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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson, es un desorden neurodegenerativo progresivo,
que se caracteriza por la muerte de las neuronas de la sustancia negra compacta.
Clinicamente, la enfermedad de Parkinson es un desorden motor, manifestado por
bradicinesia, rigidez, temblor en reposo e inestabilidad postural. En la actualidad, la
participacion de los receptores dopaminérgicos D1 y D2 presentes en los ganglios
basales, ha sido estudiada exhaustivamente, tanto en una situaciéon no patoldgica
como en la enfermedad de Parkinson. Por otro lado, el papel de los receptores D3 es
menos claro, y de hecho, fue el objetivo del presente trabajo. Los receptores D3 forman
parte de la familia de receptores dopaminérgicos del tipo D2. En los ganglios basales,
los receptores dopaminérgicos de ambas familias (tipo D1y tipo D2), presentan una
expresion diferencial, los receptores del tipo D1 se expresan preferencialmente en la
via estriado-nigral, mientras que, los receptores del tipo D2 se expresan
preferencialmente en la via estriado-palidal. Interesantemente, se ha mostrado que
los receptores D3, también se encuentran en la via estriado-nigral co-expresados con
los receptores D1 en neuronas espinosas medianas del estriado. Este trabajo fue
encaminado a entender el papel que juegan los receptores D3 con los receptores Di,
en la via estriado-nigral, tanto en condiciones normales como en el Parkinson
experimental. Experimentos de inmuno-precipitacion mostraron que los receptores

D3 y D1 pudieran estar formando un hetero-dimero en las terminales estriado-
S e e e R e e R e e e
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nigrales. Ademads, la activacion de receptores D3, fue capaz de modular la formacién
de AMPc vy la liberacién de GABA que es estimulada por receptores D1, de manera
diferencial; es decir, en ratas normales o en el lado intacto de ratas hemiparkinsonicas,
los receptores D3 potencian los efectos generados por la activacion de receptores D1,
mientras que, en el lado denervado de ratas hemiparkinsonicas, la activacién de
receptores D3 antagoniza la respuesta ejercida por los receptores Di. En ratas
normales o en el lado intacto de ratas hemiparkinsonicas, encontramos que el efecto
potenciador se debe a un posible aumento de afinidad de los receptores D1, ejercido
por la activacidon de los receptores D3. Aunado a esto, demostramos que la via de
sefializacién utilizada cuando se co-activaron ambos receptores es AC-AMPc-PKA.
También encontramos que esta respuesta funcional se encuentra bajo la regulacion
negativa de la CaMKII. Esto indica que los procesos que incrementaron el influjo de
calcio a la neurona regulan la interaccién entre estos receptores. Los resultados
mostrados también pudieron ser mimetizados por la presencia de dopamina
endogena. En cuanto al lado lesionado encontramos que, los receptores D3 son
antagonicos a la respuesta ejercida por los receptores D1, sobre la liberacion de GABA
y la formacion de AMPc. En esta condicion, la via de sefializacidn utilizada por los
receptores D3, es la inhibicion de la adenilil ciclasa. Estos datos sugieren que la
interaccién funcional de los receptores D1 y D3, se modifica significativamente
durante la enfermedad de Parkinson, lo cual puede ser importante en el disefio de

alternativas terapéuticas para el control de este padecimiento.
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ABSTRACT

The Parkinson’s disease is a progressive neurodegenerative disorder
characterized by bradykinesia, rigidity, akinesia, abnormal posture and resting
tremor. The irreversible loss of the dopamine-mediated control of striatal function is
considered the functional substrate of the motor symptoms of Parkinson’s disease
and causes a complex rearrangement of neural activity of basal ganglia nuclei. Little
is known about D3 dopamine receptor, especially their role in the basal ganglia
physiology. The aim of this work was to evaluate the D3 receptor function, its
relationship with D1 receptors and their effects on GABA release and cAMP
accumulation in normal rats and with experimental Parkinsonism. We found that D3
and D1 dopamine receptors are co-expressed in the same neuronal population,
specifically in striato-nigral terminals. D3 dopamine receptors enhance the response
mediated by D1 receptors on GABA release and cAMP accumulation, so we propose
that this could be by a physical interaction between both receptors. Interestingly, we
found that the signaling pathway on the enhancing effect is the AC-cAMP-PKA. The
enhancing effect mediated by D3 over D1 receptors activation is under negative
control of CaMKII, because process that increase intracellular calcium activated the

kinase. The enhancing effect was unmasked in presence of endogenous dopamine too.

- ________________________________________________________________________________________|
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In the other hand, in rats with experimental Parkinsonism D3 receptors
inhibited the D1 dopamine receptors effects on GABA release and cAMP
accumulation. The inhibitory response by D3 receptors activation was mediated by
adenylyl cyclase inhibition. In this pathological condition D3 receptors act as a classic
inhibitory receptor. These data are important for the design of therapeutic

management of Parkinson disease.

- ________________________________________________________________________________________|
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Introduccion

Una de las actividades mas importantes para los vertebrados en general, es la
correcta ejecucion del movimiento. Por esta razon, una de las actividades mas
interesantes que tiene el sistema nervioso central (SNC), es la de coordinar la correcta
ejecucion del movimiento, desde la mas simple como puede ser la mueca en el rostro
de cada uno de nosotros mostrando los diferentes estados de animo, hasta funciones
mas complejas como son caminar, correr, manejar, mantener el equilibrio.
Actividades que exigen al maximo la perfecta coordinacion del sistema nervioso
central. Todo esto lo llevamos a cabo dia a dia sin preocuparnos por el mas minimo
detalle de como sucede, hasta que nuestra coordinacién motora se ve comprometida
por algun tipo de patologia. Por lo tanto, es importante para este proyecto estudiar y
entender los aspectos moleculares que son importantes en el funcionamiento de los

ganglios basales, que conlleva a la correcta coordinacién y ejecucion del movimiento.

Es bien sabido que, para la correcta ejecucion y coordinacidon del movimiento,
se encuentran involucradas varias estructuras cerebrales, dentro de las cuales se
encuentran los Ganglios Basales (GB), asi como también la liberaciéon de ciertos
neurotransmisores, como la dopamina (DA), que se encuentra jugando un papel muy
importante dentro de esta regulacién motora. La pérdida de dopamina a nivel central

trae consigo una serie de patologias, como es la enfermedad de Parkinson, cuya

- ________________________________________________________________________________________|
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patologia se ve reflejada por una dramadtica disminucion del movimiento que,
clinicamente, se conoce como bradicinesia. En la actualidad no se sabe con exactitud
cudl es factor detonante de esta patologia; sin embargo, se han visto relacionados
tanto factores ambientales, como es el uso de pesticidas, herbicidas, quimicos
industriales, asi como factores genéticos, dentro de los cuales destaca la mutacion de

proteinas como la a-sinucleina y la parkina.

En la actualidad, el tratamiento de eleccién para la enfermedad de Parkinson
es la administracion de L-DOPA, un precursor en la biosintesis de la dopamina, razén
por la cual se considera terapia de remplazo. Sin embargo, esta terapia farmacologica
presenta una serie de efectos colaterales como son nausea, vomito, incontinencia
urinaria y otros muy marcados, como son las discinesias inducidas por L-DOPA, que
se presentan como consecuencia de la administracién cronica esta terapia. Las
discinesias se caracterizan por movimientos involuntarios que el paciente presenta en
cara, cuello, manos. Lamentablemente éstas limitan de manera importante la calidad

de vida del paciente.

Por lo tanto, es importante estudiar y entender los aspectos fisioldgicos y
moleculares de la enfermedad de Parkinson. Asi como, la interaccidn entre receptores
para dopamina. En este trabajo nos enfocaremos en los receptores dopaminérgicos D1
y D3,y en el control que estos ejercen sobre la liberacién de ciertos neurotransmisores,
que se vera reflejada sobre la actividad motora. Es importante mencionar que, la

exploracién de estos efectos funcionales fue llevada a cabo en los Ganglios Basales,

- ________________________________________________________________________________________|
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especificamente en la Sustancia Negra Reticulada (SNr), cuya participacion en el
control motor es de particular interés para este proyecto, ya que ésta al ser el nucleo
de salida de los ganglios basales, se encuentra integrando la informacién proveniente
de ambas vias que conforman a este circuito neuronal. Por lo tanto, es un nucleo vital
para la regulacion motora. Por esta razon es importante estudiar los cambios que se
generan en los ganglios basales durante la enfermedad de Parkinson, con el fin de
mejorar las estrategias farmacoldgicas que son dirigidas al tratamiento de esta

enfermedad.

- ________________________________________________________________________________________|
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ANTECEDENTES GENERALES

1. Control Motor

El control motor es el resultado de la correcta integracidon de la informacion
sensitiva y motora, dentro del sistema nervioso central, donde se lleva a cabo a través

de sistema piramidal y el sistema extrapiramidal.

1.1. Sistema Piramidal: También llamado via corticoespinal es un conjunto de
axones motores que viajan desde la corteza cerebral (donde se encuentran las
motoneuronas superiores) hasta las astas anteriores de la médula espinal (donde hace
contacto con la motoneurona inferior). La via corticoespinal contiene exclusivamente
axones motores. Cerca del 9go% de los axones se decusan (se cruzan) en el bulbo
raquideo (en el punto conocido como decusacion de las pirdmides). Las fibras motoras
contindan hacia abajo dentro del tronco cerebral. El haz de axones corticoespinales es

visible como dos estructuras en forma de columnas ("pirdmides”) en la cara ventral de

- ________________________________________________________________________________________|
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la médula espinal, de aqui viene el nombre de via piramidal. Esto explica por qué los

movimientos de un lado del cuerpo son controlados por el lado opuesto del cerebro.

1.2. Sistema extrapiramidal: Estd constituido por las vias nerviosas
polisindpticas que incluyen nucleos subcorticales como el cerebelo y los Ganglios
Basales. Este sistema es llamado "extrapiramidal” para distinguirlo de los tractos de la
corteza motora que viajan a través de las piramides de la médula. Las proyecciones
extrapiramidales nacen principalmente en la formacidn reticular del puente y el bulbo
raquideo, y sus neuronas diana en la médula espinal estan relacionadas con los
reflejos, la locomocion, los movimientos complejos y el control postural,
complementando al sistema piramidal, que se encarga de los movimientos voluntarios
pricipalmente. Los ganglios basales se encuentran participando principalmente en el
control motor fino, a través de sus diversos nticleos de los cuales se conforma, lo que

hace que este circuito neuronal sea de particular interés en este proyecto.

2.Ganglios Basales

2.1. Control Motor en los Ganglios Basales

Los ganglios basales participan en conductas motoras complejas que requieren
de coordinacion entre cognicion, motivacion y movimiento (Mink, 1996). La ejecuciéon

de movimientos voluntarios es el resultado del correcto procesamiento de la

M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 18



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

informacion sensori-motora en el cerebro. Esta tarea es llevada a cabo por un amplio

sistema neuronal, el cual incluye a la corteza cerebral, tdlamo y ganglios basales.

El circuito neuronal que forman los ganglios basales se encuentra
funcionalmente interpuesto entre la corteza cerebral y el tdlamo. La principal tarea de
este circuito es el procesamiento de las sefiales, que fluyen desde la corteza cerebral
hacia los ganglios basales pasando por el tdlamo y regresando a la corteza cerebral. De
la corteza son enviadas a la médula espinal, para modular la ejecucion del movimiento

(Joel y Weiner, 1994).

2.2. Organizacion Anatomica

Los Ganglios Basales son un conjunto de ntcleos que se encuentran localizados
en la parte basal del telencéfalo, estos nucleos se encuentran conectados entre si,
formando un circuito neuronal. Estos ntcleos son los siguientes: el caudo-putamen
(estriado), el globo pdlido, la sustancia negra y el nucleo subtaldmico, estdn
considerados generalmente como los principales componentes de los ganglios basales
(Fig.1,2). Algunos de estos nucleos se encuentran divididos en sub-ntcleos. El Estriado
se encuentra conformado por el nucleo caudado y putamen; el Globo Palido o
complejo palidal se compone por el Globo Pélido interno o medial (GPi) y Globo
Pélido externo o lateral (GPe); Sustancia Negra, que a su vez se divide en Sustancia
Negra reticulada (SNr) y Sustancia Negra compacta (SNc¢) (Bar-Gad et al., 2003;

Blandini et al., 2000; Bolam et al., 2000).
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NLV del Talamo

Nicleo
caudado

Estriado

" Putamen

palido

i .
susrtancia
negra

nucleo
subtalamico

Fig. 1. Ubicacidon anatémica de los nicleos que conforman los ganglios basales.
Corte coronal representando la ubicacién de los ganglios basales en cerebro, conformados
por Estriado, Globo Palido (porcion externa e interna), Nucleo Subtaldmico y Sustancia
Negra (porcion compacta y reticulada) (Tomado de Bear et al., 1998).

El circuito neural de los ganglios basales se encuentra conformado por 2 vias:
una via directa y una via indirecta. Ambas vias se encuentran procesando la
informacion proveniente de la corteza, que posteriormente esa informacion regresa a

la corteza a través del tdlamo.

2.2.1. Estriado (Caudo-Putamen)

Es el nucleo de entrada de informacion a los ganglios basales asi como también
el mas grande de éstos. Se encuentra dividido en estriado dorsal y estriado ventral. El
estriado dorsal a su vez se divide en nucleo caudado y putamen en primates, ya que,

en roedores se encuentra formado por una sola estructura llamada neoestriado. El
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estriado ventral, es una extension ventral del estriado que incluye al nucleo
accumbens y parte del caudado y putamen (Bar-Gad et al., 2003). El estriado recibe
una importante y masiva entrada de glutamatérgica (excitatoria) proveniente de la
corteza cerebral, otra entrada de naturaleza glutamatérgica proviene del tdlamo
(McFarland and Haber, 2000), y una tercera entrada pero de naturaleza
dopaminérgica, llega al estriado desde la sustancia negra compacta y el area ventral

tegmental (VTA) (Fig. 2) (Haber, 2000).

Cortico-striatal inputs

l, ,,.,,!,,..:,,_ —

H Superior

colliculus

g Bas‘zﬂ i
ganglia
output

Fig. 2. Ubicacion anatomica de los nucleos que conforman los ganglios basales.
Corte sagital representando la ubicacién de los ganglios basales en cerebro, conformados
por Estriado, Globo Pélido (porcion externa e interna), Nucleo Subtalamico y Sustancia
Negra (porciéon compacta y reticulada). En rojo se muestra la via directa, en azul la via
indirecta.

La mayor poblacién de neuronas del estriado, aproximadamente un 95% estan

I « : : ”»
representadas por neuronas de proyeccidn llamadas “espinosas medianas”, cuya de
naturaleza es de origen GABAérgico. El 5% restante esta conformado por
interneuronas que pueden ser de naturaleza GABAérgica, colinérgica, parvalbumina 'y

- ________________________________________________________________________________________|
M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 21



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

somatostatinérgica (Blandini et al, 2000; Teper and Bolam, 2004). Como se menciond
anteriormente, las neuronas de proyeccion son de origen GABAérgico, por lo tanto,
son neuronas de naturaleza inhibitoria. Las neuronas de proyeccion son capaces de
dividirse en dos tipos, dependiendo del nucleo al que proyectan y del neuropeptido
que co-liberan. Las principales estructuras que son blanco de las proyecciones del
estriado son, el globo palido y la sustancia negra reticulada (Parent and Hazrati, 1995).
Se ha propuesto que las neuronas que contienen encefalina proyectan hacia el globo
palido, mientras que, las neuronas que contienen sustancia P (SP)/dinorfina
proyectan hacia la sustancia negra reticulada (Gerfen, 1995). Esta segregacion
diferencial de las neuronas de proyeccion del estriado ha representado las bases para
el modelo de los ganglios basales que actualmente se encuentra vigente,
representando una via directa y una via indirecta. Otra caracteristica diferencial que
cabe resaltar en estas neuronas espinosas medianas, es la expresion de diferentes tipos
de receptores dopaminérgicos, por ejemplo, en la via directa se expresan
preferencialmente receptores dopaminérgicos del tipo D1, mientras que en la via
indirecta se expresan preferencialmente receptores el tipo D2 (Gerfen, 1995; Surmeier,
1996). De manera importante, se ha mostrado que el receptor D3 a pesar de formar
parte de la familia de receptores del tipo D2, que son receptores que se expresan en la
via indirecta, se ha encontrado asociada su expresion a la via directa, es decir, se
expresa en neuronas que expresan receptores del tipo D1, en neuronas de proyeccion

estriado-nigral, estando presente tanto en estriado (soma), como en sustancia negra
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reticulada (Quik et al., 2000; Surmeier et al., 1996; Gurevich et al., 1999; Ariano et al,

1994; Diaz et al., 1995).

2.2.2. Globo Palido

También llamado complejo palidal, en primates el complejo palidal comprende
dos segmentos (Blandini et al., 2000). La proporcién mas lateral es llamada Globo
Palido externo (GPe), mientras que la porcion que se localiza medialmente es llamada
Globo Palido interno (GPi), en roedores, el GPi se refiere al nicleo entopeduncular.
Ambos segmentos del globo palido reciben inervacion GABAérgica (Utter and Basso,
2008), de las neuronas espinosas medianas (NEM) provenientes del estriado (Str). El
globo pdlido externo se encuentra conformado por neuronas de naturaleza
GABAérgica (co-localizando con encefalina), por lo tanto, sus neuronas son de
naturaleza inhibitoria. La proyecciones del GPe viajan principalmente hacia el NST
(Bevan et al., 1997) y SNr (Bolam, 2000), adicionalmente, también se han reportado
proyecciones dirigidas hacia SNc, ntcleo entopeduncular, nicleo pedinculo pontino
y nucleo reticular del tdlamo (Parent and Hazrati, 1995b). Las neuronas palidales
expresan preferencialmente receptores dopaminérgicos del tipo D4 (Ariano et al.,
1997), estando presentes tanto en soma de neuronas palidales como en terminales
presinapticas del NST (Flores et al., 1999) y de la SNr (Kahn et al., 1998). El GP aparte
de recibir aferentes GABAérgicas provenientes del Str, también recibe aferentes de

naturaleza dopaminérgica provenientes de nueronas de la SNr (Fig. 2). El GPe también
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presenta expresion de receptores tipo D2, localizandose en las terminales estriado-

palidales.

2.2.3. Nucleo Subtalamico (NST)

Es el tinico nucleo de naturaleza glutamatérgica dentro de los ganglios basales
(Smith and Parent, 1998), por lo tanto, sus neuronas son excitatorias.
Convencionalmente la ubicacion del NST en los ganglios basales se encuentra en la
via indirecta. Las proyecciones del NST son enviadas primariamente hacia los ntcleos
de salida (SNr/GPi), pero también hay proyecciones hacia el GPe. Adicionalmente el
NST envia proyeccones excitatorias hacia el Str, SNc y corteza motora (Patent and
Hazrati, 1995b). E1 NST recibe aferentes de naturaleza GABAérgica provenientes del
GPe y dopaminérgicas provenientes de la SNc (Hassani et al., 1997). Diferentes tipos
de receptores son expresados en el NST, principalmente se encuentran los de tipo
dopaminérgicso, GABAérgicos y glutamatérgicos (Huntsman et al., 1996; Kultas-

Ilinsky et al., 1998; Flores et al., 1999).

2.2.4. Sustancia Negra

Dos estructuras pueden ser reconocidas dentro del complejo Sustancia Negra:

Una densamente poblada y pigmentada llamada Sustancia Negra compacta (SNc), y
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otra adyacente, con una poblacion celular menos densa, llamada Sustancia Negra

reticulada (SNr).
2.2.4.1. Sustancia Negra compacta (SNc)

Una caracteristica importante de estas neuronas es la presencia de melanina,
por esta razon estas células se encuentran pigmentadas, siendo de naturaleza
dopaminérgica. Practicamente todos los nticleos de los ganglios basales son blanco de
las proyecciones dopaminérgicas de la SNc (Str, GPe, NST, SNr) (Blandini et al., 2000;
Utter and Basso, 2008), teniendo la dopamina (DA) un papel fundamental en la
regulacién motora a través de este circuito neuronal. Proyecciones hacia la SNc se
originan desde varias estructuras, principalmente de origen GABAérgico,
provenientes del estriado y globo palido externo (Ribak et al., 1980; Smith and Bolam,
1989), asi como también, provenientes de la SNr (Tepper et al., 1995). Aferentes
glutamatérgicas hacia la SNc, provenientes de la corteza y NST han sido descritas

(Bezard and Gross, 1998; Reese et al., 1995; Smith et al., 1996).
2.2.4.2. Sustancia Negra reticulada (SNr)

Localizada ventral y adyacente a la SNc, estd compuesta de neuronas de
naturaleza GABAérgica. Se considera el nucleo de salida de los ganglios basales junto
con el globo pélido interno (GPi). La SNr envia proyecciones GABAérgicas
(inhibitorias) principalmente hacia el talamo, aunque también, otros blancos han sido
descritos como el colliculo superior y el nacleo pedunculopontino (Parent and

Hazrati, 1995b). La sustancia negra reticulada recibe inervacion inhibitoria en su
[ U e S e e e e e e e
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mayoria (GABAérgica), proveniente del estriado a través de la via estriado-nigral
(Parent and Hazrati, 1995), del GPe por medio de las terminales palido-nigrales (Smith
and Bolam, 1989) y del nucleo accumbens (Deniau et al., 1994). Proyecciones
glutamatérgicas hacia la sustancia negra reticulada son originadas en el ntcleo
subtalamico (Kita and Kitai, 1987). Como mencionamos anteriormente, la mayoria de
la inervacién que llega a la SNr es de tipo GABAérgica, teniendo diferentes fuentes: las
terminales estriado-nigrales aportan aproximadamente un 40-45% de neuronas
GABAérgicas, mientras que, las terminales palido nigrales contribuyen con
aproximadamente un 35-40%. Las proyecciones glutamatérgicas del NST contribuyen
a la inervacién de la SNr en aproximadamente 10% (Parent and Hazrati, 1995). La SNr
al ser el nacleo de salida, se encuentra censando la informacion proveniente de ambas
vias (estriado-nigral y palido-nigral), por lo tanto, lo consideramos nucleo vital para

el control motor.
2.3. Organizacion Funcional de los Ganglios

Basales

El entendimiento de este circuito neuronal es relevante en la fisio-patologia del
movimiento. Evidencia anatdémica, fisiolégica y farmacologica ha dirigido a la
formulacion de un modelo que actualmente representa el funcionamiento del circuito
de los ganglios basales (Fig. 3) (Albin et al., 1989; Alexander and Crutcher, 1990;
Gerfen, 1992). Todos los nticleos que se mencionaron anteriormente, se encuentran
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conectados entre si, formando un circuito neuronal que procesa la informacion
proveniente de la corteza. La informacion proveniente de la corteza, es procesada
dentro de este circuito neuronal a través de 2 vias: Via Directa y Via Indirecta. El
estriado se considera el nucleo de entrada de este circuito neuronal, mientras que, la
sustancia negra reticulada es el ntcleo de salida de los ganglios basales. La activacion
de ambas vias se lleva a cabo por medio de la dopamina, que es proporcionada a todo
este sistema por neuronas de la sustancia negra compacta. La activacién de ambas vias
por la dopamina tiene como resultado un efecto sinergista en la promocién del

movimiento, a través de este circuito neuronal.

Cerebral cortex

Glutamat e .

GABA

Dopamine _

|

Fig. 3. Representacion esquematica de la organizacion funcional del circuito de los ganglios
basales. El estriado es el nucleo de entrada y la sustancia negra reticulada (SNr) es el nucleo de salida, se
organizan en dos vias: la via directa y la via indirecta. En la via directa el estriado manda proyecciones ala
SNr (proyecciones estriado-nigrales); y en la via indirecta, del estriado salen proyecciones al globo palido
externo (estriado-palidal) y tiene un relevo en el nicleo subtaldmico (STN), donde posteriormente el STN
envia proyecciones a la SNr. El estriado, la SNr y el globo palido reciben inervacién dopaminérgica de la
sustancia negra compacta (SNc). VD, via directa; VI, via indirecta (Tomado de Blandini et al., 2000).
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2.3.1. Via Directa

La activacion y flujo de informacidn a través de esta via, tiene como objetivo la
facilitacion del movimiento. Se considera via directa, porque la informacién que llega
al nucleo de entrada (Str), viaja directamente hacia el nacleo de salida (SNr), también
es considerada como proyeccion estriado-nigral (ver fig. 3). Esta via se compone de
neuronas GABAérgicas (inhibitorias), que expresan preferencialmente receptores
dopaminérgicos del tipo D1 y que co-liberan sustancia P (SP) y dinorfina (Dyn).
Evidencia creciente ha mostrado que ademas de receptores dopaminérgicos del tipo
D1, también se ha encontrado la expresion de receptores dopaminérgicos del tipo D3
(Surmeier et al., 1996; Gurevich et al., 1999; Avalos-Fuentes et al., 2013), en esta via. La
activacion de la via directa inhibe al nutcleo de salida (SNr). Esto produce la
desinhibicion del talamo que se encuentra bajo el control inhibitorio de la SNry con

esto se promueve el movimiento, ya que el tdlamo estimula la actividad cortical.

2.3.2. Via Indirecta

Llamada asi debido a que la informacién que sale del nucleo de salida (Str),
hace relevo sinaptico en dos ntcleos mds, antes de llegar al nticleo de salida. El primer
relevo de informacion se lleva a cabo en el globo pélido externo (GPe), las
proyecciones que llegan al GPe provenientes del Str son de naturaleza GABAérgica,
estas proyecciones son conocidas como estriado-palidales, preferencialmente estas

neuronas expresan receptores dopaminérgicos del tipo D2 y co-liberan encefalinas. El

- ________________________________________________________________________________________|
M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 28



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

globo palido externo manda eferentes GABAérgicas que hacen contacto sindptico con
el NST, la SNr y el NRT. El NST envia sus proyecciones de naturaleza glutamatérgica
hacia la SNr (subtdlamo-nigrales). La activacion de neuronas estriado-palidales causa
la inhibicion de GPe, que a su vez se encuentra inhibiendo al NST. Esto lleva a la
desinhibicion del NST y con ello al aumento de la actividad del nuacleo de salida,

resultando en la disminucién del movimiento via el tdlamo (Alexander and Crutcher,
1990).

La dopamina es proporcionada a todo este sistema por neuronas de la sustancia
negra compacta. La dopamina al activar a sus receptores produce un efecto sinergista
sobre estas dos vias para promover el movimiento, de acuerdo al modelo clasico de
organizacion anatomo-funcional de los ganglios basales mas ampliamente aceptado
(Gerfen et al., 1992). Este modelo simple ha permitido resolver y explicar en gran
medida los fendmenos que ocurren para el control motor fino, tanto en condiciones
fisiologicas y patoldgicas como son la enfermedad de Parkinson y las discinesias
inducidas por L-dopa. Sin embargo, los conocimientos mas actuales sobre las
relaciones sindpticas entre estas estructuras y otras recientemente estudiadas, hacen
necesaria la reevaluacion a futuro de este modelo basico como ha sido postulado por

otros autores (Parent and Cicchetti, 1998; Bolam et al., 2000).
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3. Sistema Dopaminérgico

3.1. Dopamina

Considerada dentro de las aminas biogénicas. Es el neurotransmisor
catecolaminérgico predominante en el sistema nervioso central (SNC) de los
mamiferos. Ademads, se encuentra controlando una gran variedad de funciones
incluyendo la actividad locomotora, cognicidén, emocion, reforzamiento positivo,

ingesta de alimento y regulaciéon enddcrina, entre otras (Missale et al., 1998).

Esta catecolamina también juega multiples funciones fuera del SNC, a nivel
periférico como modulador de la funcion cardiovascular, secrecion hormonal, funcion
renal, motilidad gastrointestinal y tono vascular (Zeng et al., 2004). Ademas, se le ha
puesto especial interés al sistema dopaminérgico por el hecho de que, en muchas
condiciones patoldgicas como la enfermedad de Parkinson (EP), esquizofrenia, déficit
de atencién primaria con hiperactividad y sindrome de Tourette, se han reportado

alteraciones en la neurotransmision dopaminérgica.

Existen 3 principales sistemas de inervacion dopaminérgica en el sistema
nervioso central. El primer sistema es representado por el drea ventral tegmental
(AVT) que envia sus proyecciones al sistema limbico, como nucleo acumbens (NAcc)
y algunas zonas de la corteza cerebral, areas involucradas en emociones, cognicion

y de reforzamiento principalmente; el segundo es el ntcleo arqueado, que envia sus
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proyecciones principalmente a la pituitaria, involucrada en las funciones neuro-
enddcrinas; y el tercer es la sustancia negra compacta (SNc), que envia sus

proyecciones a los nucleos de los Ganglios Basales coordinando funciones motoras.

3.2. Sintesis y Liberacion (exocitosis)

La sintesis de la dopamina se lleva a cabo en el soma y en terminales nerviosas
dopaminérgicas. Esta es sintetizada a partir del aminoacido Tirosina, al cual se le
afiade un hidroxilo en posicién “orto” formando el grupo catecol, por medio de la
enzima tirosina hidroxilasa (TH), para dar lugar a la formacién de DOPA, este proceso
enzimatico es considerado como el paso limitante en la sintesis de la dopamina. La
DOPA a su vez es descarboxilada por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos

(AADC) para dar formacion a la dopamina como tal (Fig. 4).
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Dihydroxyphenylalanine coo™ Fig. 4. Sintesis de la dopamina. La
(DOPA) CH,— CH— NH, dopamina es sintetizada a partir de la
tirosina, por medio de la TH se forma la L-
DOPA, que posteriormente por accion de
la AADC forma la dopamina, o seguir hasta
la formacién de noradrenalilna por accién
de la dopamina-f-hidroxilasa. TH, tirosina
hidroxilasa. AADC, descarboxilasa de
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Una vez que la dopamina ha sido formada, es transportada al interior de
vesiculas sindpticas por medio del transportador vesicular de mono-aminas (VMAT
por sus siglas en ingles) para posteriormente ser liberada mediante un proceso de
exocitosis (Fig. 5). La liberacion de dopamina se da principalmente por mecanismos
de exocitosis, mediante el arribo de un potencial de accién a la terminal presinaptica
se induce el influjo masivo de calcio (Ca*?), teniendo como resultado la fusion
vesicular y posteriormente la liberacion del neurotransmisor al espacio extracelular.

La regulaciéon de la liberacion de la dopamina esta mediada por autoreceptores y

heteroreceptores.
tirosina
¢ TH
. L-dopa
vesiculas con
el transmisor *AADC

dopamina dopamina

Receptor

sinapsis

dopamina
celula réceptora

el mensaje es pasado
nucleo celuj?_r/éf

Fig. 5. Proceso de liberacion de dopamina. La dopamina es sintetizada a partir de aminoécido
tirosina, formando L-DOPA por accion de la TH y posteriormente formando DA por accion de la
AADC. La DA es incorporada dentro de las vesiculas, que posteriormente se fusionan a la
membrana por el influjo de Ca*+ para liberar la DA al espacio sinaptico. La DA liberada actda sobre
receptores postsindpticos y presindpticos. Una parte de la DA es recapturada a la terminal por un
transportador a DA. La DA recapturada puede ser reincorporada de nuevo a las vesiculas o
degradada por la MAO. DAT, transportador de dopamina. TH, Tirosina Hidroxilasa. AADC,
Descarboxilasa de Aminodcidos Aromaticos.

- ________________________________________________________________________________________|
M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 32



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

Una vez que la dopamina es liberada al medio extracelular, activa a sus
receptores correspondientes localizados pre o post-sindpticamente; otra parte de esta
dopamina puede ser recapturada a la terminal que la liber6, por medio de
trasportadores membranales de dopamina (DATs). La accion de la dopamina termina
al ser degradada y las enzimas principalmente involucradas en el metabolismo de la
dopamina son la monoamino-oxidasa (MAQ) y la catecol-o-metil transferasa (COMT)

(Fig. 6), dando como producto final acido homovanilico (Cooper et al., 1996).

OH OH
NHz COOH
MAO
=——> Aldehido —>
oo\y OH OH
DOPAMINA DOPAC
OH NHz
cooH lcom lcom
OH
L-DOPA . —
NHz COOH
—> Adehido _MAO
oH OH
3-MT HVA

Fig. 6. Metabolismo de Dopamina. La dopamina es metaboliazada por dos enzimas
MAO y la COMT para ser convertida en 2 metabolitos principales DOPAC y acido
homovalinico (HVA)
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3.3. Receptores para Dopamina

Los receptores para dopamina son GPCR s (receptores acoplados a proteinas G
heterotriméricas) de siete segmentos transmembranales (Fig. 7). Técnicas de
clonacién molecular han podido revelar la existencia de 5 subtipos de receptores para
dopamina (D1, D2, D3, D4 y Ds), estos receptores se encuentran agrupados en dos
familias: la familia del tipo D1y la familia del tipo D2, cuya clasificacién depende de
su capacidad para activar o inhibir a la adenilil ciclasa (AC), respectivamente (Missale
et al., 1998). Los receptores para dopamina se encuentran expresados en el soma,

dendritas y terminales de las neuronas que reciben innervacién dopaminérgica.

3.3.1. Familia del tipo D1

Esta familia se conforma por los receptores D1 y Ds. Los receptores D1 se
componen de 466 a.a., mientras que los D5 se componen de 477 a.a. Estos receptores
comparten una alta homologia en la secuencia de aminoacidos, aproximadamente del
80%, presentando la mayor diferencia en el carboxilo terminal, mientras que, en las

asas intracelulares la secuencia de a.a. es altamente conservada entre ellos (Wang et
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Extracellular
Space

Fig. 7. Representacion esquematica de los receptores para dopamina. Se
conforman por 7 segmentos transmembranales que se acoplan a proteinas G
heterotriméricas. Caracteristicas estructurales de un receptor de la familia Di-like. Los
receptores de la familia D2-like se caracterizan por tener el tercer loop intracelular mas
grande. Los sitios potenciales de fosforilacion son representados por I3 en el tercer loop
intracelular (tomado de Missale et al., 1998).

al., 2001). Interesantemente éstos presentan una expresion diferencial a nivel del SNC.
Los receptores del subtipo D1, son los mas ampliamente expresados en el SNC,
encontrandose preferencialmente en el estriado, corteza cerebral, tubérculo olfatorio
y Ntcleo Accumbens, con menos expresion en la amigdala, hipotdlamo y tdlamo

(Gringrich y Caron, 1993).

Los receptores de esta familia se caracterizan principalmente por su acople a
proteinas Gos. Zhuang et al. (2000), demostré que los receptores presentes en el
estriado se acoplan de manera casi exclusiva a proteinas Gaolr, por lo tanto, la

activacion de estos estimula a la adenilil ciclasa que da como resultado una aumento
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en la formacion de AMPc. Como se mencioné previamente, los receptores de la familia
D1 se expresan de manera preferencial en la via directa de los ganglios basales, en el
soma y sobre terminales de la via estriado-nigral (Bordet et al., 2000). La respuesta
funcional como consecuencia de la activacion de receptores D1 en los ganglios basales,
es el aumento en las corrientes NMDA a través de la via DARPP-32-PP1 (Flores-
Herndndez et al., 2002), y como efecto final la liberacién de GABA (Floran et al., 1990),
proceso dependiente del influjo de Ca** a la neurona, por activaciéon de canales de

calcio del tipo P/Q (Arias-Montafio et al., 2007).

3.3.2 Familia del tipo D2

La familia del tipo D2 se encuentra conformada por los receptores D2, D3y D4.
La respuesta en la activacion de estos receptores esta mediada por su acople a
proteinas Gai/o, por lo tanto, tienen la capacidad de inhibir a la adenilil Ciclasa, lo que
conlleva a la disminucion en la produccion de AMPc. Los receptores subtipo D2 se
conforman por 443 a.a., existen dos isoformas para este subtipo, la denominada corta
“D2 short” (414 a.a.) y la larga “D2 long” la cual tiene 29 a.a. mds en la tercer asa
intracelular (Usiello et al., 2000). La expresién de los receptores del subtipo D2 se
presenta de manera abundante en el estriado, en terminales estriado-palidales
(neuronas que co-liberan encefalinas), en globo palido (en su porcion externa) y NST,

asi como en dendritas de la SNc (Missale et al., 1998).
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Los del subtipo D3 se encuentran conformados por 400 a.a. Recientemente se
ha mostrado que los receptores D3 tienen varias isoformas, dentro de las mas
importantes se encuentran, la forma larga llamada “D3” y la forma corta llamada “D3
short”, cuya diferencia entre ellos es de solo 21 a.a. en la tercera asa intracelular. Cinco
isoformas mas han sido caracterizadas para este receptor, las cuales no tienen la
capacidad para unir dopamina, dentro de estas la mas importante es la isoforma D3nf,
cuya caracteristica principal es la capacidad para secuestrar receptores D3 e impedir
su sefializacidn (Richtand, 2006; Elmhurts et al., 2000; Richtand et al., 2010; Karpa et
al., 2000). Los receptores del subtipo D3 se expresan principalmente en ntcleo
accumbens, islas de calleja, drea ventral tegmental (AVT), SN¢, GPi y SNr (en
terminales que co-liberan SP). En previos estudios, se ha mostrado la presencia de
cDNA para el receptor D3 en putdmen (Surmeier et al., 1996), asi como también la
presencia del receptor en el estriado y la SNr (Gurevich, 1999), lo cual sugiere que
estos receptores estan siendo sintetizados en el soma de neuronas estriado-nigrales y

son enviados hacia la SNr encontrandose de forma pre-sinaptica.

Finalmente, los del subtipo D4 que consta de 419 a.a. Este receptor tiene 9
isoformas (Oak et al., 2000), se encuentran localizados a nivel del soma en el GPe, y
de forma pre-sinaptica en el NST, nucleo reticular del tdlamo (NRT) y en la SNr
(Missale, 1998). La respuesta funcional de la activacion de estos receptores en las
terminales palido-nigrales, es la inhibicion de la liberacion de GABA (Acosta-Garcia

et al., 2009).
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3.4. Farmacologia de Receptores Dopaminérgicos

Las diferencias farmacoldgicas de estas dos familias de receptores estan bien
establecidas, sin embargo, cada receptor contenido en su correspondiente familia solo
se diferencia de otro de la misma familia por la afinidad a los diferentes agonistas o
antagonistas, muchos de los cuales recién comienzan a ser sintetizados y usados
experimentalmente. Actualmente no ha sido posible diferenciar farmacoldgicamente
a los receptores D1y Ds. La afinidad de estos receptores por antagonistas es muy
similar, sin embargo el (+)-butaclamol presenta una afinidad un poco mayor por
receptores D1 que D5 (Seeman and Van Tol, 1994). La afinidad de agonistas por estos
dos receptores es casi idéntica. La diferencia mas grande entre estos la hace la DA, que
tiene 10 veces mas afinidad por el receptor D5 que por el D1 (Missale et al., 1998). Para
el caso de receptores de la familia D2, los receptores D2 y D3 son los que muestran
mayor similitud entre ellos y menor capacidad discriminativa hacia ciertos ligandos.
La dopamina tiene aproximadamente 20 veces mas afinidad por receptores D3 que por
D2, esto ha sido relacionado a su secuencia diferencial en la tercer asa intracelular
(Robinson et al., 1994), y hasta 70 veces mas afinidad por el receptor D3 que por el D1
(Richtand et al., 2001). En los ultimos 10 aiios se han desarrollado varios agonistas
selectivos para receptores D3, tal es el caso del PD 128,907 (Zapata and Shippenberg,
2002), 7-OH-DPAT y también del GR 103,691 como antagonista selectivo (Audinot et
al., 1998). Entre los antagonistas para la familia del tipo D2, el mas conocido es el

sulpiride, que muestra una afinidad mas alta por el subtipo D2/D3 de 15 y 13 nM
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respectivamente, mientras que exhibe muy baja afinidad por un D4 de
aproximadamente 1 mM. El haloperidol y la espiperona, por el contrario, muestran 10
y 20 veces mas afinidad por el receptor D2 que por el D3, respectivamente. (-)-
sulpiride, clozapine y raclopride no son capaces de discriminar entre estos dos tipos
de receptores (Sokoloff et al.,, 1990). Para el receptor D4, la caracteristica mas
importante que lo diferencia del receptor D2y D3, es su gran afinidad por la clozapina
(Van Tol et al., 1991). Una caracteristica principal de la familia D2 es su gran afinidad
por la apomorfina, caracteristica que no presenta la familia D1. Para el receptor D4 ya
et al, 1997) y

se cuenta con agonistas selectivos como el PD 168,077 (Glase

antagonistas como el L 745,870 (Patel et al., 1997).

D, Like D. Like
D, D, D. D, D,
Antagonists
{+ }-Butaclamol +++ ++ +++ ND ++
Chlorpromazine - - +++ - +4+
Clozapine - - + + 4+
Eticlopride — — 4+ ND .
Haloperidol - “+ ++++ ++ +++
Nafadotride ND ND +++ +-++ +/—
Nemonapride ND ND ++++ +=++ +4+++
Raclopride - ND +++ +++ +H—
SCH-23390 ++++ +4+++ +—- +i— +i—
{— FSulpiride - - ++ - ++
Spiperone - +i— ++++ +++ +4+++
Agonists

Apomorphine +i— “+ +++ ++ +++
Bromocriptine - + +++ +++ -
Dopamine +— - - ++ ++
Fenoldopam +++ +++ ++ ND -
T-OH-DPAT +/— ND ++ +++ -
Fuinpirole - ND +/— - +4+
SKF-38393 +++ ++++ - +/— +/—

++++, Inhibition constant (K) <0.5 nM; +++, 0.5 nM = K, <
5nM; ++, 5nM = K, = 50 nM; +, 50 nM = K; = 500 nM; +/—, 500
nM = K, < 5 uM; —, K; =5 pM; ND, not determined; 7-OH-DPAT, 7-
hydroxy-dipropylaminotetralin.

Tabla representativa de la farmacologia de agonistas y
antagonistas para los receptores dopaminérgicos (Tomado de

Missale et al., 1998).
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3.5. Sefializacion de Receptores Dopaminérgicos

Los receptores para dopamina pertenecen a la superfamilia de receptores de 7
segmentos transmembranales acoplados a proteinas G heterotriméricas (GPCRs). Las
proteinas G se conforman por 3 subunidades: a, B y y. A su vez, la subunidad Ga se
encuentra dividida en 4 clases: Gos, Gotijo, Gotg/u, Gotiz/i3. La subunidad Ga se encuentra
unida a la membrana por una modificacion lipidica que puede ser miristilacion o
palmitolacién (Zhang and Casey, 1996). Las subunidades Gfy se encuentran formando
un complejo no disociable, uniéndose a la membrana plasmatica por isoprenilacion a

través de la subunidad y (Milligan and Grassie, 1997).

En estado basal, la subunidad Ga se encuentra unida a GDP y al complejo Gfy.
La interaccidn del receptor con su respectivo ligando, resulta en la disociacién de GDP
de la subunidad Ga del complejo heterotrimérico, siendo reemplazado por GTP. La
union de GTP a la subunidad Go provoca un cambio conformacional que disocia el
complejo heterotrimérico, separando la subunidad Ga del complejo Gy, teniendo
estos diferentes efectores (Offermanns, 2003). La actividad GTPasa de la subunidad
Go termina con el estado de activacion de la proteina G, induciendo la re-asociacién
del complejo heterotrimérico, quedando unida de nuevo la subunidad Ga a GDP y al

complejo Gy (Fig. 8).
Como se menciono anteriormente, la subunidad Ga tiene 4 variantes, teniendo las
distintas subunidades Ga diferentes efectores:
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e La subunidad Gos, se acopla positivamente a la adenilil ciclasa, por lo tanto,

incrementa la formacién de AMPc.

e Lasubunidad Gai/o, se acoplan negativamente a la adenilil Ciclasa, por lo tanto,

inhibe la formacion de AMPc.

e La subunidad Gog/m, activa a la Fosfolipasa C tipo f (PLC-), por lo tanto,

promueve la liberacion de Ca** de compartimentos intracelulares.

Resting (GDP-bound) State:
OQuiside ;
wwmm':mf-» ke § gmemang st
A0 .

Signaling

Plasrna Membrane b5|| vmwm O Agorist
(Palmitoyiated)
www_&@wdw
(GTP) Signaling

R - e "

Fig. 8. Ciclo de activacion-inactivacion de proteinas G. En estado basal, la
subunidad Gy se encuentra unida al igual que el GDP, a la subunidad Ga. Al llegar el
ligando, el GDP se disocia de la subunidad Ga y es remplazado por GTP. La unién de
GTP induce cambios conformacionales separando el complejo Ga del Gy, teniendo la
libertad para activar a sus efectores. La re-asociacién de ambos complejos se lleva a cabo
cuando el GTP es hidrolizado por la subunidad Ga y proteinas RGS, regresando al estado
basal de la proteina G.
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El complejo GBy generalmente ha sido considerado como el socio pasivo de la
subunidad Go, sin embargo, este complejo juega un papel muy importante en la
regulacion de varios efectores. El mejor ejemplo es la regulacién de canales
rectificadores entrantes de K* (GIRK) (Yamada et al., 1998), algunas isoformas de AC

(Sunahara and Tausing, 1996), fosfolipasa C (PLC) (Exton, J.H. 1996), entre otros.

Los receptores D1 y Ds se encuentran acoplados a proteinas Gas,
particularmente en el estriado el receptor D1 se acopla a proteinas Gawoir (Zhuang et al.,
2000), por lo tanto, la activacién de ambos estimula a la adenilil ciclasa,
incrementando los niveles de AMPc intracelular (Monsma et al., 1990), a su vez, el
incremento de AMPc estimula a la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)
removiendo sus 2 subunidades regulatorias para dejar libres sus subunidades
cataliticas, las subunidades cataliticas fosforilan canales de Ca*?, activando el influjo
de Ca*?ala célula, asi también, la PKA puede activar a ciertas proteinas que participan
en la regulacion de la expresion de genes (Fig. 9). Como se menciond anteriormente,
los receptores D1 son capaces de regular la actividad de varios canales ionicos a través
de la activacion de la PKA. Se ha mostrado que estimula la actividad de canales idnicos
de Ca** tipo L, N, P, Q, NMDA, AMPA y GABA. Por otro lado, se ha mostrado que
inhibe canales de Na*, canales de K* dependientes de voltaje, asi como canales
rectificadores entrantes de K* (GIRKs) (Neve, et al., 2004). Adicionalmente la misma
PKA fosforila la proteina fosfatasa regulada por dopamina (DARPP-32 por sus siglas

en inglés), DARPP-32 en estado fosforilado en el residuo treonina 34 (T34), se
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convierte en un potente inhibidor de la proteina fosfatasa 1 (PP1). En neuronas del
estriado, estudios electrofisioldgicos mostraron que la activacion de receptores D1
incrementa las corrientes NMDA y que esto es mediado por la via de sefializacidon

PKA-DARPP-32/PP1 (Flores-Hernandez et al., 2002).

El efecto de la activaciéon de receptores D1 puede disminuir, al activar alguna
via de sefalizacion que tenga por funcion los incrementos de Ca>* intracelular, ya que
activa la proteina fosfatasa 2B (PP2B) también llamada calcineurina, que desfosforila
la DARPP-32 y por lo tanto se pierde la inhibicion sobre la PP1. Algunos otros reportes
han vinculado la activacion de receptores D1 con la activacion de vias involucradas en

la sobrevivencia celular.

En estudios previos, se encontré que la activacion de receptores D1 induce la
activacion de vias de sefalizacion antiapoptoticas, como es, la de la proteina cinasa B
(PKB) mas recientemente denominada AKT, y se encontr6 que la PKA puede fosforilar
la AKT directamente lo que induce la fosforilacion de CREB, un factor de transcripcion
que se transloca al nuacleo favoreciendo el encendido de genes involucrados en la
sobrevivencia celular (Brami-Cherrier et al., 2002). Otros estudios mostraron que, los
receptores D1 pueden acoplarse a proteinas Gog y esto ocurre cuando esta presente
una proteina adaptadora denominada Calcyon (Fig.9), de esta manera la via de
sefializacién cambia y la activacion de este receptor induce la hidrolisis de fosfo-
inositidos de membrana (PIP2), dando lugar a la formacion de inosotol tri-fosfato (IPs)

y diacilglicerol (DAG) por activacion de la fosfolipasa C (PLC), lo que conlleva a la
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activacion de los receptores a IP; en reticulo endoplasmico y con ello induce la
liberacion de Ca*>* de los depositos intracelulares, por medio de esta via también se
activa la proteina cinasa dependiente de Ca** (PKC) (Lezcano et al., 2000). Estudios
previos han demostrado que la activacion de receptores D1 en los ganglios basales
facilita la liberacién de GABA (Floran et al., 1990), proceso mediado por la via de

sefalizacién AMPc/PKA (Arias-Montaiio et al., 2007, Nava et al 2007).

3 .\ | !
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\\ \\Calcyon
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Fig. 9 Vias de Senalizacion de receptores tipo Di1. La activacion del receptor D1
incrementa la actividad de 3 principales vias de sefializacion: AMPc-PKA, MAPK vy la via
de la PLC-IP3. Lineas completas indican activacion de efectores. Lineas punteadas
indican inhibicion de efectores (Tomado de Neve et al., 2004).
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Los receptores de la familia del tipo D2 (D2, D3 y D4), se acoplan a proteinas
Gaiijo, por lo tanto la activacion de estos receptores inhibe la actividad de la adenilil
ciclasa (McAllister et al., 1995). La consecuencia de la activacion de estos receptores
es la disminucion en la formaciéon de AMPc, y con ello no se lleva a cabo la activacion
de PKA, por lo tanto se disminuye la entrada de Ca** a la célula y con ello se evita la
fusion vesicular a la membrana, disminuyendo la liberacion del neurotransmisor al
espacio sinaptico (Fig. 10). De hecho, clasicamente, todos los receptores del tipo D2
inhiben la actividad de canales de calcio L, Ny P/Q, a través de proteinas G sensible a

toxina pertusis.

La subunidad B/y también puede estimular canales de K* rectificantes, datos
experimentales mostraron que, la estimulacion del receptor D2 disminuye la
excitabilidad neuronal por incrementos en la corriente entrante de K* (Fig. 10). Todos
los subtipos de receptores D2 activan canales rectificadores entrantes de K* regulados
por proteinas G (GIRK), estos efectos presumiblemente son mediados por esta

subunidad (Wickman et al., 1994).

Otro efector de la subunidad B/y que se ha mostrado es la inhibiciéon de
corrientes de Ca**, en neuronas espinosas medianas (neuronas estriatales) se mostré
que la activacion de receptores D2 induce disminucion de las corrientes de Ca*2

dependiente de canales tipo L (Fig. 10) (Herndndez-Lépez et al., 2000).
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Fig. 10 Vias de Senalizacion de receptores tipo D2. Los receptores D2, D3, y D4 se
acoplan negativamente a la adenilil ciclasa. La activacion es estos bloquea la actividad de
la adenilil ciclasa, inhibiendo toda la cascada de sefializacion que ocasiona la activacion
de los receptores de la familia D1, evitdndose la fusion vesicular y la liberacion del
neurotransmisor. Por otra parte, la subunidad B/y es capaz de activar canales GIRK e
inhibir canales de Ca*2 (Tomado de Neve et al., 2004).
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4. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo
caracteristico de la segunda mitad de la vida. Padecimiento tanto crénico como
progresivo cuya caracteristica principal es la pérdida de dopamina, esto por la muerte
de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra compacta. La pérdida de dopamina
en los ganglios basales trae consigo la disminucion gradual en la capacidad de
ejecucion de movimientos voluntarios, esto por la potenciacidn de la activacién de la
via indirecta (VI), sobre la via directa (VD) (via activadora del movimiento) (Alexander
and Crutcher, 1990), provocando una exacerbada estimulacion de la SNr proveniente
del NST, que conlleva a una inhibicion del tdlamo y por lo tanto el talamo no estimula
a la corteza motora (Fig. 11). La manifestacion clinica de esta enfermedad se da por

tremor, rigidez y bradiscinesia (disminucion de movimiento).

La causa de la perdida de neuronas dopaminérgicas todavia estad por ser
esclarecida, aunque se ha sugerido que, esta patologia pudiera ser causada por factores
ambientales como exposicidn a pesticidas, herbicidas, quimicos industriales, etc., que
han sido asociados a fallas mitocondriales y por lo tanto generan la muerte neuronal.
Asi como también, factores genéticos que han sido atribuidos a mutaciones en la o-
sinucleina (Polymeropoulos et al., 1997), proteina que se encarga del transporte de la
dopamina hacia el interior de las vesiculas, y al de la Parkina (ligasa de ubiquitina)

proteina encargada de dar la sefal de degradacion proteica mediada por proteosoma.
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Ambos mecanismos, tanto ambientales como genéticos, parecen coincidir en la
formacion de especies reactivas a oxigeno (ROS), lo que dirige desorden del
citoesqueleto que conlleva a la muerte neuronal por desacople del complejo I de la
cadena respiratoria, asi como también, al aumento en el proceso apoptotico de las

neuronas (Coyle and Puttfarcken, 1993).

Normal Parkinson's disease

Cerebral cortex Cerebral cortex

VD Vi

[@ Striatum @]

Gt amed @
Thalamus Thalamus —-
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Fig. 11 Representacion esquematica del circuito de los ganglios basales durante la
enfermedad de Parkinson. En la imagen de la derecha se evidencias los cambios
generados en los Ganglios Basales durante la enfermedad de Parkinson. Lineas delgadas
indican disminucion de la actividad de la via. Lineas gruesas indican aumento en la
actividad de la via. En la enfermedad de Parkinson aumenta la actividad de la via indirecta
(Str-GPe), resultando en una exacerbada activacion de la SNr. VD, via directa; VI, via
indirecta (Tomado de Blandini et al., 2000).
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4.1. Aspectos Celulares y Moleculares en la

Enfermedad de Parkinson

Estudios recientes, han implicado una importante participacion de los canales
de calcio del tipo L dependientes de voltaje, en la patologia de le enfermedad de
Parkinson. Especificamente el subtipo Cav 1.3, que se ha asociado con la
neurodegeneracion de la sustancia negra compacta en adultos, y no en la version
juvenil de la enfermedad de Parkinson (Hurley et al., 2013; Chan et al., 2007). Chan y
colaboradores (2009), posteriormente dieron a conocer que, la expresién de los
canales Cay1.3 en la mitocondria la hacen mas susceptible a la excitotoxicidad mediada
por el calcio. Aunado a esto, pacientes que sufren de hipertension y arritmias
cardiacas, que han sido tratados con farmacos que bloquean a los canales Cay1, tienen
un menor riesgo en presentar la enfermedad de Parkinson, lo que sugiere que el
bloqueo de estos canales presenta un efecto neuroprotector (Becker et al., 2008; Ritz
et al., 2010). La enfermedad de Parkinson genera una gran cantidad de cambios
plasticos, uno de los mas notorios es la supersensibildad de los receptores
dopaminérgicos D1y D2 (Cai et al., 2002). Cai y colaboradores (2002) mostraron que,
los receptores dopaminérgicos D2 supersensibilizan al aumentar su nimero, mientras
que, los receptores D1 supersensibilizan al aumentar la afinidad por su ligando. Por
ejemplo, la activacion de receptores D1 aumentan aun mas su respuesta funcional

sobre la liberacion de GABA en terminales estriado-nigrales, con respecto al lado que
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no fue lesionado (Rangel-Barajas et al., 2008). Ademds, Rangel-Barajas vy
colaboradores (2010) demostraron que, la adenilil ciclasa aumenta su expresion en el
lado lesionado de una rata hemiparkinsonica, tanto en el estriado como en la
sustancia negra reticulada. Hasta la fecha, ningtn tratamiento para la enfermedad de
Parkinson es neuroprotectivo, y la enfermedad sigue su proceso. Algunos autores
sugieren que la presencia de calcio puede ser dafiino para la célula (Chan et al., 2009).
Por lo tanto, es importante la presencia de proteinas que pueden mantener la
homeostasis del calcio. Sin embargo, se ha reportado que la Calmodulina (CaM), una
proteina que captura calcio, se encuentra disminuida su expresion en el Parkinson
(Lessner et al., 2010; Pierson et al., 2004). En acuerdo con este tltimo punto, también
se han visto modificada una proteina que depende exclusivamente de la Calmodulina,
la Cinasa dependiente de calcio y calmodulina (CaMKII). Recientemente, se ha
reportado que la actividad de esta CaMKII se encuentra disminuida, en un modelo de
Parkinson en ratones (Moriguchi et al., 2012), lo que se ignora es si, esta falta de
actividad se debe a la disminucion de la calmodulina 6, si la cinasa sufrié algian cambio

que es dependiente de la enfermedad.

Muchos cambios plasticos se generan en la enfermedad de Parkinson,
Napolitano y colaboradores (2002), mostraron que la denervacion dopaminérgica
genera la modificacidn de varios genes que participan en muchas funciones celulares,
en particular, los que participan en la transduccion de la sefializacién dopaminérgica

y la transmisidn glutamatérgica, en el estriado.
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ANTECEDENTES DIRECTOS

5. Receptores Dopaminérgicos D3: Localizacion en

los Ganglios Basales e Interaccion con Receptores
dopaminérgicos D1y la Calcio Calmodulina Cinasa tipo

Ilo. (CaMKIla)

En la actualidad el tratamiento para la enfermedad de Parkinson continua
siendo un reto muy importante, sobre todo para mejorar la calidad de vida de los
pacientes que la padecen. Si bien es cierto que la L-DOPA es el tratamiento de eleccién
para esta patologia, no se encuentra exento de provocar efectos colaterales que llegan
a limitar su uso, como es la aparicién de discinesias (Bezard et al., 2001). Esto ha
llevado a proponer una serie de alternativas potenciales que, ain se encuentran en
estudio, o bien, estan limitadas en su aplicacion clinica. Es por ello que, se debe
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continuar buscando nuevas alternativas terapéuticas basadas en un entendimiento de
la fisiopatologia de la enfermedad, con el fin de modificar con las que ya se cuentan,

o bien, proponer nuevas.

La accién de la dopamina dentro del control motor es por demas compleja,
dada la extensa innervacion de este tipo con que cuentan los ganglios basales y otras
estructuras cerebrales. Sin embargo, desde el descubrimiento de la dopamina como
neurotransmisor y sus receptores, dos sitios parecen ser claves en su accion: el estriado
como sitio de inicio del proceso de modulacion de la actividad motora y la sustancia
negra reticulada y/o globo palido interno como sitios de salida de la informacion en
su retorno a la corteza motora. A nivel de la sustancia negra reticulada, el tono
GABAérgico que esté presente determina la iniciacion y la velocidad del movimiento
planificado. La accién de la dopamina sobre la transmision GABAérgica nigral es
determinante para el control motor, por lo tanto, este control motiva a nuestro grupo
de trabajo a tratar de entender los mecanismos por los cuales la dopamina controla
ésta transmision GABAérgica a través de sus receptores, tanto en condiciones

normales como patoldgicas (enfermedad de Parkinson).

Las diferentes técnicas de clonacion de los subtipos de receptores
dopaminérgicos de ambas familias y las técnicas asociadas a ellas, mostraron que la
distribucién y subtipos de receptores asociados a las aferentes GABAérgicas que
confluyen a la sustancia negra reticulada son mas complejas. Asi, se ha mostrado que

receptores del tipo D1 se encuentran expresados preferencialmente en neuronas
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espinosas medianas que son positivas a dinorfina (Surmeier et al., 1996), es decir, de
la via directa, encontrandose expresados también en las terminales estriado-nigrales,
donde se encuentran controlando de manera positiva la liberacion de GABA (Floran
etal., 1990). Por otro lado, otras aferentes nigrales como son las provenientes del globo
palido (terminales pdélido-nigrales), presentan expresion de receptores
dopaminérgicos del tipo D4, donde la activacion de estos regula de manera negativa

la liberacién de GABA (Acosta-Garcia et al., 2009).

El papel de los receptores D3 es menos claro y de hecho es el objetivo del
presente trabajo. Curiosamente, se ha visto que el receptor D3 a pesar de pertenecer a
la familia de receptores de tipo D2 (que son receptores que se expresan en la via
indirecta), su expresion ha sido asociado a la via directa por diversos trabajos
(Surmeier et al., 1996; Gurevich et al., 1999), donde ha sido reportada la presencia del
mensajero para receptores D3 en neuronas espinosas medianas que también expresan
el mensajero para dinorfina, es decir, neuronas de proyeccion estriado-nigral (via
directa) (Surmeier et al., 1996). Aunado a esto, también se ha encontrado la presencia
de la proteina correspondiente a estos receptores tanto en estriado como en sustancia
negra reticulada (Gurevich et al., 1999) y ntcleo subtalamico (Flores et al., 1999). Sin
embargo, la carencia de RNAm para éste receptor en sustancia negra reticulada (Diaz
et al., 1995), sugiere fuertemente que estos receptores estas siendo sintetizados en el
soma de neuronas, tanto del ntcleo subtaldmico como del estriado, encontrandose en

sustancia negra reticulada de manera presindptica, probablemente regulando la
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liberacion de neutransmisores. Por lo tanto, es importante estudiar cual es el papel
del receptor D3 en las aferentes de la sustancia negra reticulada sobre la transmision

tanto glutamatérgica como GABAérgica, esta tltima de gran interés en este trabajo.

Interesantemente, los receptores D3 pueden interactuar con una gran variedad
de proteinas, siendo de particular interés para este trabajo, la que presenta con
receptores D1 (Fiorentini et al., 2008; Marcellino et al., 2008) y con la cinasa tipo I«
dependiente de calcio y calmodulina (CaMKII«) (Liu et al., 2009), que seran detalladas

mas adelante.

Acerca de los receptores D1 y D3, fuera del sistema nervioso central, se ha
encontrado una asociacion entre éstos, co-expresandose en células de tubulo renal
proximal y en células de musculo liso de aorta de rata, donde se ha mostrado una
interaccion proteina-proteina entre estos receptores, por medio de estudios de

inmunoprecipitacion (Zeng et al., 2004).

Dentro del sistema nervioso central, en varios sistemas cerebrales ha sido
encontrada una asociacion entre receptores D1y D3. Por ejemplo, en islas de Calleja
se encuentran co-expresados estos receptores, pero sus efectos funcionales son
antagonicos, mientras que, en nucleo Accumbens presentan efectos sinergistas
(Ridray et al., 1998). Si bien esta interaccion D1-D3 ya ha sido mostrada en estos
sistemas, existen aun muchas controversias e interrogantes sobre su participacion en
el sistema de los ganglios basales, donde su esclarecimiento llevarad a fundamentar un

mejor abordaje en la terapia farmacoldgica de la enfermedad de Parkinson.
- ]
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Recientemente se ha visto que en estriado, los receptores D1 y D3 son capaces de
formar dimeros (Fiorentini et al., 2008; Marcellino et al., 2008), donde sus efectos
funcionales son positivos, es decir, los receptores D3 son capaces de aumentar la
afinidad de los receptores D1 por su ligando (Fiorentini et al., 2008), obteniendo una
respuesta dopaminérgica mas alta, mediada por receptores Di. Asi también, se ha
mostrado que la actividad locomotora se ve incrementada en ratones mediante la co-
activacion de ambos receptores (Marcellino et al., 2008), muy probablemente por una

via de sefializacidén exacerbada, como se menciond anteriormente.

Por otro lado, también existen reportes que indican que los receptores D3
pueden interactuar fisicamente con la calcio Calmodulina Cinasa tipo Ila (Liu et al.,
2009). La calcio Calmodulina Cinasa ITa (CaMKIIa), es una serina-treonina cinasa que
se encuentra ampliamente expresada en cerebro, especialmente en sitios donde
ocurre la sinapsis (pre-sinapticamente o post-sindpticamente) (Kelly et al., 1984;
Hudmon and Schulman, 2002). Esta enzima es removida de su estado auto-inhibitorio
a un estado de activacion, mediante la union de Ca*? y Calmodulina (activacion
dependiente de Ca** y Calmodulina). La CaMKIlx no solo es capaz de fosforilar
sustratos exdgenos, sino que también puede auto-fosforilarse en la treonina 286 (T-
286), presente en el dominio auto-regulatorio, consiguiendo asi su completa
activacion, entrando a un estado de activacion independiente de Ca*y Calmodulina
(Colbran and Brown, 2004; Hudmon and Schulman, 2002; Grifith et al., 2004). A través

de interacciones proteina-proteina, la CaMKIla es capaz de regular diferentes tipos de
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proteinas tanto en su expresion como en funcion. Recientemente se mostrd que la
CaMKlIlx puede interactuar fisicamente con receptores D3, es decir, receptores de tipo
D3 localizados en zonas limbicas (nicleo Accumbens) son sustratos directos de ésta.
La union de la Cinasa dependiente de Ca*y Calmodulina a los receptores D3, se
presenta en la region N-terminal (amino terminal) de la tercera asa intracelular, dando
como resultado de esta interaccion fisica, la inhibicion de la funciéon de los receptores
D3 (Liu et al., 2009). Aunado a la interaccion entre receptores D3y la CaMKI], reportes
recientes han mencionado que la actividad de la CAMKII se ve modificada después de

la denervacion dopaminérgica (Moriguchi et al, 2012; Picconi et al., 2004).

Existe evidencia que sugiere que, los receptores D3 pudieran tener una
importante participacion en la enfermedad de Parkinson, y que la sustancia negra
reticulada puede jugar un papel fundamental en las acciones farmacoldgicas que sean
dirigidas a esta patologia. Sin embargo, los mecanismos celulares de la interaccion
entre receptores D1y D3 no se conocen todavia, asi como tampoco la interaccion que
pudieran tener los receptores D3 con la CaMKllg, y la actividad de la CaMKIla después
de la denervacién dopaminérgica, por lo que nuestro proyecto esta encaminado a
contribuir en el entendimiento de estos procesos, y proporcionar un mejor abordaje

en la terapia farmacologica de esta enfermedad.
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6. Justificacion

Hoy por hoy el tratamiento de eleccidén para la enfermedad de Parkinson es la
administracion de L-dopa, que restaura y mejora la conducta motora; sin embargo, el
problema se presenta durante la administracidon cronica, debido a la apariciéon de
discinesias. Dentro de las alternativas terapéuticas para mejorar esta condicidn clinica,
podria recomendarse el uso de formacos con accién sobre receptores D3 (Bezard et
al., 2003). Por ello es importante estudiar el papel de los receptores D3 ubicados en la
sustancia negra reticulada, tanto en condiciones normales como en el Parkinson
experimental, para validar adecuadamente su uso. En este proyecto pretendemos
ahondar en estos mecanismos moleculares y de sefializacion, nos proponemos
primordialmente estudiar el efecto que tiene la activacion de los receptores D3 y su
interaccion con los receptores D1, sobre la liberacion de GABA, la formacion de AMPc
asi como la via de sefalizacion utilizada, esto en ratas normales y ratas con Parkinson
experimental, asi como también el papel que juega la cinasa dependiente de calcio y
calmodulina (CaMKIla) en la regulacion de estos efectos funcionales antes descritos,
dado que se ha mostrado que esta cinasa es capaz de modular los efectos de la

activacion de los receptores D3.
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7. Hipotesis

La activacion de receptores D3 potencia el efecto de la activacion de receptores
D1 sobre la liberacion de GABA y la formacion de AMPc, en la sustancia negra
reticulada de ratas normales, donde, la CaMKIla modula la respuesta de esta

interaccion.

En el Parkinson experimental, el efecto de la activacion de receptores D3 es de
tipo antagoénico, disminuyendo la liberacion de GABA y la formaciéon de AMPc
estimulada por receptores Di. El efecto inhibitorio de los receptores D3 no es

modulado por la CaMKIla.

8. Objetivos

8.1. Objetivo General

Estudiar el papel de los receptores D3 y su interaccion con receptores Di
localizados en las terminales GABAérgicas de la sustancia negra reticulada, en
condiciones normales (animales intactos) y en el Parkinson experimental (animales
hemiparkinsonicos). Evaluacion del efecto la de activacion de la CaMKIla sobre la

interaccion D3-Da1.
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8.2. Objetivos Particulares

e Explorar la posible heterodimerizacion de receptores D1 y D3, en las
terminales estriado-nigrales.

e Entender el papel del receptor D3y su interaccién con el receptor D1 en
el control de la liberacion de GABA y la formacién de AMPc, en animales
intactos y animales hemiparkinsdnicos.

o Estudiar el efecto de la CaMKIla sobre el receptor D3 y su interaccion
con el receptor D1, sobre la liberacion de GABA y la formacién de AMPc
en animales intactos y animales hemiparkinsénicos.

e Determinar la via de sefializacion utilizada en estos efectos funcionales.

e Por Western Blot, estudiar el nivel de fosforilacién de la CaMKlIla,
producido por la despolarizacion con KCl y por la activacion de los
receptores D1-Ds3.

e Determinar el tipo de canal de Calcio involucrado en la co-activacion de

estos receptores.
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9. Materiales y Métodos

9.1. Sujetos Experimentales

Para todos los experimentos se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, con
un rango de peso de 200-230 gramos, las cuales fueron mantenidas en condiciones
controladas hasta la realizacion de los experimentos: Alimento y agua ad libitum,

ciclos luz/oscuridad de 12 horas cada uno y temperatura 20+2°C.

9.2. Pre-tratamiento con Reserpina

Las ratas que fueron utilizadas para los experimentos de liberacion en ausencia
de dopamina enddgena de forma aguda, fueron tratadas con reserpina 16 horas antes
de la realizacién del experimento. La reserpina fue disuelta en una solucion con acido
lactico, quedando a una concentracion de 1omg/kg de peso, la cual fue inyectada de
forma subcutanea. Este proceso asegura una deplecion del contenido de dopamina en

la SNr de mas del 90% (Nava et al., 2007).
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9.3. Lesion Unilateral con 6-hidroxi-Dopamina

El modelo de Parkinson experimental utilizado fue el de lesién unilateral con
6-hidroxidopamina (6-OHDA), neurotoxina que selectivamente genera la muerte de
neuronas dopaminérgicas, la cual fue inyectada directamente en el haz del cerebro
medio (MFB). Las ratas se anestesiaron con una mezcla Ketamina/Xilacina (112.5/22.5
mg/kg, inyeccion intraperitoneal), una vez anestesiadas fueron colocadas en un
aparato estereotaxico (Kopf; Tujunga, Ca. USA). Fueron localizadas las coordenadas
del MFB, obtenidas del atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson, (1998), y se
tomaron a partir de bregma: anteroposterior —0.180 mm; lateral o0.240 mm y
profundidad de -0.700 mm., donde se realiz6 la infusiéon de 1 pl de 6-OHDA (16 pg/pl
disuelta en una solucion de dcido ascorbico al 0.1%), durante 10 minutos (0.1 pul/min)
en el lado derecho del cerebro de la rata. Todas las ratas que fueron lesionadas fueron
sujetas a un pretratamiento con desipramina (10 mg/kg i.p.) 45 minutos antes de la

lesion, para proteger al sistema noradrenérgico de la toxina.

9.4. Prueba Conductual (Prueba de Giro)

8 dias posteriores a la cirugia, se realizo la prueba conductual de giro para

corroborar el grado de lesion dopaminérgica (Ungerstedt y Arbuthnott, 1970). La
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conducta de giro fue inducida mediante la inyeccion de anfetamina (10 mg/kg i.p.),
todas aquellas ratas que dieron 8 o mas giros ipsilaterales (hacia el lado de la lesién)

por minuto, fueron incluidas en los experimentos.

9.5. Obtencion de Sinaptosomas

Se obtuvo el tejido de rebanadas de sustancia negra reticulada. Una vez
obtenidas las rebanadas fueron sometidas a una homogenizacién (10 veces a una
velocidad de 400-500 rpm) en una solucién HEPES-sacarosa (0.32M). El homogenado
se centrifuga a 800 G durante 10 minutos a una temperatura de de 4-7 °C. Se recupera
sobrenadante y se somete a ultra-centrifugacion a 20, ooo G durante 20 min. Se
recupera la pastilla (P1) y se resuspende en el mismo buffer sacarosa (0.32M) que se
coloca sobre una solucién HEPES-Sacarosa (0.8 M) y se centrifuga nuevamente a 20,
000 G durante 20 min, la fracciéon sinaptosomal o pastilla (P2) y se resuspende en
Krebs-Hepes con la marca radioactiva para los experimentos de AMPc o bien se
resuspende en RIPA-SDS en presencia de inhibidores de proteasas, para los

experimentos de expresion de proteinas por el método de western blot.
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9.6. Estudios de Liberacion de [3H]-GABA

9.6.1. Soluciones:
Krebs-Henseleit Normal: NaCl (124.5 mM), KCI (3 mM), MgSO, (1 mM),
KH,PO, (1.2 mM), CaCl, (1.8 mM), NaHCO; (16.5 mM), Glucosa (11 mM) a un pH de

7.4.

Krebs-Henseleit alto potasio: NaCl (107.5 mM), KCI (15 mM), MgSO, (1 mM),

KH,PO, (1.2 mM), CaCl, (1.8 mM), NaHCO; (16.5 mM), Glucosa (11 mM) a un pH de
7-4.

Los experimentos de liberacion de [3H]-GABA fueron realizados en rebanadas
de la sustancia negra reticulada de ratas normales, ratas tratadas con reserpina y ratas

con Parkinson experimental.
9.6.2. Obtencion de las Rebanadas de la SNr

El dia del experimento, las ratas fueron sacrificadas por dislocacién cervical,
posteriormente fueron decapitadas y el cerebro fue extraido rapidamente, los cuales
fueron fijados en una caja de Petri a la cual se le agregoé solucion Krebs-Henseleit
normal fria (4°C). Posteriormente, la caja de Petri se colocd en un vibratomo
(CAMPDEN Instruments Ltd, USA). Se obtuvieron cortes coronales de los cerebros

obtenidos. Posteriormente se realizaron cortes coronales de los cerebros obtenidos de
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300 pm de espesor. Posteriormente se obtuvo la sustancia negra reticulada por micro
disecciéon de ambos hemisferios cerebrales de ratas normales, ratas tratadas con
reserpina y ratas lesionadas unilateralmente. Las rebanadas obtenidas fueron
colocadas en un tubo de ensayo con solucion Krebs-Henseleit normal. Una vez
obtenidas las rebanadas, fueron estabilizadas en solucion Krebs-Henseleit a 37°C con

burbujeo constante de O,/CO. (95%/5%), por 30 min.
9.6.3. Marca Radioactiva (3H]-GABA)

Una vez transcurrido el periodo de estabilizacidn, las rebanadas fueron re-
suspendidas en solucidn fisioldgica con [3H]-GABA (2 x 108 M, actividad especifica 95
Ci/nmol) por 30 minutos en presencia de dcido aminoxiacético para evitar su
degradacion. Transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados con Krebs normal,

para retirar el exceso de marca radioactiva no capturada.
9.6.4. Desarrollo Experimental

A las rebanadas de SNr ya incubadas con [3H]-GABA se les adiciono6 acido
nipecotico [10 pM] para evitar la recaptura, posteriormente las rebanadas fueron
transferidas a camaras de perfusidon acopladas a un colector de fracciones, donde se
trataron con los farmacos a estudiar para cada condicion experimental. Las camaras
fueron perfundidas de forma constante con solucion fisioldgica a 37°C con burbujeo
constante, a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min. Después de un periodo de
estabilizacion y de un lavado de 20 minutos, se colectaron 4 fracciones de 4 minutos
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cada una de liberacion basal (16 minutos), posteriormente se aplico un pulso
despolarizante de alto K* para inducir la liberacion de [3H]-GABA por despolarizacion
de la terminal, elevando las concentraciones de K* de 3 mM a 15 mM durante 24
minutos, logrando la colecta de 6 fracciones mas. Al despolarizar las terminales, se
logra la apertura de canales de Calcio dependientes de voltaje, con lo que se logra el
influjo de Calcio a la terminal y posteriormente la fusién de las vesiculas a la
membrana sindptica, liberando el neurotransmisor por exocitésis. Los farmacos
fueron perfundidos 2 fracciones antes del pulso despolarizante con alto K* y durante
la duracién del mismo, en los grupos indicados. En cada experimento se corrieron 20
muestras en paralelo, para cada caso experimental se hicieron cuando menos 4
experimentos, con minimo de 3 réplicas de cada uno. Al término de cada experimento,
las rebanadas fueron extraidas de las camaras de perfusion y les fue adicionado 1 ml
de HCI 1 N, con el fin de desintegrar la membrana y cuantificar la radioactividad

remanente en el tejido.
9.6.5. Farmacos Utilizados en Liberacion de [3H]-GABA

SKF 38393, agonista selectivo para receptores D1; SCH 23390, antagonista
selectivo para receptores Di1; PD 128,907, agonista selectivo para receptores D3; GR
103691, antagonista selectivo para receptores D3; KN-62, inhibidor selectivo de la
CaMKIle; Forskolina, activador de la adenilil cilcasa; NKY 8o, bloqueador de la

actividad de la adenilil ciclasa; H-89, bloqueador de la PKA y Dopamina.
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9.6.6. Cuantificacion de [3H]-GABA Liberado

Para cuantificar la radioactividad, se adiciono a cada fraccion colectada 7 ml de
liquido de centelleo. La radioactividad fue determinada mediante un contador de
centelleo liquido. Los resultados fueron obtenidos como liberacion fraccional, la cual

se obtuvo de la siguiente relacion:

R.P.F.
R.P.T.

F.R.=

Donde F.R. es la fraccion de liberacion, calculada mediante la division de la
radioactividad presente por fraccion (R.P.F.), sobre la radioactividad remanente
presente en el tejido (R.P.T.). La F.R. se expreso en las graficas como el cociente de
la fraccion “X” entre la fraccion 4 (fraccion inmediata anterior al pulso de K*), esto
con la finalidad de expresar la fraccion de liberacion por arriba del valor basal en la

curva.
9.7. Estudios de Formacion de [3H]-AMPc en los

sinaptosomas

9.7.1. Incubacion con Marca Radioactiva

Una vez obtenidos los sinaptosomas, se marcan con [3H]-Adenina (130 nM)
en 3 ml de solucion Krebs-HEPES a 37 °C durante 60 minutos. Pasado este tiempo se

centrifuga nuevamente 5 minutos a 4000 rpm y se desecha el sobrenadante
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radioactivo. Se resuspende la pastilla sinaptosomal en Krebs-HEPES en presencia de
IBMX (1 mM), un inhibidor de las fosfodiesterasas que fue utilizado para evitar la

degradacion del AMPc.
9.7.2. Activacion de los Receptores en Sinaptosomas

La acumulacion de AMPc fue estimulada con los farmacos que mas adelante
seran descritos. Alicuotas de la fraccion sinaptosomal fueron distribuidos en tubos
teniendo un volumen final de 250 pl, las muestras se mantienen a una temperatura
de 37 °C, posteriormente se agregan los farmacos de estudio y se deja un tiempo de
estimulacion de 10 min. Se detiene la reaccidén con 100 pl de una mezcla fria de AMPc
(4.5 mM), ATP (2.5 mM) y TCA (6%). Se enfria en hielo durante 20 min., se centrifuga
10 minutos a 4000 rpm. Se recupera el sobrenadante de cada tubo y se deposita en las

columnas de intercambio idnico.
9.7.3. Separacion del [3BH]-ATP y 3 H]-AMPc

Se utilizaron columnas de intercambio iénico con resina DOWEX 50W X-4
para la separacion del [3H]-ATP y con Alumina Neutra para la separacion del [3H]-
AMPc. Las muestras se colocaron primeramente en las columnas DOWEX una vez
que se eluyen la mezclas se adiciona individualmente a cada columna 3 ml de H,O
destilada y se colecta [3H]-ATP. Posteriormente se colocan las columnas DOWEX

sobre las de Alumina y se adiciona individualmente a cada columna 5 ml de H,O
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destilada, una vez que se eluye la muestra se retiran las columnas DOWEX vy se

adicionan 4 ml se solucion Tris-HCI (50 mM) y se colecta el [3H]-AMPc.
9.7.4. Cuantificacion del [3H]-ATP y [3H]-AMPc

A cada muestra se le adiciona 14 ml de liquido de centelleo, se obtienen cuentas
de radioactividad de [3H]-ATP y de [3H]-AMPc de cada vial con un contador de
centelleo liquido, la formacion porcentual de [3H]-AMPc se calcula de la siguiente

manera:

[*H]-AMPe
% [PH]FAMPe = X 100

PHI-ATP + PHI-AMPG

9.7.5. Farmacos Utilizados en la Formacion de 3 H]-AMPc

SKF 38393 agonista selectivo para receptores D1; PD 128,907 agonista selectivo
para receptores D3; SCH 23390 antagonista selectivo para receptores Di1; GR 103691
antagonista selectivo para receptores D3; Ionomicina moviliza Ca** hacia el interior

de la célula; KCl, solucion con alto potasio para despolarizar sinaptosomas.
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9.8. Determinacion de Proteinas por Western-Blot

La determinacién de proteinas fue realizada en sinaptosomas. Para algunos
casos los sinaptosomas fueron activados con diferentes farmacos por un periodo de 10
minutos. Al término de este tiempo fueron colocados en hielo para finalizar la
reaccion. Los sinaptosomas fueron tratados con Ripa 1 ml (Tris-HCl 4omM, NaCl
15omM, EDTA 2mM, Glicerol 10%, Triton X-100 1%, Desoxicolato de sodio 0.5%, SDS
0.2%, pH 7.6) junto con inhibidores de proteasas (Complete 20 pl y PMSF [100 mM] 5
ul) y se colocaron en hielo por 15 minutos. Pasado este tiempo los sinaptosomas
fueron ultra sonicados y se cuantifico la proteina por el método de Bradford.
Posteriormente se adiciono por cada ml de homogenizado 200pl de buffer de muestra
(Tris-Base 0.3125M, SDS 10%, Glicerol 50%, B-Mercaptoetanol 25%, Azul de
Bromofenol 0.5%, pH 6.8) y la mezcla fue hervida por 10 minutos y congeladas para
su posterior estudio. Se prepard un gel separador al 10 % y se cargo el equivalente a
35-50 g de proteina. La electroforesis se llevd a cabo a 85 mA en un buffer de corrida
(Tris-Base 0.025M, Glicina 0.192M, SDS 0.1%, pH 8.3). Pasado el tiempo de corrida se
colocé el gel en una membrana de PVDF previamente hidratada con metanol. Se
monto6 en una camara de transferencia semiseca y con buffer de transferencia (Tris
Base 0.05M, Glicina 0.38M, Metanol 20%, pH 8.3), se corrié a 400 mA por 40 minutos.
Terminado este periodo la membrana se bloque6 con solucion bloqueadora (leche
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svelty 7-10% y TBS-Tween al 0.1-0.2%) durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se
lavo la membrana con solucion TBS-Tween 0.1-0.2% (Tris-base 1 M, NaCl 2 M, Tween
20 0.1-0.5%, agua MilliQ) y posteriormente la membrana es incubé con el anti-cuerpo
primario 11000 (anti-CaMKIIe; anti-CaMKIla-p-T286; anti-RD3; anti-RD1) toda la
noche 4° C. Se realizaron 5 lavados de 7 min con TBS- tween y se realizo la incubacion
con el anti-cuerpo secundario 1:5000 (anti-raton; anti-conejo) por 2 horas, finalmente
se realizaron 5 lavados de 7 min con TBS-Tween. La membrana se tifié con ECL-plus
(general electric) durante 5 minutos (0.5 ml de solucion A; 0.5 ml de solucion B). Se
revelo por el método de Kodak. La membrana se analizo por densitometria con el
programa Kodak 1D, donde se obtienen unidades arbitrarias de densitometria por

medio de la férmula:

Intensidad neta - Fondo

Densitometria Unidades Arbitrarias = B ]
Area en pixeles

9.8.1. Farmacos Utilizados en la Activacion de los Receptores
en los Sinaptosomas
SKF 38393 agonista selectivo para receptores D1; PD 128,907 agonista selectivo

para receptores D3; KCl, solucién con alto potasio para despolarizar sinaptosomas;

KN-62, bloqueador de la unién Calmodulina a la CaMKIIa.

- ________________________________________________________________________________________|
M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 70



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

9.9. Determinacion de la interaccion proteina-
proteina por inmuno-precipitacion

Una vez obtenidos los sinaptosomas, estos fueron puestos a interactuar con el
anti-cuerpo que fue requerido para la inmuno-precipitacion por un periodo de 5 horas
(1-2 pl de anti-RD1; anti-RD3) y se colocé en un agitador orbital a 4°C, posteriormente
a la mezcla se le adicionaron 20 pl de perlas (proteina A/G agarosa) y de nuevo se llevd
al agitador orbital toda la noche a 4°C. Una vez llevada a cabo la interaccion se lavaron
las perlas hasta 5 veces con TBS a 2700 rpm, en una centrifuga para ependorf’s
refrigerada. Al final se adicionaron 20 pl de buffer de muestra, la mezcla fue hervida 'y
se prosiguid a realizar la electroforesis y la transferencia como se menciono

anteriormente.

9.10. Analisis Estadistico

Las curvas obtenidas en cada uno de los experimentos de liberacion de GABA
fueron procesadas para obtener el drea bajo la curva (AUC), usando el método de
aproximacién por trapecios, auxiliados por el software GraphPad Prism 5.
Posteriormente las dreas obtenidas en cada condicién experimental fueron
comparadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de una
prueba de comparacién multiple post-hoc de Tukey, utilizando el software antes
mencionado. P<o.05 fue tomado como el nivel de significancia estadistico minimo

aceptable entre los grupos. También fueron analizados con el GraphPad Prism 5 las
CEEC s S m s e S e e e e e e e
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mediciones de formacion de AMPc, realizando ANOVA de una via y posteriormente
una post-prueba de Tukey. P<o.05 fue tomado como el nivel de significancia
estadistico minimo aceptable entre los grupos. Para el Western Blot, una vez obtenido
el valor de la densitometria de las bandas correspondientes a cada proteina, fueron
evaluadas con el GraphPad Prism 5, se les aplico un ANOVA de una via seguido de
una post-prueba de Tukey. P<o.05 fue tomado como el nivel de significancia

estadistico minimo aceptable entre los grupos.

9.11. Estrategia Experimental
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10. Resultados

Los resultados a continuacion seran presentados en 2 secciones: La primera
corresponde a experimentos realizados en ratas normales (animales intactos), que
fueron tratados con reserpina previo al experimento, con el fin de depletar la
dopamina enddgena y asi evitar la activacion de otros receptores para dopamina
presentes en las terminales sindpticas, como es el caso de los receptores D4, y de esta
manera solo evaluar el efecto de los receptores de interés con agonistas o antagonistas
selectivos. Por ultimo, la segunda parte corresponde a experimentos realizados en
ratas con Parkinson experimental (ratas hemiparkinsdnicas), donde fue evaluado

tanto el lado intacto como el lado denervado.

10.1. Ratas Normales

10.1.1. Co-Expresion de Receptores Dopaminérgicos

D1y D3 en las Terminales Estriado-Nigrales

Una de las principales inquietudes que surgieron en este trabajo fue evaluar la
posible heterodimerizacion de receptores D1y D3 en las terminales estriado-nigrales.

Para evaluar la interaccidén que estos receptores pudieran tener, nos apoyamos de la
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técnica de co-inmunoprecipitacion (Fig. 12). Para ello fueron utilizados sinaptosomas
de sustancia negra reticulada (terminales sindpticas purificadas). La proteina de
sinaptosomas que fue incubada con Ab (anticuerpo) selectivo para RDs3,
inmunoprecipitd proteinas que fueron reconocidas por un Ab selectivo para
receptores RD1 en un peso aproximado de 70 KDa (kilo Daltones) (Fig. 12 A, linea 2).
Cuando el Ab para inmunoprecipitar fue omitido, la sefial fue ausente (linea 1). Al
realizar la maniobra contraria, la proteina sinaptosomal que fue incubada con Ab
selectivo para RD1, inmunoprecipité proteinas que fueron reconocidas por un Ab
selectivo para RD3, encontrando dos bandas en un peso aproximado entre 60 y 70 KDa
(Fig. 12 B, linea 2), cuando el Ab para inmunoprecipitar fue omitido, la sefial fue
ausente (linea 1). Es importante mencionar que estos resultados fueron similares a los

ya reportados previamente por Fiorentini et al. (2008) en estriado y Nimchinsky et al.

(1997) en cerebro y lineas celulares.
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Fig. 12 Co-inmunoprecipitacion de receptores D1y D3 en terminales sindpticas de SNr.
A, Imagen representativa de una inmunoprecipitacion de RD1 por anticuerpo anti-RD3 (linea
2). B, Inmunoprecipitacién de RD3 por anticuerpo anti-RD1 (linea 2). Lineas 1 de ambas figuras
fueron realizadas en ausencia de Ab para inmunoprecipitar. 500 pug de proteina fueron
utilizados para cada evaluacion, que fue replicada 4 veces.
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10.1.2. La Activacion de los Receptores D3
Incrementa la Formacion de AMPc en Ratas Normales.

Efecto Dependiente de la Activacion de Receptores D1

Para evaluar el efecto funcional de la co-activacion de receptores
dopaminérgicos D1y D3, decidimos primeramente evaluar la formacion de AMPc, en
ratas pre-tratadas con reserpina, debido a que la liberacion de GABA es altamente
sensible a la presencia de este segundo mensajero. La formacién basal de AMPc
siempre fue tomada como el 100% como se muestra en a figura 13. Los receptores D1
fueron activados con su agonista selectivo SKF 38393 [1 pM], incrementando
significativamente la formacién de AMPc (125 + 3.7%, p<o.01) con respecto del control.
La activacion de receptores D3 con su agonista selectivo PD 128,907 [100 nM] no
modifica la formacion de AMPc (101 + 3%) con respecto del control por si solo. Sin
embargo, cuando el PD 128,907 fue adicionado concomitante con el SKF 38393, es
decir, fueron co-activados receptores D1y D3, la formacion de AMPc se incremento
de manera realmente significante (152 + 8.1%, p<o.001 con respecto al control y p<o.o1

con respecto al SKF 38393) (Fig. 13 A).

Para evaluar que los efectos anteriormente descritos son especificos de los
receptores que fueron activados, decidimos utilizar antagonistas selectivos para

ambos receptores.
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El bloqueo de receptores D1 con su antagonista selectivo el SCH 23390 [100 nM],

redujo los efectos mostrados por la activacion de receptores D1 con SKF 38393 cuando

fue adicionado solo o concomitante con el PD 128,907 (agonista D3), a un nivel que

no fue significativamente diferente del control (98 + 5%) (Fig. 13 B).

En cambio, el bloqueo selectivo de receptores D3 con GR 103691 [50 nM], redujo

la respuesta mostrada anteriormente por la co-activacion de receptores D1y D3, al
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Fig. 13. Efecto de la co-activacion de receptores D1 y D3 sobre la formacion de AMPc. Muestra la
formacion de AMPc con respecto del control (100%), estimulada por SKF 38393 [1 pM], PD 128,907 [100 nM],
SCH 23390 [100 nM] y GR 103691 [50 nM]. A. La formacion de AMPc es mds aumentada con la co-activaciéon
de receptores D1y D3, que cuando solo se activan tinicamente receptores D1. La activacion de receptores D3
per se no modifica la formacion de AMPc con respecto al control. (**p<o.01 vs control; ***p<o.001 vs control;
##p<o.01 vs SKF 38393). B. El efecto potenciador del receptor D3 cuando es co-activado con receptores D1,
es inhibido por el GR 103691 (antagonista D3), cayendo la formacién de AMPc a niveles mostrados por el
SKF 38393 solo. LA formaci6 de AMPc estimulada por la co-activacion de receptores D1 y D3, cae
dramaticamente a niveles mostrados por control con el antagonismo de los receptores D1. *p<o0.05 vs
control; ***p<o.001 vs control; **p< 0.01 vs control; #p<o.05 vs SKF + PD (ANOVA de una via, seguido de
una post-prueba de Tukey, n=4, 4 réplicas por experimento)
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nivel que se muestra con la activaciéon de solo receptores D1 (126 + 4%, p<o.01 con

respecto al control; p<o0.05 con respecto a SKF 38393 + PD 128,907) (Fig. 13 B).

10.1.3. El Incremento de Ca* Citoplasmico Inhibe la
Potenciacion de los Receptores D1 por los Receptores

D3

Liu et al (2009), mostré que en el nicleo accumbens los receptores D3 se
encuentran bajo la regulacion negativa de la CaMKIlw. Este objetivo fue plateado para
determinar si los receptores D3 localizados en las terminales estriado-nigrales, se
encuentran bajo la regulaciéon de la CAMKII«. Para esto, evaluamos la respuesta en la
formacion de AMPc en sinaptosomas estimulada por la co-activacidon de receptores D1
y D3, en presencia de dos diferentes tratamientos: 1) Mediante un influjo masivo de
Ca*? inducido por Ionominina [50 nM], y 2) Mediante la despolarizacion con una

solucion con alto potasio, KCl [15 Mm)].

Ambos tratamientos provocan el influjo masivo de Ca*?activando a la CaMKIlIq,
provocando la inhibicion del efecto potenciador de los receptores D3 sobre los

receptores D1 (Fig. 14 Ay B).
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La activacién de receptores D1 con SKF 38393 [1 uM] incremento la formacion
de AMPc (126 + 0.3% en fig. 14 A, y 125 + 1.2% en fig. 14 B, p<0.001 vs control en ambos
grupos). La co-activacion de receptores D1y D3 (SKF 38393 + PD 128907 [100 nM])
increment6 ain mas la formacién de AMPc, que la sola activacién de rectores D1 (150
+ 1.1% en fig. 14 A, y 147 = 1.85% en fig. 14 B, p<o.001 vs control y vs SKF solo, para
ambos casos). Cuando se indujo le influjo masivo de Ca*? (Fig. 14A) y con KCl (Fig. 14
B), ambos tratamientos fueron capaces de disminuir la formaciéon de AMPc que fue
estimulada por la co-activacion de receptores D1y D3, a niveles observados donde solo
se activaron receptores D1 (Fig. 14 A: SKF 38393 = 126 + 0.3% vs SKF 38393 + PD 128,907
+ lonomicina = 125 + 2.9%. Fig. 14 B: SKF 38393 =125.7 +1.2% vs SKF 38393 + PD 128,907
+ KCl =125 +1.5%). Adicionalmente, en el mismo grupo de experimentos la adicion de
KN-62 [4 pM], el cual impide la unién de Calmodulina (CaM) a la CaMKIlx
(Tokumitsu et al, 1990; Huang and Hsu, 2012), revirtio el efecto bloqueador que generd
tanto la ionomicina como la despolarizaciéon con KCI (Fig 14 A: SKF 38393 + PD 128,907
+ ionomicina + KN-62 = 152 + 2.3% vs SKF 38393 + PD 128,907 = 150 + 1.15%. Fig. 14 B:
SKF 38393 + PD 128,907 + KCI + KN-62 = 147 + 0.88% vs SKF 38393 + PD 128,907 = 147

+1.8%, ambas diferencias no fueron significativas).
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Fig. 14. Efecto del influjo masivo de Ca*> mediante Ionomicina y despolarizaciéon con KCl sobre la
formaciéon de AMPc estimulada por la co-activacidon de receptores D1y D3. Muestra la formacion de
AMPc con respecto del control (100%), estimulada por SKF 38393 [1 uM], PD 128,907 [100 nM], lonomicina
[50 nM], KCl [15 mM] y KN-62 [4 pM]. El efecto potenciador de los receptores D3 sobre los receptores D1 en
la formacién de AMPc es disminuida en ambas graficas (A y B), debido al aumento de Ca*? intracelular
generado por ionomicina (Fig. A) y KCl (Fig. B). En ambos tratamientos, la disminucién generada en la
formacion de AMPc, se ve restablecida mediante el uso del inhibidor de la CaMKIlo, el KN-62. Para fig. Ay
B: ***p< 0.001 vs control; ###p<o.001 vs SFK 38393; ns, no significativo (ANOVA de una via, seguido de una
post-prueba de Tukey, n=3. 4 réplicas por experimento)
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10.1.4. Ca* Extracelular: Fundamental para la

Regulacion de la Interaccion D3-D1

Para poder determinar la importancia que el Ca*>tiene sobre la regulaciéon de
la interaccidon entre receptores D1 y D3, 2 procedimientos que interfieren con el
incremento de Ca*? intracelular fuero utilizados: 1) Incubacién de sinaptosomas en
una solucion libre de Ca*> (evitando el influjo de Ca*?), y 2) Incubacion con nifedipino
[10 uM] un bloqueador selectivo de canales de calcio dependientes de voltaje tipo L
(Fig. 15 A y B). En estos experimentos, al igual que los presentados previamente, en la
co-activacion de receptores D1y D3 también se observo el efecto potenciador sobre la
formacion de AMPc, con respecto a la observada por la sola activacion de receptores
Di1. Ambas maniobras, tanto la incubacion con una solucion libre de Ca*? como la
incubacion con nifedipino, previenen la depresion causada por la despolarizacion con
KCl, de la respuesta funcional generada por la co-activacion de receptores D1y D3
(Fig. 15 A: SKF 38393 + PD 128,907 + KCl + Soln. Libre de Ca** =160 + 2.7% vs SKF
38393 + PD 128,907 = 157 + 2.4%. Fig. 15 B: SKF 38393 + PD 128,907 + KCl + Nifedipino

=149 + 5% vs SKF 38393 + PD 128,907 = 152 + 2.9%).
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Fig. 15. Efecto de la solucion libre de Ca*y del Nifedipino en el efecto inhibitorio del KCI, sobre el
efecto potenciador del RD3 sobre el RD1 en la formacion de AMPc. Muestra la formacién de AMPc con
respecto del control (100%), estimulada por SKF 38393 [1 uM], PD 128,907 [100 nM], KCI [15 mM], Nifedipino
[10 pM] y una solucién libre de Ca*. El efecto potenciador de los receptores D3 sobre los receptores D1 en
la formacion de AMPc es disminuida en ambas graficas (A y B), debido al aumento de Ca** intracelular
generado por el pulso despolarizante con una soluciéon de KCl. En ambos tratamientos, la disminucion
generada en la formaciéon de AMPc, se ve restablecida mediante la falta de influjo de Ca*> generado por la
incubacion con una solucion libre de Ca*?y con el bloqueo de canales de Ca*>tipo L. Para fig. A y B: ***p<
0.001 Vs control; ###p<0.001 y ##p< 0.0.1 vs SFK 38393 + PD 128.907; &p<o.01 vs +KCl + solucion libre de
Ca*> 0 +KClI + Nifedipino; ns, no significativo (ANOVA de una via, seguido de una post-prueba de Tukey,
n=3. 4 réplicas por experimento)
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10.1.5. La  Despolarizacion Aumenta la

Autofosforilacion de la CaMKIIx

El incremento de Ca** citoplasmico estimula la activacion de la CaMKIla
mediante la union del complejo Ca*?/calmodulina, dirigiendo a la autofosforilacion de
la enzima y posteriormente a la fosforilacion de sustratos. Este objetivo fue planteado
para determinar el estado de activacidn de la cinasa por medio de Western Blot (WB),
que estando autofosforilada en el residuo Treonina-286 (T-286) que marca su estado
de activacién puede entonces fosforilar a sus sustratos. Sinaptosomas fueron
preparados para detectar por medio de WB al residuo T-286 fosforilado, en distintos
tratamientos: fosoforilacion basal, fosforilacion en presencia de KCl [15 mM],
fosforilacion en presencia de KN-62 [4 pM] (inhibidor de la CaMKIla) y fosforilacion
en presencia de KCl + KN-62. La activacion de los sinaptosomas para cada caso fue de
10 minutos. La fosforilacion basal fue tomada como 100%. La despolarizacion de
sinaptosomas con KCIl incrementé considerablemente la autofosforilaciéon de la
CaMKIla (Fig. 16. D.O. Relativa 159 + 8% vs control). Este incremento en el estado de
autofosforilacion fue prevenido cuando el KN-62 estubo presente en la solucion de
incubacion (D.O. Relativa 97 +1.6% vs control). Fig 16, también muestra que el KN-62
no modifica significativamente la fosforilacion basal de CaMKIla por si solo(D.O.

Relativa 98 + 0.8% vs control).
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Fig.16. Efecto de la despolarizacion con una solucion con alto
potasio (KCl) sobre el estado de autofosforilacion de la
CaMKIla. Determinacion de la autofosforilacion de la CaMKII por
diferentes tratamientos, KCl [15 mM], KN-62 [4 uM]. En la figura
superior se muestra la imagen representativa de los inmunoblots
utilizando anticuerpos contra la T-286 de la CaMKIlo y CaMKIIa.
En la gréfica inferior se muestra el andlisis cuantitativo de la
CaMKII-P y CaMKII-Total. ***p<o0.0001 vs control; ns, no
significativo (ANOVA de una via seguido de una post-prueba de
T T T T Tukey, n=3)
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10.1.6. La Co-activacion de los receptores D1 y D3

modula la autofosforilacion de la CaMKIla

Con el objetivo de determinar si la co-activacion de receptores D1y D3 tienen
la capacidad de modular el estado de autofosforilacion de la cinasa por si solos, los
sinaptosomas fueron activados en presencia de SKF 38393 [1 uM], PD 128,907 [100 nM]
durante 30 minutos (Fig. 17). La autofosforilacion basal fue tomada como 100%. La
activaciéon de receptores D1 con SKF 38393 aumenté de manera significativa la
autofosforilacion de la CaMKIIa ( D.O. Relativa 125.6 + 6.3% vs control). La activacion

de receptores D3 con PD 128,907, no tuvo efecto sobre la autofosforilaciéon de la
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CaMKIIa (D.O. Relativa 99 + 1.4%). Sin embargo, la co-activacion de receptores D1y

D3 aumenta aun mas la autofosforilacion de la CaMKIla (187 + 14.5% vs control).

CaMKiIl-p

COMKILTOt G - — -

Fosforilacién de CaMKII

30 min Fig. 17. Efecto de la co-activacidon de receptores D1
y D3 sobre el estado de autofosforilacion de la
CaMKIla. Determinacion de la autofosforilacion de la

2007 CaMKII por co-activacién de receptores D1 con SKF
g 150+ * 38393 [1 uM], PD 128,907 [100 nM].En la figura superior
% o oo se muestra la imagen representativa de los
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oA CaMKII-Total. ***p<o0.0001 vs control; *p<o0.01 vs
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,b‘b f](,b\ <<x
> =
L N

- ________________________________________________________________________________________|
M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 84



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

10.1.7. La Potenciacion de los Receptores D1 por los
Receptores D3 en Liberacion de GABA es Dependiente

del Bloqueo de la CaMKIla

Los resultados previamente mostrados indican que el influjo masivo de Ca*>
provocado por la despolarizacion activa a la CaMKlla, teniendo como consecuencia la
inhibicion del efecto potenciador de receptores D3 sobre receptores D1 en la
formacion de AMPc. Debido a que la liberacién de GABA es altamente dependiente
de la formacién de AMPc, ahora decidimos estudiar los efectos de la co-activacién de
receptores D1 y D3 sobre la liberacion de este neurotransmisor inducida por

despolarizacion con una solucién con alto potasio (KCl [15 mM]).

Primeramente decidimos evaluar el efecto de la co-activacion de receptores D1
y D3 sobre la liberacion de GABA. En la fig. 18 (A y B) se muestra que, la liberacién de
GABA estimulada por la activacion de receptores D1 con SKF 38393 en rebanadas
despolarizadas con KCl, no fue aumentada aiin mas cuando se afiadid a la solucién de
perfusion PD 128,907 un agonista de receptores D3 (Area relativa: SKF 38393 = 6.72 +

0.54 vs SKF 38393 + PD 128,907 = 6.32 + 0.18).
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Fig. 18. Efecto de la co-activacion de receptores D1y D3 sobre la liberacion de GABA estimulada por
un pulso despolarizante. Muestra la liberacion de GABA estimulada por SKF 38393 [1 uM], PD 128,907
[100 nM], pulso despolarizante con KCl [15 mM]. A: Muestra el drea bajo la curva de la liberacion de GABA
estimulada por SKF 38393 y PD 128,907. La co-activacion de ambos receptores no aumenta la liberaciéon de
GABA con respecto al SKF 38393 solo. B: Muestra la curva de liberacion de GABA con los diferentes
tratamientos. En el eje de las ordenadas se muestra la liberaciéon de GABA, en el eje de las abscisas se
muestran las fracciones colectadas. Los farmacos fueron afiadidos en la fraccion 3, mientras que el pulso
despolarizante entr¢ a partir de la fraccion 5. **p<o.01, ***p<0.001 vs control; ##p<o.01 vs control; ns, no
significativo (ANOVA de una via seguido de un post-prueba de Tukey, n=4, 5 réplicas por experimento).

Posteriormente, para evaluar si la carencia del efecto potenciador del PD
128,907 sobre la liberacion de GABA estimulada por SKF 38393, fue debido a la
activacion de la CaMKIla, decidimos evaluar la liberacién de GABA en presencia de
KN-62 un inhibidor de la CaMKII« (Fig. 19 A y B). Cuando la CaMKIIa fue bloqueada

con KN-62, fue posible observar el efecto potenciador del PD 128,907 sobre el efecto

- ________________________________________________________________________________________|
M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 86



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

del SKF 38393 en la liberacion de GABA estimulada por KCI (Area relativa: SKF 38393
+ KN-62 = 7.27 + 0.40 vs SKF38393 + PD 128,907 + KN-62 = 12.19 + 0.93, p<0.001). PD
128,907 no tuvo efecto por si solo, ni en presencia de KN-62 (Area relativa: PD 128,907
= 4.43 = 0.29 vs PD 128,907 + KN-62 = 4.16 + 0.83, ns). La liberacion estimulada por
SKF 38393 por si sola, no se modificé cuando se adiciono el KN-62 (SKF 38393 = 6.72

+ 0.54 vs SKF 38393 + KN-62 = 7.27 + 0.40) (Fig. 18 Avs 19 A).

Es importante mencionar que para poder observar el efecto potenciador de los
receptores D3 en experimentos de liberacion de GABA, estos fueron realizados en
presencia de KN-62 (inhibidor de la CaMKIla). En fig. 19 B se muestra que el
antagonismo de receptores D3 con GR 103691 [100 nM] redujo los efectos mostrados
por la concomitante administracion de SKF 38393 + PD 128,907, a los niveles
mostrados por la sola activacién con SKF 38393 (Area relativa: SKF 38393 = 7.40 + 0.47
vs SKF + PD 128,907 + GR 103691 = 6.95 + 0.35, ns). El bloqueo selectivo de receptores
D1 con SCH 23390 [100 nM] completamente elimind la respuesta mostrada por la co-
admistracion de SKF 38393 + PD 128,907, mostrando una respuesta similar a la del
control (Area relativa: control = 4.07 + 0.45 vs SKF 38393 + PD 128,907 + KN-62 +

SCH23390 = 4.14 + 0.5, ns).
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Fig. 19. Efecto de la presencia de KN-62 sobre la liberacion de GABA estimulada por la activacién
de receptores D1y D3. Muestra la liberacion de GABA estimulada por SKF 38393 [1 pM], PD 128,907 [100
nM], SCH 23390 [100 nM], GR 103691 [100 nM] pulso despolarizante con KCl [15 mM], KN-62 [4 pM]. A:
Muestra el area bajo la curva de la liberacion de GABA estimulada por SKF 38393 + PD 128,907 en presencia
de KN-62. El uso de KN-62 desenmascara el efecto potenciador del PD 128,907, sobre la liberacién de GABA
estimulada por SKF 38393. B: Muestra el drea bajo la curva de la liberacion de GABA. La liberacion de GABA
es totalmente dependiente de receptores D1. Los receptores D3 son encargados del efecto potenciador que
genera la activacion de receptores D1. **p<o.01 vs control; ***p<o.001 vs SKF 38393 + Kn-62; #p<0.01 vs PD
128,907 + KN-62, ###p<o0.001 vs control (ANOVA de una via seguido de una post-prueba de Tukey, n=4-5, 4-
5 réplicas por experimento).
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10.1.8. La Activacion de los Receptores D3 Aumenta

la Respuesta de los Receptores D1 por sus Ligandos

Para determinar el mecanismo del efecto potenciador sobre la respuesta
funcional en la co-activacion de ambos receptores, decidimos evaluar la liberacion de
GABA en una curva dosis-respuesta. Fiorentini et al. (2008), mostré que la co-
activacion de receptores D1y D3 en sistemas de expresion heterdloga, los receptores
D3 aumentan la afinidad de receptores D1 por la dopamina. Este objetivo fue
planteado para determinar si la activacion de receptores D3 son capaces de aumentar
la afinidad de receptores D1 por su ligando en la sustancia negra reticulada. Fig. 20 A,
muestra que la liberacion de GABA es dependiente de la concentracidon de SKF 38393
(agonista D1), en presencia y ausencia de PD 128,907 (agonista D3). La dosis efectiva
50 (DEso) para SKF 38393 fue disminuida en presencia de PD 128,907 (DEs, para SKF
38393 = 56.04 nM, IC = 158-19 nM; para SKF 38393 en presencia de PD 128,907 = 4.0
nM, IC = 8.89-1.65 nM). Fig. 20 B, muestra los efectos de la dopamina en presencia y
ausencia de KN-62. La dopamina tiene la capacidad de activar a todos sus receptores,
por lo tanto, estos experimentos fueron realizados en presencia de L-745,870 para
prevenir la activacion de receptores D4 y en presencia de KN-62 para bloquear la
activacion de la CaMKllq, por el pulso despolarizante. La DEs, fue disminuida de 584

nM (IC = 8156-205 nM) a 56 nM (IC = 105-28 nM), en presencia del bloqueo de la
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CaMKIIa con KN-62 (Fig. 20 B). La DEy, para el PD 128,907 no fue significativamente
cambiada por ambas dosis de SKF 38393 utilizadas [75 nM y 1 pM], de 98 nM (IC =

385-25 nM) a 71 nM (IC = 412-4 nM).

I 14 144 ® SKF38303 1 uM
& Control ¢ Control u
@ 129 0 +PD128907100nM  § 124 O +KN62 g 12 O SKF 3839375 i
2 § S g g
T 5 1% s £ 10 3 8 1]
52 o $2 o 52 o A
ég 64 ég 6 5% o ’E’
ol ol s
t ¢ L 4 £ d oy
2 2 2
T T | D |
41409 8 7 6 5 409 8 -7 65 4 A1 409 8 7 6 5
log [SKF 38393 log [DA] log [PD 128,907]

Fig. 20. Curva dosis-respuesta para SKF 38393, Dopamina y PD 128,907, sobre la liberacion de GABA,
estimulada por despolarzacion. Liberacion de GABA estimulada por SKF 38393 [75 nM y 1 pM], PD
128,907 [100 nM], KN-62 [4 pM]. A: Muestra la curva dosis-respuesta sobre la liberacion de GABA, con dosis
crecientes de SKF 38393, agonista selectivo D1 en presencia y ausencia de PD 128,907 [100 nM]. B: Muestra
la curva dosis-respuesta sobre la liberacién de GABA, con dosis crecientes de dopamina en presencia y
ausencia de KN-62 [4 pM]. C: Muestra la curva dosis-respuesta sobre la liberaciéon de GABA, con dosis
crecientes de PD 128,907, agonista selectivo D3 en presencia de SKF 38393 [75 nM y 1 pM]. n = 5 por curva,
5 réplicas por experimento.

10.1.9. La Liberacion de GABA Estimulada por la Co-
Activacion de Receptores D1y D3 Depende de la Via de

Senalizacion AC/AMPc¢c/PKA

Este objetivo fue planteado con el fin de determinar la via de sefalizacion
involucrada en la co-activacion de receptores D1y D3. Para demostrar si la activacion

de la via de sefializacion AC/AMPc/PKA es suficiente para soportar el efecto
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potenciador de los receptores D3, determinamos el efecto de la co-activacion de
rebanadas de sustancia negra reticulada con PD 128,907 [100 nM] y forskolina [10 pM]
(activador de la adenilil ciclasa) sobre la liberacién de GABA (Fig. 21 A). La forskolina
tuvo un tipico efecto esimulatorio sobre la libercaion de GABA, sin embargo, la co-
administracion con PD 128,907 en presencia de KN-62 [4 pM], no tuvo ningun efecto
estimulatoria adicional sobre la liberaciéon de GABA (Area relativa: forskolina + KN-
62 = 6.50 * 0.24 vs forskolina + PD 128,907 + KN-62 = 6.42 + 0.47). Posteriormente
cuando decidimos bloquear la via de sefializaciéon AC/AMPc/PKA, especificamente a
la adenilil ciclasa con NKY8o [10 pM] y la PKA con H89 [10 uM], los efectos de ambos
agonistas SKF 38393 y PD 128,907 (agonista D1y D3, respectivamente) fueron anulados
por completo (Fig. 21 B: SKF 38393 + PD 128,907 + KN-62 = 10.12 + 0.43 vs SKF 38393 +
PD 128,907 + KN-62 + NKY80 = 3.32 + 0.49. Fig. 21 C: SKF 38393 + PD 128,907 + KN-62
= 11.36 + 1.05 vs SKF 38393 + PD 128,907 + KN-62 + H89 = 3.90 + 0.18). Las rebanadas
que fueron tratadas solo con NKY8o o H89 no fueron significativamente diferentes

del control (Fig. 21 By C).
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Fig. 21. Papel de la cascada de sefalizacion sobre la liberacion estimulada por la co-activacion de
receptores D1y D3. Muestra la liberacién de GABA estimulada por SKF 38393 [1 pM], PD 128,907 [100 nM],
KN-62 [4 pM], Forskolina [10 pM] NKY80o [10 pM] y H89 [10 pM]. A: Muestra la liberacién de GABA
estimulada por la co-activacion de la adenilil ciclasa y receptores D3, la co-activacion no aumenta la
liberacion de GABA que es mostrada por la sola activacidn de la adenilil ciclasa. B: Muestra la liberacion de
GABA estimulada por la co-activaciéon de receptores D1 y D3 en presencia de NKY8o. C: Muestra la
liberacion de GABA estimulada por la co-activaciéon de receptores D1y D3 en presencia de H89. **p<o.01y
***p<0.001 vs control; #p<o.01 vs SKF 38393 + PD 128,907; ns, no significativo (ANOVA de una via seguido

de una post-prueba de Tukey, n=3-4, 4-5 réplicas por experimento).
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10.1.10. KN-62 Estimula la Liberacion de GABA

Modulada por la Dopamina Endégena

Este objetivo fue plateado para evaluar si la dopamina enddgena que llega a la
sustancia negra reticulada desde las dendritas de proyeccidén de la sustancia negra
compacta, pueden revelar el efecto potenciador por la co-activacion D1 y D3
previamente descrito. Es importante mencionar que estos experimentos fueron
realizados en animales no reserpinizados, debido a que fue evaluado el efecto de la
dopamina enddgena, que fue liberada por el pulso despolarizante de una solucion de
KCI [15 mM]. La dopamina liberada por el pulso despolarizante fue capaz de activar a
todos los receptores dopaminérgicos presentes en la sustancia negra reticulada (D1,
D3, D4), por ello, fue necesario utilizar antagonistas selectivos para los diferentes
receptores dopaminérgicos con el fin de evaluar solo los de interés (Fig. 23). En la fig.
22 A, se muestra que la presencia de KN-62 en la solucion de perfusion aumenta la
liberacion de GABA estimulada por la sola despolarizacién (Area relativa: Control =
3.36  0.20 vs KN-62 = 4.75 + 0.21, p<0.05). El antagonismo selectivo de receptores D4
con L-745,870 [100 nM], por si solo aument la liberacién de GABA (Control = 3.36 +
0.20 vs L-745,870 = 5.28 + 0.8). En presencia de L-745,870 el KN-62 (efecto de
receptores D1y D3) aumento atin mas la liberacion de GABA mostrada previamente

(L-745,870 = 5.28 + 0.18 vs L-745,870 + KN-62 = 7.83 + 0.75, p<o.001). En fig 22 B, el
]
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antagonismo selectivo de receptores D3 con GR 103691 [100 nM], bloque? la liberacion
estimulada por KN-62 + L-745,870, indicando que el efecto potenciador ha sido
eliminado por el uso del GR 103691, quedando solo el efecto de receptores D1. En la
fig. 22 C, el antagonismo selectivo de receptores D1 con SCH 23390 [100 nM], redujo
la liberacion de GABA inducida por la despolarizacion (efecto de RD4) (Control = 3.97
+ 0.02 vs SCH 23390 = 2.17 + 0.09, p<0.05). SCH23390 también redujo le incremento
producido por la adicién de KN-62, mostrando la necesidad de la activacién de
receptores D1 para los efectos estimulatorios (SCH23390 = 2.17 + 0.08 vs SCH 23390 +

KN-62 = 2.27 + 0.10, ns).
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Fig. 22. Efecto de la dopamina endogena sobre la liberacion de GABA en animales no
reserpinizados y los efectos de los diferentes antagonistas dopaminérgicos. Muestra la liberaciéon de
GABA estimulada por KCI [15 mM], KN-62 [4uM], L-745.870 [100 nM], GR 103691 [100 nM], SCH 23390 [100
nM]. A: KN-62 aumenta la liberacion de GABA en ambas condiciones control y L-745,870. B: El antagonismo
selectivo de receptores D3 con GR 103691 previene el efecto del KN-62 y sobre la condicién con L-745,870.
C: El antagonismo selectivo de receptores D1 con SCH 23390, previene el efecto potenciador mostrado por
el KN-62 sobre la liberacion de GABA. *p<o.05, **p<o0.01, ***p<0.001 vs control; #p<o.01 vs L-745,870 + KN-
62; ##*p<0.001 vs L-745,870; ns, no significativo (ANOVA de una via seguido de una post-prueba de Tukey;

n=3-4, 4-5 réplicas por experimento).

M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 95



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

10.2. Ratas Hemiparkinsonicas

10.2.1. La Activacion de Receptores D3 inhibe la

Formacion de AMPc Estimulada por Receptores D1

Este objetivo fue desarrollado con el fin de dilucidar el efecto que tiene la
activacion de receptores D3 sobre la formacion de AMPc (en sinaptosomas)
estimulada por receptores D1 en el lado denervado y el lado intacto de ratas
hemiparkinsoénicas. En el lado denervado, la activacion de receptores D1 con SKF
38393 [1 uM] aumentd considerablemente la formacién de AMPc (Fig. 23 A: SKF 38393
=149 + 9% vs control; p<o0.001). La posterior cuando se determind la respuesta de la
co-activacion de receptores D1y D3 se encontré que, el PD 128,907 [100 nM] es capaz
de disminuir la respuesta ejercida por el SKF 38393 (Fig. 23 A: SKF 38393 + PD 128,907
=98 +10% vs SKF = 38393 149; p<0.001). PD 128,907 por si solo no tiene ningtn efecto
sobre la formacién de AMPc (PD 128,907 = 103 + 8.8% vs control; no significativo). En
figura 23 B, se muestra el efecto de la co-activacion de receptores D1y D3 en el lado
intacto de ratas hemiparkinsénicas. La activacion de receptores D1 con SKF 38393
incremento la formacion de AMPc (Fig. 23 B: SKF 38393 = 130 + 5.7% vs control;
**p<o0.01). La co-administracion de SKF 38393 + PD 128,907 increment6 ain mas la

respuesta mostrada por la sola estimulacion del SKF 38393, evidenciando el efecto
-
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potenciador del PD 128,907 (Fig. 23 B: SKF 38393 + PD 128,907 = 152 + 10% vs SKF 38393
=130 *+ 5%; ***p<0.01). La sola administracion de PD 128,907 no modificé la formacion

de AMPc (PD 128,907 = 104 + 6% vs control; no significativo).
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Fig. 23. Efecto de la co-activacion de receptores D1 y D3 sobre la formacién de AMPc en ratas
hemiparkinsonicas. Muestra la formacion de AMPc en sinaptosomas estimulada por SKF 38393 [1 uM] y
PD 128,907 [100 nM]. A: En el lado denervado, la activacion de receptores D3 bloquea la formacion de AMPc
estimulada por receptores D1. B: En el lado intacto, la activacion de receptores D1 aumenta la formacion de
AMPc respecto al control, la activacion de receptores D3 potencia el efecto de la activacion de receptores
D1. ***p<0.001 vs control; **p<o.01 vs control; #p<o.o1 vs SKF 38393 (ANOVA de una via seguido de una
post-prueba de Tukey; n=3-4; 4-5 réplicas por experimento).
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10.2.2. La Activacion de Receptores D3 Inhibe la
Liberacion de GABA Estimulada por Receptores D1, de
Manera Dosis-Dependiente. Incremento en Ila

Sensibilidad de Receptores D3

Este objetivo fue realizado con el fin de averiguar si los efectos en la
disminucion de la liberacion de GABA eran dependientes de la concentracion de PD
128,907 [0.1 nM - 1 uM]. La liberacién de GABA estimulada por SKF 38393 [1 uM] fue
prevenida por la adicion de PD 128,907 a dosis crecientes de 0.1 nM a 1 pM,
encontrando la mayor inhibicion a 100 nM (Fig. 24). Interesantemente, el andlisis de
la curva mostré que el PD 128,907 disminuy6 la DEs, con respecto a la encontrada en

ratas normales (ver fig. 20), a un valor de 3 nM.

12.5+
EC,,=3nM . .
_ Fig. 24. Curva dosis-respuesta sobre la
g 10.0+4 *) liberacion de GABA en el lado denervado.
% 1 Muestra la liberacion de GABA estimulada por
° SKF 38393 [1 pM] y PD 128,907 [0.1 nM - 1 pM].
@ /.57 La liberacién de GABA estimulada por el SKF
8 38393 es inhibida por las concentraciones
<T: 5.04 crecientes de PD 128,907, agonista para RD3.
DEs, = 3 nM para PD 128,907.
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10.2.3. El Efecto Inhibitorio de los Receptores D3 en

el Parkinson Experimental se Encuentra a Nivel de la

Adenilil Ciclasa

Una vez que determinamos que en el Parkinson experimental, la activacion de
receptores D3 es capaz de inhibir la respuesta ejercida por la activacion de receptores
Ds, tanto en la formacién de AMPc como en liberacion de GABA, nos dimos a la tarea
de determinar a qué nivel de la via de sefializacidn se encuentra dicha inhibicién. Para
esto realizamos experimentos de liberacién de GABA en el lado denervado, en
presencia de Forskolina [10 pM] un activador de la adenilil ciclasa, 8-Br-AMPc [350
pM] un activador de la PKA y PD 128,907 [100 nM] agonista selectivo de receptores
D3. Es importante mencionar que solo se presentaran los experimentos realizados en
el lado denervado, ya que en el lado intacto no hubo cambios con los diferentes
tratamiento efectuados. La activacién de la adenilil ciclasa en las rebanadas con
Forskolina incrementd considerablemente la liberacion de GABA (Fig 25 A: Forskolina
= 12 + 3.9% vs control= 3.24 + 0.67; p<o.01). La adicién de PD 128,907 redujo por
completo el efecto mostrado previamente por la sola administracién de Forskolina,
llegando a niveles mostrados por el control (Forskolina + PD 128,907 = 3.64 + 0.15 vs
Forskolina =12 + 3.9; p<0.01). La sola presencia de PD 128,907 no modificoé la respuesta,

mostrandose como el control (PD 128,907 = 3.3 + 0.9 vs control = 3.24 + 0.67; no
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significativo). Al estudiar los efectos de la activacion de la PKA, encontramos que la
presencia de 8-Br-AMPc incremento la liberacién de GABA (Fig. 25 B: 8-Br-AMPc =
8.3 = 1.6 vs control = 4.6 + 0.7; p<o.01). La adiciéon de PD 128,907 no modificé la
respuesta mostrada por el 8-Br-AMPc (8-Br-AMPc + PD 128,907 = 8.16 + 0.4 vs 8-Br-
AMPc = 8.3 + 1.6; no significativo). La sola presencia de PD 128,907 no modificé la
liberacién de GABA con respecto al control (PD 128,907 = 4.85 + 0.38 vs control = 4.6

+ 0.7; no significativo).
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Fig. 25. Via de senalizacion en la activacion de receptores D3 en la denervacion dopaminérgica
(Lado denervado). Muestra la liberacion de GABA en rebanadas de la SNr estimulada por un puso
despolarizante con KCI [15 mM] en presencia de Forskolina [10 pM], 8-Br-AMPc [350 pM] y PD 128,907 [100
nM]. A: La liberacién de GABA estimulada por la Forskolina se ve prevenida por la presencia de PD 128,907.
B: La presencia de PD 128,907, no modifica la liberaciéon de GABA estimulada por 8-Br-AMPc. En A: *p<o.01
vs control y vs Forskolina + PD 128,907. En B: *p<o.01 vs control (ANOVA de una via seguido de u post-
prueba de Tukey; n=3-4; 4-5 réplicas por experimento).
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11. Discusion

11.1. Co-expresion de Receptores D1 y D3 en

Terminales Estriado-Nigrales

El hallazgo de que receptores D1y D3 se encuentren presentes en terminales
estriado-nigrales (Fig. 12), aunado a que la co-activacion de ambos receptores
fuertemente estimula la liberacion de GABA y la formacion de AMPc, nos proporciona
una evidencia de que estos receptores se encuentran co-expresados en la misma
poblacion neuronal. Estas terminales nerviosas son, en su mayoria, de origen
GABAérgico, la mayoria de estas son provenientes del estriado (terminales estriado-
nigrales) (Parent and Hazrati, 1995), mientras que la otra parte es proveniente del
globo palido (Smith and Bolam, 1989). Esta inervacion GABAérgica se encuentra
anatomicamente distribuida, encontrando en terminales estriado-palidales la
expresion de receptores D4 (Acosta-Garcia et al., 2009), mientras que en las terminales
estriado-nigrales se encuentran expresados receptores D1 (de Jests Aceves et al., 2011).
Evidencia adicional muestra la presencia de RNAm para receptores D1 y D3 en
neuronas espinosas medianas que también expresan el mensajero para sustancia P
(Surmeier et al., 1996), es decir, se encuentran en neuronas de proyeccion estriado-

nigral. Interesantemente se ha mostrado la presencia de la proteina para el receptor
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D3 en la sustancia negra reticulada, pero no asi el RNAm para este receptor (Diaz, et
al, 1995), lo que sugiere un origen externo de los receptores D3 presentes en la SNr.
Nuestros experimentos de inmuno-precipitacion realizados en terminales estriado-
nigrales, muestran que estos receptores se encuentran interactuando en la misma
neurona, como previamente se mostrd la interaccion de receptores D1y D3 en el
estriado (Fiorentini et al., 2008) y en sistemas de expresion heterdloga (Marcellino et
al., 2008). Por lo tanto, nuestras observaciones junto con las encontradas en la
literatura, indican fuertemente que la co-expresion de receptores D1 y D3 en
terminales estriado nigrales puede modular la respuesta funcional de estas terminales

nerviosas (Cruz-Tryjillo, 2013).

11.2. Senalizacion Atipica de los Receptores D3

En los experimentos realizados en este trabajo, los efectos de la activacion de
receptores D3 fueron atipicos para un receptor que es miembro de la familia del tipo
D2. En general, los receptores pertenecientes a esta familia, interacttian con proteinas
Gai/o inhibiendo la formacién de AMPc (Missale et al., 1998). Estudios realizados en
sistema limbico muestran que, la activacién de receptores D3 actiia como un miembro
tipico de la familia D2, inhibiendo la sefalizacién a través de la cascada AMPc/PKA
(Schwartz et al., 1998). Sin embargo, este autor también sugiere que la sefalizacion de

receptores D3 puede ocurrir de manera atipica, al tener un efecto sinergista con los
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receptores D1 (Schwartz et al., 1998). En la figura 20, se muestra que el efecto
potenciador en la respuesta funcional, depende del aumento en la afinidad de los
receptores D1 por su ligando, provocado por la activacion de receptores D3. Otros
estudios han mostrado que, la estimulacién de receptores D3 incrementa la afinidad
de los receptores D1 por su ligando en el estriado (Marcellino et al., 2008). Basados en
estos hallazgos previamente descritos y en las observaciones realizadas por otros
autores (Fiorentini et al., 2008 y Marcellino et al., 2008), podria proponerse que la
formacion del heterodimero Di-D3, puede ser responsable de esta interaccion
funcional. Sin embargo, la afirmacién de que esta respuesta se debe a la formacion de
un heterodimero deberd tomarse con cautela, hasta mostrar contundentemente la
interaccién fisica entre estas dos proteinas. Por lo tanto, estos resultados son los
primeros en mostrar que la co-activacion de receptores D1 y D3, estimulan la
liberacion de GABA y la formacion de AMPc en las terminales estriado-nigrales

(Avalos et al., 2010; Cruz-Trujillo et al., 2013).

11.3. Modulacion de la Actividad de Receptores D3

por la CaMKIlux en las Terminales Estriado-Nigrales

El trabajo realizado en este proyecto establece que, la CaMKIla se encuentra
regulando la actividad de receptores D3 en terminales estriado-nigrales. En esta

estructura, la activacion de receptores D3 potencia la respuesta mostrada por la
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activacion de receptores D1, sobre la liberacion de GABA y la formacion de AMPc
(Avalos et al., 2010; Cruz-Trujillo et al., 2013). En experimentos de formacion de AMPc,
los procedimientos que incrementaron las concentraciones de Ca** intracelular
(ionomicina y despolarizacion con KCl), bloquearon el efecto potenciador de la
activacion de receptores D3. El bloqueo selectivo de la CaMKIla con su inhibidor el
KN-62 revirtié el efecto mostrado por el aumento del Ca*? indicando que la CaMKIla
se encuentra mediando esta respuesta. En acuerdo con esta conclusiéon encontramos
que, los efectos dependientes de la despolarizacion fueron prevenidos cuando se
incubo con una solucion libre de Ca*>y en presencia de nifedipino (Fig. 15 A y B),
implicando una fundamental participacion del Ca*>en la activacién de la CaMKIle.
Ademas, mostramos que la despolarizacion fue capaz de aumentar el estado de auto-
fosforilacion (activacion) de la CaMKIla, en una manera sensible al KN-62 (Fig. 16). La
activacion de receptores D3 no mostré un efecto potenciador sobre la liberacién de
GABA que fue estimulada por un pulso despolarizante ni la formacion de AMPc, sino
hasta que estuvo presente en la solucion el KN-62 (Fig. 19 y 14), indicando que la
CaMKlIlx en su forma activa, es capaz de bloquear los efectos de la activacion de
receptores D3. Esto comprueba la falta del efecto potenciador sobre la liberacién de
GABA estimulada por la co-activacion de receptores D1y D3, cuando estuvo ausente
el KN-62 (Fig. 18). Después de la inhibicién de la CaMKIlIg, los efectos de la activacion
de receptores D3 en tejido despolarizado, fueron similares a los reportados en tejido
no despolarizado sobre la liberaciéon de GABA espontanea que fue medida por

corrientes miniaturas (Cruz-Trujillo et al., 2013). En ambos casos, el efecto
N

M. EN C. JOSE ARTURO AVALOS FUENTES 104



Interaccion de Receptores Dopaminérgicos D1-D3: Modulacién
por la Calcio Calmodulina Cinasa tipo II

potenciador solo pudo ser observado cuando receptores D1y D3 fueron co-activados.
Es importante mencionar que, el efecto potenciador de los receptores D3 también
puede observarse a nivel conductual. Marcellino et al. (2008), mostro6 que la activacion
de receptores D3 incrementa aun mas la actividad locomotora de un ratén, cuando es
co-activado con receptores D1, debido muy probablemente a los efectos celulares que

en este trabajo son descritos.

Nuestros experimentos demostraron que, la interaccion D3/CaMKlla es mas
amplia que la originalmente sugerida por Liu et al. (2009), donde se propone que la
interaccion D3/CaMKIla fue confinada solamente al ntcleo accumbens, ya que no se
encontro en alguna otra drea del cerebro que ellos examinaron. Interesantemente, la
modulacién de la CaMKIlIa en la sustancia negra reticulada es selectiva para receptores
D3. EL KN-62 modifico el efecto del PD 128,907 y de la dopamina actuando sobre los
receptores D3 (Fig. 14, 19 y 20), pero no, sobre las acciones de antagonistas para
receptores D4 (L-745,870) o receptores D1 (SCH 23390) (Fig. 22). Liu et al. (2009),
concluyé que la CaMKlla regula a receptores D3 situados post-sindpticamente en el
NAcc, debido a que estos receptores fueron encontrados en gran numero en la
densidad post-sinaptica purificada. Nuestros experimentos demostraron que la
interaccion D3/CaMKIlq, se lleva a cabo de manera pre-sinaptica: 1) Porque los
experimentos de formacion de AMPc fueron llevados a cabo en terminales pre-

sindpticas purificadas (sinaptosémas), y 2) Porque la CaMKIla es capaz de inhibir la
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liberacion de GABA que es dependiente de Ca** e inducida por despolarizacion con

KCL

11.4. Los Receptores D3, la Liberacion de GABA y la

Via de Senalizacion AC/AMPc¢/PKA

En la mayoria de las estructuras cerebrales donde se co-expresan los receptores
D1y D3, estos tienen efectos antagonicos, ya que los receptores D1 interactian con
proteinas Gos/olf , mientras que los receptores D3 interactian con proteinas Gaijo
(Schwartz et al., 1998; Liu et al., 2009). En otras estructuras se ha mostrado que estos
dos receptores pueden actuar de manera sinergista, donde los receptores D3
aumentan los efectos mostrados por receptores D1 (SNr, estriado, islas de Calleja y
cultivos celulares). Tanto en estas condiciones previamente reportadas (Schwartz et
al., 1998; Fiorentini et al., 2008; Marcellino et al., 2008; Cruz-Trujillo et al., 2013) como
en nuestros experimentos, el efecto potenciador de los receptores D3 solo es posible
cuando los receptores D1 son co-activados. Algunos de estos investigadores (Fiorentini
et al., 2008 y Marcellino et al., 2008) han estudiado estas interacciones tanto en
estriado como en cultivos celulares, concluyendo que la co-activacion es necesaria
porque la respuesta exacerbada es generada a través de la formacion de un
heterodimero. La carencia de efecto de los receptores D3 sobre la liberacion de GABA

estimulada por Forskolina (Fig. 21) coincide con la idea de que pudiera tratarse de un
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heterodimero, ya que la activacion de receptores D3 no le confiere ningin aumento
de sensibilidad a la respuesta mediada por el incremento en la actividad de la adenilil
ciclasa estimulada por la Forskolina, indicando que la interaccidn de receptores D1/D3
ocurre rio arriba de la adenilil ciclasa en la cascada de sefializacion. Experimentos
sobre la formacion de AMPc y la liberacion de GABA han mostrado que la respuesta
funcional es totalmente dependiente de la activacion de receptores D1 (Fig. 13 By 19
B), mientras que la activacion de receptores D3 potencia los efectos mostrados por la
activacién de receptores D1, ya que la presencia de un antagonista selectivo para
receptores D3 (GR 103691) previene el efecto potenciador mostrado por la co-
activacién de ambos receptores, y el bloqueo selectivo de receptores D1 previene por
completo cualquier respuesta mostrada por la activaciéon de ambos receptores,
sugiriendo fuertemente que los receptores D1 gobiernan esta respuesta funcional. Esta
conclusién estda en acuerdo con la evidencia de que la via de senalizaciéon
AC/AMPc/PKA es el mayor determinante de la liberacién de GABA en la sustancia
negra reticulada que es mediada por receptores D1 (Nava-Asbell et al., 2007). Aunado
a esto, la supresion de la respuesta en la liberaciéon de GABA, generada por el bloqueo
en la via de sefializacion AC/AMPc/PKA con inhibidores tanto de la adenilil ciclasa

(NKY 80), como de la PKA (H89) fuertemente soportan esta conclusion.
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11.5. Incremento de la Afinidad de los Receptores D1

por los Receptores D3

En los experimentos realizados sobre la curva de liberacion de GABA fue
posible determinar la procedencia del efecto potenciador antes mencionado.
Previamente se ha discutido que los receptores D3 estan favoreciendo el efecto
potenciador, rio arriba en la cascada de sefializacidon, al no modificar la liberacion de
GABA estimulada por la activacién de la adenilil ciclasa con Forskolina. En los
resultados mostrados en la figura 20 A, cuando se co-activaron receptores D1y D3, la
dosis efectiva 50 (DEso) para el SKF 38393 fue disminuida de 56 a 4 nM, indicando que
la activacion de receptores D3 incrementa la afinidad de los receptores D1 por su
ligando. En la figura 20 B, la DEs, para la dopamina fue reducida por el KN-62 de 584
a 56 nM. La presencia del KN-62 es fundamental para desenmascarar el efecto de los
receptores D3 activados por la dopamina, en experimentos de liberaciéon donde se
lleva a cabo la despolarizacion. La formacion del heterodimero D2-D3 ha sido
reportada previamente (Scarselli et al., 2001; Pou et al., 2012), teniendo una huella
bioquimica similar a la que se muestra en este trabajo, donde, en el heterodimero D2-
D3 la afinidad de los receptores D2 se ve aumentada por la co-activacion con
receptores D3. En el presente trabajo, los efectos sobre el aumento en la afinidad

durante la activacion de receptores D3 in vivo, indican que los receptores D1 se
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encuentran mas sensibles a concentraciones mas bajas de dopamina, que aquellos
receptores D1 que se encuentran solos. Otro estudios en acuerdo con los hallazgos
aqui mostrados, indican que la activacion de receptores D3 incrementa la afinidad de
receptores D1, tanto en estriado como en células HEK (Marcellino et al., 2008;
Fiorentini et al.,, 2008). Aunado a esto, también ha sido mostrado en células
transfectadas, que la co-activacion de receptores D1 y D3 modifica el trafico del
receptor D1, es decir, la activacion de receptores D3 reduce la internalizacion de

receptores D1 inducida por su agonista (Fiorentini et al., 2008).

11.6. Modulacion de la Liberacion de GABA

Dependiente de la Interaccion D3/CaMKIla

Shakiryanova et al. (2011), puntualizé que el disparo de potenciales de accién
puede activar a la CaMKIla. Esta activacion puede ser lenta y dependiente de la
frecuencia: a baja frecuencia la actividad de la enzima no fue detectada, sin embargo,
cuando las neuronas dispararon a altas frecuencias, la actividad de la enzima fue
claramente detectada. Estas observaciones junto con nuestros hallazgos muestran que
la activacion de la CaMKlIla es dependiente del influjo de Ca*?* generado por la
despolarizacion, y que esta activacion es capaz de modular la funcion de receptores
D3 localizados en la SNr. Los resultados de Shakiryanova et al. (2011), sugieren que a

una baja tasa de disparo de potenciales de accién, la CaMKIlx puede estar inactiva
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teniendo un receptor D3 funcional, mientras que, a una alta tasa de disparo de
potenciales de accién la CaMKIlax puede activarse teniendo como resultado la
inhibicion de receptores D3. Teniendo en cuenta los resultados de Shakiryanova et al.
(2011), junto con los obtenidos en este trabajo, puede proveernos las bases de una
compleja regulacion en la interaccién D3/ CaMKIla. Donde durante una baja actividad
neuronal (baja tasa de potenciales de accion) los receptores D1y D3 tienen un efecto
sinergista sobre sus efectos funcionales, es decir, los receptores D3 sensibilizan a los
receptores D1 aumentando su respuesta. En contraste, una alta actividad neuronal
(alta tasa de potenciales de accion) puede interferir con la interaccion sinergista Di-
D3. En estructuras donde los receptores D1y D3 son antagonistas, los receptores D3
actuarian como freno para los receptores D1 a bajas frecuencias, mientras que a altas
frecuencias se activaria la CaMKIla removiendo el efecto inhibitorio sobre los

receptores Di.

11.7. Efecto Inhibitorio de los Receptores D3 en el

Parkinson Experimental

La denervacion dopaminérgica trae consigo una re-organizacion en la
estructura del funcionamiento de los sistemas involucrados, que comunmente son
llamados cambios plasticos. Muchos cambios plasticos han sido reportados a causa de

la denervacién dopaminérgica (Napolitano et al., 2002; Pierson et al., 2004; Lessner et
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al., 2010). La supersensibilidad de los receptores para dopamina generada por la lesion
del sistema dopaminérgico, es una caracteristica en estos modelos de Parkinson
experimental (Gerfen et al., 1990; Cai et al., 2002). Nuestros resultados muestran que
efectivamente los receptores D1 se supersensibilizan ante la lesion dopaminérgica,
que, aunque disminuyen en nimero se encuentra incrementado su efecto por cambios
en su via de sefializacion (Rangel-Barajas et al., 2008), teniendo como resultado una
respuesta funcional sobre la formacion de AMPc mads incrementada que la que
presenta la misma condicion en el lado intacto de ratas hemiparkinsonicas (Fig. 23 A).
Los resultados obtenidos en el lado lesionado de ratas hemiparkinsénicas muestran
que la activacion de los receptores D3 per se, no es capaz de modular la formacion de
AMPc, sin embargo cuando los receptores D3 son co-activados con los receptores Di,
se puede observar claramente el efecto inhibitorio sobre la formacién de AMPc que es
estimulada por la activacion de receptores D1 (Fig. 23 A). La inhibicion en la formacion
de AMPc puede ser explicada por el acople de receptores D3 a proteinas Gato
(McAllister et al., 1995), lo que conlleva a una disminucién en la formacion de AMPc
por inhibicion de la adenilil ciclasa (Robinson and Caron, 1997). Interesantemente,
esta respuesta funcional solo es observada cuando los receptores D3 son co-activados
con receptores D1, sugiriendo que su funcionalidad esta restringida a la co-activacion
con receptores D1. Como se menciond anteriormente, la denervacién dopaminérgica
provoca la supersensibilidad de los receptores D1, aunado a esto se ha mostrado que
los receptores de la familia del tipo D2 también se supersensibilizan aumentando su

numero (Cai et al., 2002). Resultados mostrados en este trabajo demuestran que la
-
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denervacion dopaminérgica supersensibiliza a los receptores D3 al disminuir la dosis
efectiva 50 de su agonista selectivo el PD 128,907 medida sobre la liberacion de GABA
(DEso = 3 nM), con respecto a una rata normal que representa el lado intacto de una
rata hemiparkinsonica (ver figuras 20 C y 24), mostrando que su efecto inhibitorio es
dependiente de la concentracion de PD 128,907, teniendo su efecto maximo
inhibitorio a una concentracion de 100 nM (Fig. 24). Sin embargo, experimentos
adicionales (por ejemplo Binding de radioligando) seran necesarios para demostrar si
los receptores D3 presentes en la SNr podrian estar aumentando en numero.
Consistente con la idea de que, ante la denervacién dopaminérgica el numero de
receptores D3 aumenta en la membrana, se ha reportado la existencia de una isoforma
del receptor D3 generada por “splicing alternativo” llamada D3nf (Fishburn et al., 1993;
Richtand, 2006; Pritchard et al., 2006), y que los receptores D3 puede formar hetero-
dimeros con esta isoforma teniendo como consecuencia la internalizacién de
receptores D3 evitando su sefializaciéon (Richtand, 2006; Richtand et al., 2010; Karpa
et al., 2000; Elmhurst et al., 2000). Evidencia adicional mostrada por Prieto et al.
(2010), ha reportado que la denervacion dopaminérgica disminuye la expresion de esta
isoforma (D3nf). Teniendo en cuenta esta informacién podria especularse que ante la
denervacion dopaminérgica, en nuestro sistema hay mdas receptores D3 que pueden
acoplarse a proteinas Gai/o. Datos no publicados por nuestro grupo de trabajo han
mostrado que en la denervacion dopaminérgica no hay disrupcion de la interaccidon
RD1-RD3 observada por inmuno-precipitacion, lo que concuerda con la especulacion

que previamente ha sido descrita (el incremento de receptores D3 que pueden
- - - - - ]
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acoplarse a proteinas Gaio). Evidencia adicional en este trabajo, ha mostrado que
efectivamente la respuesta inhibitoria que tiene la activacion de receptores D3 sobre
la activacion de receptores D1, se debe al acople de receptores D3 a proteinas Gatyo, ya
que los efectos sobre la liberacion de GABA estimulada por la activacién de la adenilil
ciclasa con Forskolina son inhibidos por la activacion de receptores D3, y no asi, los
efectos de la liberacion de GABA por activacion de la PKA con 8-Br-AMPc, indicando
que el efecto inhibitorio de los receptores D3 en la denervacion dopaminérgica se
encuentra a nivel de la adenilil ciclasa (Fig. 25, 28). Previamente se menciond que, en
ratas normales fue necesario el uso de KN-62 (inhibidor de la CaMKIl«) para poder
revelar el efecto de los receptores D3. Interesantemente, los experimentos realizados
en la denervacion dopaminérgica fueron realizados en ausencia de KN-62 (Fig. 24, 25).
Reportes recientes han mostrado que en diferentes modelos de Parkinson
experimental, se ha encontrado una anormalidad en la funcién de la CAMKIIa
(Moriguchi et al., 2012; Picconi et al., 2004), aunado a esto Lessner et al. (2010), ha
reportado que en la denervacion dopaminérgica se disminuye la expresion de
Calmodulina (CaM), proteina que es fundamental para la activacion de la CaMKIIa
(Colbran and Brown, 2004; Hudmon and Schulman, 2002; Griffith et al., 2004). Por lo
tanto, en la denervacién dopaminérgica el efecto inhibitorio de los receptores D3 en

ausencia de KN-62, bien podrian ser explicados de esta manera.
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Fig. 26. Localizacion de los diferentes
receptores dopaminérgicos en las aferentes
ala SNr que modulan la liberacion de GABA.
Muestra que los receptores D1 y D3 se
encuentran en las terminales estriado-nigrales,
mientras que, receptores D4 se encuentran
expresados en terminales palido-nigrales. En
azul se muestran proyecciones GABAérgicas, en
Rojo proyecciones Glutamatérgicas y en
Amarillo proyecciones Dopaminérgicas.
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Fig. 27. Representacion esquematica de una terminal estriado-nigral. En la imagen se muestra un terminal
pre-sindptica, donde el inflijo masivo de Ca*> provocado por la co-activacion de receptores D1y D3, activa a la
CaMKI]I, esta cinasa en su forma activa migra a la membrana y se le une a los receptores D3, evitando el efecto
potenciador sobre receptores D1.
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AC

Fig. 28. Representacion esquemadtica de una terminal estriado-nigral en el Parkinson experimental. En
la imagen se muestra una terminal pre-sinaptica en el Parkinson experimental y los cambios que ocurren con la
denervacion dopaminérgica. A pesar del influjo masivo de Ca*> por el pulso despolarizante no hay activaciéon de
la CaMKI]I, evidenciando el efecto inhibitorio de la activacién de receptores D3 en el Parkinson experimental.
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12. Conclusiones

Ratas Normales:

e Los receptores Di-D3 se encuentran interactuando de en las terminales
estriado-nigrales.

e Laactivacion de los receptores D3 aumenta la sensibilidad y la respuesta
funcional delos receptores D1.

e La via de senalizacion AC-AMPc-PKA es la involucrada en la co-
activacion de receptores D1-D3.

¢ Elinflujo masivo de Ca**a la terminal activa a la CaMKIlq, lo que inhibe

el efecto potenciador de los receptores D3 sobre los receptores D1.

Ratas Hemiparkinsodnicas:

e La activacion de los receptores D3 bloquea los efectos de los receptores
D1 sobre la liberacién de GABA vy la formacién de AMPc.

o El efecto inhibitorio por los receptores D3 se ejerce a través de inhibir a
la adenilil ciclasa.

e Ladenervacion dopaminérgica supersensibiliza a los receptores D3.
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