(3838+465 cuentas/min para el RD3) y (3863+194 cuentas/50min para el RD4). Anf vs U-
99194 A ***p<0.0001 y Anf vs L-745,870 ***p<0.0001 n=8-14. Anova seguida de una
prueba de comparacion de mdultiple de Tukey.
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Figura 18. Representacion grafica de las cuentas totales de la conducta motora inducida por anfetamina
en presencia de los distintos antagonistas dopaminérgicos. La barra negra representa la actividad motora de
un grupo de ratas sin ningun tratamiento (1093+£120 cuentas/50min, n=10); la barra azul es la actividad motora
inducida por 1mg/kg i.p de anfetamina (2304+197 cuentas/50min, n=13); la barra morada es la actividad motora
en presencia del antagonista del receptor D1 el SCH 23390 a 0.1mg/kg (1324+270cuentas/50min n=9); las
barras verdes muestran la actividad motora en presencia del antagonista del receptor D2 el L 741 626 a dos
distintas dosis 0.1 y 0.5 mg/kg respectivamente (2381+117cuentas/50min, n=7 y 24544216 cuentas/50min
n=12); la barra verde olivo representa la actividad motora en presencia del antagonista del receptor D3 el U-
99194 A a 20mg/kg i.p. (3838+465 cuentas/min, n=8) y la barra roja representa la actividad motora en presencia
del antagonista del receptor D4 el L-745, 870 a 0.1mg/kg i.p. (3863+£194 cuentas/50min, n=14). Los asteriscos
representan una diferencia significativa de *p<0.01, **p<0.001 y ***p<0.0001. Los # representan las
comparaciones entre la condicion U-99194 A+Anf V.S. sIn. Salina+Anf (***p<0.0001), U-99194 A+Anf
V.S. L 741626 (**p<0.001 para ambas dosis) y L-745,870+Anf V.S. sIn. Salina+tAnf (***p<0.0001), L-
745,870+Anf V.S. L 741 626 (**p<0.001 para la dosis de 0.1mg/kg y ***p<0.0001 para la dosis de 0.5mg/kg).
ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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La representacion grafica de las cuentas totales del desplazamiento horizontal inducido
por anfetamina en presencia de los distintos antagonistas dopaminérgicos también es similar
a la actividad locomotora en general (Fig 19). La respuesta en el desplazamiento horizontal
no se ve modificada, (razon por la cual en adelante solo mostraremos la actividad locomotora
general) el bloqueo del receptor D1 con su antagonista selectivo el SCH 23390, previno el
efecto estimulatorio de la actividad locomotora evocado por la anfetamina, llevandola a
niveles similares al basal, el bloqueo del receptor D2 no interviene en la respuesta a
anfetamina mientras que el bloqueo de los receptores D3 y D4 con U-99194 Ay L-745,870
respectivamente, potenciaron los efectos de la anfetamina (basal 1420£283 cuentas/50min,
Anfetamina 3783600 cuentas/50min, SCH23390+Anf 1463318 cuentas/50min, U-99194
A+Anf 8315+2105 cuentas/50min y el L-745,870+Anf 7657+1167 cuentas/50min. Basal vs
Anf **p<0.01, Basal vs SCH23390+Anf ns, Anf vs U-99194 A *** p<0.0001 y Anf vs L-
745,870+Anf *** p<0.0001 n=7-14 animales). Anova seguida de una prueba de comparacion
maltiple de Tukey
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Figura 19. Representacion grafica del desplazamiento horizontal inducido por anfetamina en presencia
de los distintos antagonistas dopaminérgicos. La barra negra representa el desplazamiento horizontal de un
grupo de ratas sin ningun tratamiento (14204283 cuentas/50min, n=10); la barra azul representa el
desplazamiento horizontal inducido por 1mg/kg i.p de anfetamina (3783+600 cuentas/50min, n=13); la barra
morada muestra el desplazamiento en presencia de 0.1 mg/kg del antagonista del receptor D1 el SCH 23390
(1463+£318 cuentas/50min, n=9); las barras verdes muestran el desplazamiento horizontal inducido por
anfetamina en presencia del antagonista del receptor D2 el L 741 626 a dos distintas dosis 0.1 y 0.5 mg/kg
respectivamente (4267+472 cuentas/50min, n=7 y 42874713 cuentas/50min, n=12); la barra verde olivo
representa el desplazamiento horizontal en presencia del antagonista del receptor D3 el U-99194 A a 20mg/kg
i.p. (8315+2105 cuentas/50min, n=8) y la barra roja representa el desplazamiento horizontal inducido por
anfetamina en presencia del antagonista del receptor D4 el L-745, 870 a 0.1mg/kg i.p. (7657+1167
cuentas/50min, n=14). Los asteriscos representan una diferencia significativa de *p<0.01, **p<0.001 y
***n<0.0001. El # representa la comparacién entre la condicién con L-745,870+Anf V.S. SiIn. Salina+Anf
(*p<0.01), L-745,870+Anf V.S. L741 626 (*p<0.01 para ambas dosis). ANOVA de una via seguida de una
prueba de comparacion maltiple de Tukey.
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11.1.2 Interacciones de los receptores D1/D3, D1/D4 y D2/D4 sobre la actividad
locomotora inducida por anfetamina.

Como pudimos observar en las figuras 17, 18 y 19 los receptores D3 y D4 estan
ejerciendo un efecto inhibidor sobre la activacion del receptor D1y a su vez la activacion del
receptor D1 es esencial para que se produzcan los efectos estimulatorios de la anfetamina ya
que si se bloquea con el SCH 23390 los niveles de actividad regresan al basal. Por ello se
estudio cual es la relacion entre el bloqueo de los receptores D3 y D4 con los receptores D1.
El receptor D3 ejerce un efecto modulador sobre la activacion del receptor D1 (figura 20) ya
que cuando se coadministran sus antagonistas, el U-99194 A (20mg/kg) y el SCH 23390
(0.1mg/kg) respectivamente solo es posible observar el efecto del bloqueo del receptor D1.
(basal 1093£120 cuentas/50min, Anf 2304+197 cuentas/50min, U-99194 A+ Anf 4520+573
cuentas/50min, SCH23390/U-99194 A + Anf 1518+198cuentas/50min. Basal vs Anf
*p<0.01, Anf vs U-99194 A+Anf ***p<0.0001 y Basal vs SCH23390/U-99194 A+Anf ns.
n=5-13). Anova seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 20. Representacién grafica de las cuentas totales de la actividad locomotora inducida por
antagonismo simultaneo de los receptores D1 y D3. La barra negra representa la actividad locomotora de un
grupo de ratas sin ningun tratamiento (1093+120 cuentas/50min, n=10); la barra azul es la actividad locomotora
inducida por anfetamina (23041197 cuentas/50min, n=13); la barra roja representa la actividad locomotora
estimulada por anfetamina en presencia del antagonista del receptor D3 el U-99194 A a 20mg/kg i.p.
(4520+573cuentas/50min, n=8); la barra verde es la actividad locomotora inducida por anfetamina en presencia
los antagonistas de los receptores D1 y D3 el SCH 23390 y el U-99194 A a 0.1 y 20mg/kg respectivamente
(1518+198cuentas/50min, n=5). Los asteriscos representan una diferencia significativa de *p<0.01, **p<0.001.
El # de ***p<0.0001 entre el grupo U-99194 A+Anfetamina V.S. Anfetamina. ANOVA de una via seguida de
una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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De igual manera evaluamos la modulacion que el receptor D4 ejerce sobre la activacion
de los receptores D1. Como podemos observar en la figura 21 el receptor D4 ejerce un efecto
modulador sobre la activacion del receptor D1 ya que cuando se coadministran sus
antagonistas, el L-745,870 (0.1mg/kg) y el SCH 23390 (0.1mg/kg) respectivamente +
anfetamina (1mg/kg) solo es posible observar el efecto del bloqueo del receptor D1
(Basal1093+120 cuentas/50min, Anf 2304+197 cuentas/50min, L-745,870+Anf 3863+194
cuentas/50min 'y SCH23390/L-745,870+Anf 1173+124 cuentas/50min. Basal vs Anf
***p<0.0001, Basal vs L-745,870 ***p<0.0001 y Basal vs SCH23390/L-745,870+Anf ns.
n=9-14 animales). Anova seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 21. Representacion grafica de las cuentas totales de la actividad locomotora inducida por
antagonismo simultaneo de los receptores D1 y D4. La barra negra representa la actividad locomotora de un
grupo de ratas sin ningun tratamiento (1093+120 cuentas/50min, n=10); la barra azul es la actividad locomotora
inducida por anfetamina (2304+197 cuentas/50min, n=13); la barra morada representa la actividad locomotora
estimulada por anfetamina en presencia de los antagonistas de los receptores D1y D4 (SCH 23390 y L-745,870
ambos a dosis de 0.1mg/kg i.p. 1173+124 cuentas/50min n=9); la barra roja es la actividad locomotora inducida
por anfetamina en presencia Unicamente del antagonista del receptor D4 (L-745,870 a 0.1mg/kg i.p. 3863194
cuentas/50min, n=14). Los asteriscos y ### representan una diferencia significativa de ***p<0.0001. ANOVA
de una via seguida de una prueba de comparacién multiple de Tukey.
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Como observamos en las figuras 17, 18 y 19 el receptor D2 no participa en la respuesta
locomotora inducida por anfetamina ya que cuando se bloquea con su antagonista el L741
626 a dos distintas dosis (0.1 y 0.5mg/kg i.p.) no se producen cambios significativos de
actividad locomotora con respecto a la administracion de anfetamina (1mg/kg). Ahora a su
vez evaluamos si el receptor D4 ejerce un efecto inhibitorio sobre la activacion del receptor
D2 y como podemos observar en la figura 22 el receptor D4 no ejerce ningun efecto sobre la
activacion del receptor D2 (Basal 1093+120 cuentas/50min, Anf 2304197 cuentas/50min, L
741 626 a dos distintas dosis 0.1 y 0.5 mg/kg respectivamente 2381+117cuentas/50min y
2454+216 cuentas/50min y L-745,870/L 741626+ Anf 3868+457 cuentas/50min. Basal vs
Anf **p<0.001, Anf vs L741626+Anf ns y L741626+Anf vs L-745,870/L741626+Anf
***p<0.0001 n=7-13 animales). Anova seguida de una prueba de comparacion multiple de
Tukey.
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Figura 22. Representacion grafica de las cuentas totales de la actividad locomotora inducida por
antagonismo simultaneo de los receptores D2 y D4. La barra negra representa la actividad locomotora de un
grupo de ratas sin ningun tratamiento (1093+120 cuentas/50min, n=10); la barra azul es la actividad locomotora
inducida por anfetamina (2304+197 cuentas/50min, n=13); las barras verdes muestran la actividad locomotora
inducida por anfetamina en presencia del antagonista del receptor D2 el L 741 626 a dos distintas dosis 0.1y 0.5
mg/kg respectivamente (2381+117cuentas/50min, n=7 y 24544216 cuentas/50min n=12); y la barra roja
representa la actividad locomotora inducida por anfetamina en presencia de los antagonistas de los receptores
D2 y D4 a 0.5y 0.1 mg/kg respectivamente (38681457 cuentas/50min, n=9). Los asteriscos representan una
diferencia significativa de *p<0.01, **p<0.001 y ***p<0.0001. El # representa una diferencia significativa de
**p<0.001 entre los grupos L-745,870/L741 626+Anfetamina V.S. Anfetamina, y el L 741 626 +Anfetamina a
ambas dosis. ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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En la siguiente figura 23 se muestra como los receptores D3 y D4 ejercen un sistema de
inhibicion paralelo sobre los efectos estimulatorios de la activacion de los receptores D1, ya
que cuando se antagonizan con el U-99194 A (20mg/kg) y el L-745,870 (0.1mg/kg) en
presencia de anfetamina (1mg/kg) se potencian los efectos motores inducidos por la
anfetamina y cuando se coadministran los dos antagonistas de los receptores D3 y D4 los
efectos potenciadores del antagonismo individual se ven sumados en un solo efecto inhibidor
(Basal 1093+120 cuentas/50min, Anf 2304+197 cuentas/50min, L-745,870+Anf 3863+194
cuentas/50min, U-99194 A+Anf 3838+465 cuentas/min y U-99194 A/L-745,870+Anf
9857+1490 cuentas/50min. Basal vs Anf **p<0.001, Anf vs L-745,870+Anf **p<0.001, Anf
vs U-99194 A+Anf *p<0.01, L-745,870+Anf vs L-745870/U-99194 A+Anf ***p<0.0001 y
U-99194 A+Anf vs L-745870/U-99194 A+Anf ***p<0.0001 n=4-13 animales). Anova
seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 23. Representacién grafica de las cuentas totales de la actividad locomotora inducida por
antagonismo simultaneo de los receptores D3 y D4. La barra negra representa la actividad locomotora de un
grupo de ratas sin ningun tratamiento (1093+120 cuentas/50min, n=10); la barra azul es la actividad locomotora
inducida por anfetamina (2304+197 cuentas/50min, n=13); la barra roja representa la actividad locomotora
inducida por anfetamina en presencia del antagonista del receptor D4 a 0.1mg/kg i.p. (3863+£194 cuentas/50min,
n=14); la barra verde olivo representa la actividad locomotora inducida por anfetamina en presencia del
antagonista del receptor D3 el U-99194 A a 20mg/kg i.p. (3838+465 cuentas/min, n=8) y la barra rosa con
franjas verticales representa la actividad locomotora inducida por anfetamina en presencia de los antagonistas
de los receptores D3 y D4 (U-99194 A 20mg/kg y 0.1mg/kg i.p. respectivamente, 9857+1490 cuentas/50min,
n=4). Los asteriscos representan una diferencia significativa de *p<0.01, **p<0.001 y ***p<0.0001. EI #
representa una diferencia significativa de ***p<0.0001 entre los grupos L-745,870/U-99194 A+Anfetamina
V.S. Anfetamina, L 745,870 +Anfetamina y U-99194 A+ Anfetamina. ANOVA de una via seguida de una
prueba de comparacion maltiple de Tukey.
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11.1.3 Efecto de la activacion indirecta de los receptores D3 y D4 por dopamina
enddgena en condiciones de sobreactivacion de los receptores D1.

Como pudimos observar en las figuras 17 a 23 los receptores D3 y D4 estan ejerciendo un
efecto inhibitorio sobre la activacion de los receptores D1, otra manera de demostrar este
efecto inhibitorio se muestra en la figura 24 en donde observamos una disminucion en la
actividad locomotora de un grupo de ratas con previa sobreactivacion de los receptores D1
con SKF38393 (10mg/kg) luego de la administracion de anfetamina (1mg/kg). (Basal
1093+120 cuentas/50min, SKF 38393 4416+577 cuentas/50min y SKF38393+Anf 2629+449
cuentas/50min). Basal vs SKF38393 ***p<0.0001, Basal vs SKF38393+Anf *p<0.01 y SKF
38393 vs SKF 38393+Anf *p<0.01 n=9-10 animales). Anova seguida de una prueba de
comparacion multiple de Tukey.
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Figura 24. Representacion grafica de las cuentas totales de actividad locomotora inducida por una dosis
alta de SKF 383 93. La barra negra representa la actividad locomotora de un grupo de ratas sin ningdn
tratamiento (1093+£120 cuentas/50min, n=10), la barra morada representa la actividad locomotora inducida por
una dosis alta del agonista D1 SKF 38393 10mg/kg i.p. (4416577 cuentas/50min, n=10); la barra roja
representa la actividad locomotora inducida por 10mg/kg de SKF38393 en presencia de 1mg/kg de anfetamina
(2629+449 cuentas/50min, n= 9). Los asteriscos representan una diferencia significativa de *p<0.01 y
***p<0.0001. ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacion maltiple de Tukey.
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11.2 TONO DOPAMINERGICO DEPLETADO CON RESERPINA.

La otra estrategia que usamos para evaluar el papel de los receptores dopaminérgicos sobre la
actividad locomotora fue depletar el sistema dopaminérgico por medio de reserpina y activar
selectivamente a los receptores de interés por medio de sus agonistas selectivos.

11.2.1 Efecto de la activacion selectiva de los receptores D1, D3 y D4 en ratas previamente
reserpinizadas.

En la figura 25 podemos observar como los receptores D4 continGan ejerciendo un efecto
inhibitorio sobre la activacion de los receptores D1 en condiciones de tono dopaminérgico
depletado al ser coactivados con sus agonistas selectivos el PD 168, 077 (0.5mg/kg) y SKF
38393 (2mg/kg) se produce una disminucién en la actividad locomotora, mientras que el receptor
D3 esta potenciando los efectos estimulatorios del receptor D1 ya que cuando de coactivan con
sus agonistas selectivos el PD 128 907 (0.5mg/kg) y el SKF 38393 (2mg/kg) hay un incremento
en la actividad locomotora.
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Figura 25. Curso temporal de la actividad locomotora de ratas previamente reserpinizadas en presencia de
agonistas dopaminérgicos. La grafica de circulos negros representa la actividad locomotora de un grupo de ratas
reserpinizadas (204+39 cuentas/50min, n=8); la grafica de circulos azules representa la actividad locomotora de
ratas reserpinizadas en presencia del agonista del receptor D1el SKF38393 a 2mg/kg (1682+144 cuentas/50min,
n=12); la grafica de circulos rojos representa la actividad locomotora de ratas reserpinizadas en presencia de los
agonistas de los receptores D1 y D4 SKF38393 a 2mg/kg y el PD 168,077 a 0.5mg/kg respectivamente (1047174
cuentas/50min, n=7) y la grafica de circulo verdes representa la actividad locomotora de ratas previamente
reserpinizadas en presencia de los agonistas de los receptores D1 y D3 el SKF 38393 a 2mg/kg y el PD 128 907 a
0.5 mg/kg (3114+409 cuentas/50min, n=8).
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Tal como se observa en el curso temporal la representacion grafica de las cuentas totales de
actividad locomotora inducida tras la activacion de los receptores D1y D3 en ratas previamente
reserpinizadas es similar, pero mas facil de ver (figura 26). El receptor D3 se encuentra
potenciando la actividad locomotora estimulada por la activacion del receptor D1 ya que cuando
se coactivan hay una potenciacion de la actividad locomotora con dos distintos agonistas
dopaminérgicos del receptor D3 el PD 128 907 (0.5mg/kg) y el 7-OH-DPAT (0.25mg/kg) y con
el agonista del receptor D1 el SKF 38393 (2mg/kg). (Reserpina 204+39 cuentas/50min,
SKF38393 1682+144 cuentas/50min, SKF38393+ PD 128907 3114+409 cuentas/50min y
SKF38393+7-OH-DPAT 3755+823 cuentas/50min. Basal vs SKF38393 *p<0.01, SKF38393 vs
SKF38393+PD128907 ***p<0.0001 y SKF38393vs SKF38393+7-OH-DPAT ***p<0.0001
n=6-12 animales). Anova seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 26. Representacién grafica de la actividad locomotora de ratas previamente reserpinizadas en
presencia de distintos agonistas dopaminérgicos. La barra negra representa la actividad locomotora de un grupo
de rata reserpinizadas sin ningln tratamiento (204+39 cuentas/50min, n=8); la barra azul representa la actividad
locomotora de ratas reserpinizadas en presencia de 2mg/kg i.p. del agonista del receptor D1 el SKF 38393
(1682+144 cuentas/50min, n=12); las barras verdes representan la actividad locomotora de ratas reserpinizadas en
presencia de los agonistas de los receptores D3 el PD 128 907 0.5mg/kg (3114+409 cuentas/50min, n=8) y el 7-OH-
DPAT 0.25mg/kg i.p.(3755+£823 cuentas/50min, n=6). Los asteriscos representan una diferencia significativa de
*p<0.01 y ***p<0.0001. # representa *p<0.01 y ## representa **p<0.001 entre los grupos SKF 38393+PD128907 y
SKF 38393+7-OH-DPAT v.s. SKF 38393. ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacion maltiple de
Tukey.
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Por su parte el receptor D4 continua ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la activacion del
receptor D1 como se muestra en la figura 27, de manera independiente del tono dopaminérgico
ya que cuando se coactivan con PD 168, 077 (0.5mg/kg) y SKF 38393 (2mg/kg)
respectivamente, se produce una disminucién de la actividad locomotora. (Reserpina 204+39
cuentas/50min, SKF 38393 1682+144 cuentas/50min y SKF38393+PD 168, 077 1047+74
cuentas/50min. Reserpina vs SKF38393 ***p<0.0001, Reserpina vs SKF38393+PD 168,077
***p<0.0001 y SKF38393 vs SKF38393+PD 168, 077 **p<0.001 n=7-12 animales). Anova
seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 27. Representacion grafica de la actividad locomotora de ratas previamente reserpinizadas en
presencia de distintos agonistas dopaminérgicos. La barra negra representa la actividad locomotora de un grupo
de rata reserpinizadas sin ningln tratamiento (204+39 cuentas/50min, n=8); la barra azul representa la actividad
locomotora de ratas reserpinizadas en presencia de 2mg/kg i.p. del agonista del receptor D1 el SKF 38393
(16821144 cuentas/50min, n=12); y la barra roja representa la actividad locomotora de ratas reserpinizadas en
presencia de los agonistas de los receptores D1 y D4 (2mg/kg i.p. de SKF 38393 y 0.5mg/kg i.p. de PD 168, 077
(1047+74 respectivamente, n=7). Los asteriscos representan una diferencia significativa de **p<0.001 y
***p<0.0001. ANOVA de una via seguida de una prueba de comparacién multiple de Tukey.
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a la gran importancia de los receptores dopaminérgicos tanto fisiolégica como
patologicamente es necesario lograr una caracterizacion del papel funcional de estos receptores
hasta el momento inconclusa y muy controversial. Clasicamente gracias al modelo de
organizacion funcional de los ganglios basales se tiene por sentado que la activaciéon de los
receptores dopaminérgicos D1 y D2 ejercen un efecto sinergista para promover el movimiento
(Gershanik O. et al., 1983; Jackson D.M. et al., 1994), sin tomar en cuenta la presencia a
distintos niveles de los ganglios basales de los receptores D3 y D4, teniendo una importante
localizacion, particularmente a nivel de los nucleos de salida de la informacion del circuito la
SNr/GPi sin saber hasta la fecha su funcién exacta en este contexto. Los resultados que
obtuvimos del papel de los receptores D1, D2, D3 y D4 sobre la conducta motora indican que los
receptores D4 en cualquier condicién modulan la actividad locomotora estimulada por los
receptores D1, en tanto que los receptores D3 tienen un efecto opuesto dependiendo de la

cantidad de dopamina presente, i.e. tono dopaminérgico.

Efecto del tono dopaminérgico elevado y los receptores D1, D2, D3 Y DA4.

En la primera parte de nuestro trabajo que consiste en la evaluacién del bloqueo de los
receptores D1, D2, D3 y D4 sobre la actividad locomotora estimulada por anfetamina podemos
observar el papel de los distintos receptores dopaminérgicos. De las figuras 17, 18 y 19, podemos
concluir préacticamente tres aspectos. El primero es que los efectos estimulatorios sobre la
actividad locomotora de la anfetamina se deben bésicamente a la activacion de los receptores D1,
(figura 17) donde se puede observar el curso temporal del experimento, asi como en la grafica
donde se registra el total de actividad motora (figura 18) y el desplazamiento horizontal
(figural9), en esta ultima el comportamiento a la administracion de los farmacos fue
practicamente el mismo, por esa razon el desplazamiento horizontal ya no se tomo en cuenta para

los posteriores resultados.
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El segundo aspecto es que el receptor D2 no interviene en los efectos estimulatorios de la
anfetamina sobre la actividad locomotora ya que cuando a un grupo de ratas se les bloquea el
receptor D2 con su antagonista selectivo el L 741626 la respuesta estimulatoria de la anfetamina
no se ve modificada. La aparente falta del efecto de los receptores D2, sin embargo no esta
descartada en esta estrategia experimental. Como ya se mencioné anteriormente la literatura
muestra que la activacion de los receptores D1 y D2 ejercen un efecto sinergista sobre la
actividad locomotora, pero nosotros no podemos desenmascarar ese efecto sinergista quiza
debido al incrementado tono dopaminérgico del sistema, es decir la administracién de
anfetamina activa en gran medida a los receptores D1 de la via directa promoviendo el
movimiento a tal nivel que el sistema no necesita del efecto sinergista de la activacion del
receptor D2, por tal razén al ser bloqueado por su antagonista selectivo no es posible mostrar su
efecto. Para resolver esta paradoja se tiene planeado realizar experimentos en donde a un grupo
de ratas previamente reserpinizadas se les activen los receptores D1 con su agonista selectivo el
SKF 38393 a dosis crecientes junto con la administracion concomitante de una dosis fija del
agonista selectivo del receptor D2 el Sumarinole y determinar hasta que punto la activacion de
ambos receptores genera un efecto sinergista sobre el movimiento y también hasta que dosis se
pierde dicho efecto. A su vez el papel modesto del receptor D2 en la actividad locomotora no es
posible observarlo en la interaccién entre antagonistas D4 y D2 estudiada en la figura 22. Nétese
como el bloqueo del receptor no modific la respuesta del bloqueo del receptor D4. Sin embargo
para desenmascarar el papel del receptor D2 es necesario como indicamos mayor

experimentacion.

El tercer aspecto es que los receptores D3 y D4 se encuentran ejerciendo un efecto
modulador inhibitorio sobre los efectos estimulatorios de la activacion de los receptores D1 ya
que cuando se bloquean con sus antagonistas selectivos el U-99194 A y el L-745,870
respectivamente se puede observar una potenciacion en la actividad locomotora inducida por
anfetamina (figuras 17, 18 y 19). Estos efectos antagonicos pueden hallar su base en la presencia
de estos receptores en aferentes a los nucleos de salida como la SNr que expresan
presinapticamente estos receptores, los D4 en las via palido-nigral y los D3 en la subtalamo

nigral, cuya modulacion se hace evidente cuando existen elevadas concentraciones de dopamina.
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La activacion de estos receptores en el nucleo de salida, disminuira la liberacion de
GABA, neurotransmisor que al incrementarse en estos nucleos estimula la actividad locomotora,
una disminucion provocada por la inhibicion presindptica de los receptores D3 y D4 tendria un
efecto opuesto evidente a la estimulacion incrementada del receptor D1. La manera en que el
sistema se da cuenta de que existe una actividad incrementada de receptores D1 estd por
determinarse, circuitos no descritos o persistentemente activados por la dopamina podrian ser los
responsables, sin embargo, para dilucidar lo anterior es necesario la realizacion de mas
experimentos. Por lo cual lo siguiente fue evaluar las posibles interacciones entre receptores
D1/D3, D1/D4, D2/D4 y D3/D4 ya que podrian dar luz sobre los efectos del control motor de los

receptores D3 y D4, debido a que posiblemente su efecto ocurre en sistemas de control paralelos.

Interacciones de los receptores D1/D3 y D1/D4 sobre la actividad locomotora inducida por

anfetamina.

Como podemos observar en la figura 20, el receptor D3 ejerce un efecto modulador sobre la
activacion del receptor D1 ya que cuando se coadministran sus antagonistas, el U-99194 Ay el
SCH 23390 respectivamente (barra verde) solo es posible observar el efecto del blogueo del
receptor D1, si el efecto modulador no fuera sobre la activacion del receptor D1 se podria
observar un efecto parcial sobre la conducta motora (incremento de la actividad locomotora) por
el bloqueo del receptor D3. Resultados que concuerdan con los obtenidos por N. Waters, et al.,
1993 y D. Boulay, et al., 1999 donde evidencian un papel inhibitorio del receptor D3 sobre la
actividad locomotora, en nuestro caso indican un efecto inhibitorio del receptor D3 sobre los
efectos estimulatorios de la activacion del receptor D1 y apoyan mas la idea de un sistema

paralelo al receptor D1 que inhibe la actividad locomotora por receptores D3.

Contrario a lo obtenido por Erlij, et al., 2012 en donde no se logra evidenciar el papel del
receptor D4 sobre la actividad locomotora, nosotros, gracias al incremento del tono
dopaminérgico con anfetamina y por nuestra hipétesis de que el receptor D4 actla como un
modulador fino sobre la conducta motora, bloqueando al receptor D4 en un sistema de tono
dopaminérgico incrementado pudimos evidenciar un efecto modulador inhibitorio sobre la
activacion del receptor D1 (figura 21) ya que cuando se coadministran sus antagonistas (barra
morada) el L-745,870 0.1mg/kg i.p.y el SCH 23390 0.1mg/kg i.p, respectivamente, solo es

posible observar el efecto del bloqueo del receptor D1.

51



Si el efecto modulador no fuera sobre la activacion del receptor D1 se podria observar un
efecto parcial sobre la conducta motora (incremento) por el blogueo del receptor D4 y como en
el caso del receptor D3 indican un sistema paralelo de inhibicion de la actividad motora sobre la
actividad despertada por el receptor D1. Este efecto de los receptores D4 sobre la actividad
motora se ve reforzado por los hallazgos en ratas reserpinizadas en donde la activacion del
receptor D4 continua oponiéndose a los efectos estimulatorios de la activacion del receptor D1
(figuras 25y 27).

En la figura 23, es posible observar un efecto inhibitorio de los receptores D3 y D4 sobre la
actividad locomotora y a su vez, este efecto del antagonismo Unico del receptor D3 y del receptor
D4 (barra verde olivo y roja respectivamente) se ve sumado cuando se antagonizan
simultaneamente ambos receptores (barra rosa con lineas verticales), lo cual habla de dos
sistemas de inhibicién paralelos de los receptores D3 y D4 sobre la actividad locomotora, es
decir, los receptores se encuentran en distintas neuronas y de alguna manera ejercen su efecto
inhibidor, esto podria explicarse a nivel de los nucleos de salida la SNr/GPi ya que es a este nivel
en donde desemboca toda la informacion proveniente del circuito de los ganglios basales y es
determinante para la generacion o inhibicion de la actividad locomotora, asi pues nosotros
creemos que a nivel de los nucleos de salida existe una especie de suma algebraica entre los
efectos estimulatorios de los receptores D1 de las neuronas estriado-nigrales y los efectos
inhibitorios de los receptores D3 pero de la proyeccion del Nucleo Accumbens (ya que se cree
que esta proyeccion es la responsable de los efectos motores de las drogas de abuso) hacia la SNr
asi como los efectos inhibitorios de la activacion de los receptores D4 de las proyecciones
Palido-nigrales y en donde lo que va a determinar si se genera o se inhibe el movimiento es la
cantidad de GABA liberada en estos nucleos de salida SNr/GPi.

Reforzando maés la idea de sistemas paralelos de inhibicién, en la figura 24 mostramos una
estrategia en la que pretendimos sobreactivar a los receptores D1 estriadonigrales, es decir
sobreactivar la via directa, como es de esperarse tras la administracion de la dosis alta del
agonista D1 se produjo un pronunciado incremento de la actividad locomotora, Yy
paraddjicamente, la consecuente administracién de anfetamina produjo una inhibicion de la
respuesta motora provocada por la activacién indirecta de los receptores D3 y D4 por la

dopamina endogena.
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Estos resultados en particular son bastante interesantes ya que es la primera evidencia
conductual en la cual tras la administracion de un psicoestimulante a un grupo de animales sanos
se produce una disminucion de la actividad locomotora, lo cual nos habla de un posible
mecanismo de accidn de estos farmacos en el tratamiento del TDAH hasta la fecha desconocido.

La respuesta paradoéjica de los receptores D3 en ratas reserpinizadas.

La deplecion dopaminérgica modifica los efectos motores de los receptores D3 y no de
los D4 ya que como mostramos en la figura 26, la activacion de los receptores D3 potencid el
efecto de la activacion de los receptores D1. Pero de estos resultado surge una pregunta ¢Por qué
el receptor D3 ejerce un efecto inhibitorio sobre los efectos estimulatorios de la activacion del
receptor D1 cuando el tono dopaminérgico es normal o incrementado y de manera opuesta
cuando el tono dopaminérgico es depletado el papel del receptor D3 cambia y ahora se encuentra
potenciando los efectos estimulatorios del receptor D1?

La respuesta a esta pregunta es el heterodimero D1-D3 que se esta presente en las
terminales estriadonigrales, en el trabajo de Marcellino, et al (2008), realizan una caracterizacion
de este heterodimero en sistemas de expresion heterdlogos por medio de estudios de FRET,
BRET y Binding evidenciando la formacion de este heterodimero y a su vez identifican su huella
bioquimica la cual es que tras la coactivacion de ambos receptores el receptor D3 se encuentra
potenciando los efectos estimulatorios del receptor D1, desde la formacion de AMPc, liberacion
de [PH]JGABA en terminales estriadonigrales (Avalos-Fuentes, et al.., 2008) y potenciando la

actividad locomotora.
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El hecho de que podamos observar el efecto del heterodimero en funcion del tono
dopaminérgico muy probablemente se deba a la presencia de la cinasa de calcio calmodulina
CAMKII, esta cinasa se activa en presencia de calcio y cuando esta activa se encuentra
modulando de manera negativa la sefializacion del heterodimero, por lo tanto, en condiciones de
actividad locomotora normal o incrementada (tono dopaminérgico normal o alto) las neuronas de
la via directa estriadonigral estan en constante actividad, se estan despolarizando
constantemente, esta despolarizacion permitira la entrada de calcio al citosol, lo cual activara a la
CAMKII, una vez activa esta cinasa se une a la tercera asa del receptor D3 que esta formando un
heterodimero con el receptor D1 e impide su sefializacion como complejo, lo que nosotros
especulamos es que los efectos inhibitorios de la activacion del receptor D3 se deban quiza a la
activacion de los receptores D3 de las terminales del Nucleo Accumbens hacia la SNr ya que en
esas proyecciones no se ha evidenciado la formacion del heterodimero D1-D3. Por el contrario,
cuando la actividad locomotora esta disminuida (tono dopaminérgico depletado) las neuronas de
la via directa estriado nigral no se encuentran activas ya que no hay dopamina que este activando
a los distintos receptores, por lo tanto no se produce despolarizacion neuronal y se impide la
entrada de calcio al citosol, sin calcio la CAMKII no se activard y si no esta activa no es posible
ejercer su efecto modulador negativo sobre el heterodimero D1-D3 y en esta situacion es posible
observar los efectos potenciadores de la coactivacion de los receptores D1 y D3 con sus
agonistas selectivos el SKF 38393 2mg/kgi.p. para el receptor D1 y con dos distintos agonistas
de los receptores D3 el PD 128,907 0.5mg/kg i.p. y el 7-OH-DPAT 0.25mg/kg i.p. potenciando

la actividad locomotora. Estas especulaciones, por supuesto, requieren mayor experimentacion.
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13. CONCLUSIONES

Los receptores D4 ejercen un efecto inhibitorio u opuesto a la activacion de los receptores
D1 de manera independiente del tono dopaminérgico, sin embargo, es necesario

modificarlo para desenmascarar su funcion.

Los receptores D3 ejercen un efecto inhibitorio sobre la activacién de los receptores D1
en condiciones de tono dopaminérgico incrementado y también un efecto potenciador
sobre la activacion de los receptores D1 en condiciones en las que el tono dopaminérgico

ha sido depletado.
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