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RESUMEN
La sustancia nigra reticulada (SNr) es el nucleo donde se filtra y procesa la informacién

proveniente de aferencias excitatorias e inhibitorias del circuito de los ganglios basales
(GB), la integracidn de esta informacidn resulta en la ejecucién del movimiento voluntario.
La actividad de las neuronas de la SNr es modulada por los neurotransmisores: glutamato,
dopamina y GABA, través de distintos tipos de receptores presindpticos. Entre dichos
receptores se encuentran los dopaminérgicos, los cuales por su ubicuidad en los GB vy

especialmente en la SNr, revisten gran relevancia.

En ese sentido, se tiene conocimiento de que el receptor D3 se encuentra expresado en
terminales subtalamo-nigrales, estriado-nigrales y en las dendritas de la sustancia nigra
compacta, adicionalmente se sabe que la activacion in vivo de dicho receptor disminuye la
actividad motora en animales. Ademas, la localizacion del receptor D3 junto con estudios
in vitro que han mostrado que modula la liberaciéon del neurotransmisor de la terminal
donde se encuentra, indican su posible influencia sobre la via nigro-taldmica y por

consecuencia en la actividad motora.

La escasa informacion acerca de la participacién de los receptores D3 presinapticos en el
control del movimiento, aunado a la gran importancia de la modulacién dopaminérgica
para la generacion del mismo, llevaron a desarrollar el presente trabajo. En este trabajo se
investigd la funcion de dichos receptores en condiciones fisioldgicas, Parkinson
experimental y en el tratamiento con L-Dopa. Para ello, se realizdé la mediciéon de los
neurotransmisores dopamina, GABA vy glutamato a través de experimentos de
microdialisis de ratas en libre movimiento mediante HPLC y se realizd una evaluacién de la

actividad motora de las mismas para establecer una correlacidon entre ambos paradmetros.

La perfusidon del antagonista D3 GR103691 en la SNr, asi como la administracién sistémica
del antagonista D3 U991194 en condiciones fisioldgicas, produjo un incremento local de
glutamato, dopamina y GABA, acompafiado por un incremento simultaneo en la actividad

motora del animal; indicando la posible actividad ténica del receptor D3.



El bloqueo local concomitante de los receptores D3 y D1 (SCH23390) no afectd el
incremento en el nivel de dopamina, pero redujo el de glutamato, previno el de GABA y
ademas previno los efectos sobre la actividad motora. Interesantemente, se comprobd
que el glutamato liberado por el bloqueo del receptor D3 estimula la liberaciéon de
dopamina mediante la activacidn de receptores NMDA, ya que el bloqueo con &acido
kinurénico previno el incremento de dopamina y adicionalmente el de GABA y glutamato.
De manera similar, el bloqueo intranigral del receptor D1 previo a la administracién
sistémica de U99194A disminuyd los incrementos de los neurotransmisores y la actividad
motora. Estos resultados resaltan el rol de los receptores D1 y D3 en el control motor y
ayudan a explicar los efectos de la administraciéon in vivo de drogas dirigidas al receptor

D3.

Por otra parte, la coadministracion de GR103691 y L-Dopa en condiciones de Parkinson
experimental produjo un incremento mayor de glutamato comparado con el que produce
la administracion de L-Dopa per se. Por lo anterior, es posible que la dopamina producida
a partir de la L-Dopa, esté activando a los receptores D3 subtalamo-nigrales y por lo tanto
se reduce la liberacién de glutamato de estas terminales, lo que disminuye la actividad del

nucleo de salida y por lo tanto se promueve el movimiento.

Los resultados sugieren que los receptores D3 nigrales son cruciales para la modulacion de
los neurotransmisores que influencian a la SNr, ya que a través de su actividad toénica
contribuyen a la produccién del movimiento por distintos mecanismos. Por lo tanto, el
presente trabajo podria sugerir al receptor D3 como un probable blanco terapéutico
durante el tratamiento con L-Dopa, ya que la activacion del mismo podria favorecer el

efecto de dicho farmaco durante la EP: la regeneracidon del movimiento.



ABSTRACT

Substantia nigra reticulata (SNr) is a nucleus where the excitatory and inhibitory inputs of
basal ganglia circuit (BG) are filtered and processed, the integration of this information
results in the execution of voluntary movement. The activity of SNr neurons is modulated
by glutamate, dopamine and GABA, through different types of presynaptic receptors.
Among these receptors, Dopaminergic Receptors are of great relevance, due to their
ubiquity in the BG, especially in SNr.

It is known that D3 dopamine receptors (D3DRs) are expressed in subthalamo-nigral,
striato-nigral terminals and in dendrites of Substantia Nigra Compacta (SNc); additionally,
it has been shown that, in vivo activation of such receptors decreases motor activity in
animals. In addition, in vitro studies have shown that D3DRs modulate the release of the
neurotransmitter from the terminal where it is located, acting as an auto-receptor; all
these findings indicate their influence on the nigro-thalamic pathway and, consequently,
on motor activity.

Nevertheless, the lack of information about the role of presynaptic D3 receptors both in
neurotransmitter release and control of movement simultaneously in vivo, as well as how
the different neurotransmitters in SNr interact, led to the development of this work. We
investigated the function of these receptors in physiological conditions, in an experimental
Parkinson's disease model and in the treatment with L-Dopa, by collecting dopamine,
GABA and glutamate through micro dialysis in freely-movement rats and measuring these
neurotransmitters by HPLC. An evaluation of motor activity was also performed to
establish a correlation between both neurotransmission and behavior.

Perfusion of GR103691 in SNr, as well as systemic administration of U991194, D3DRs
antagonists, under physiological conditions, produced a local increase in glutamate,
dopamine and GABA, accompanied by a simultaneous increase in motor activity;
indicating the possible tonic activity of D3DRs.

Concomitant local blockade of D3DRs (GR103691) and D1DRs (SCH23390) did not affect
dopamine levels, but reduced the glutamate amount, also preventing an increase on
GABA and thus preventing the effects on motor activity. Interestingly, it was found that
glutamate, released due to D3DRs blockade, stimulates the release of dopamine through
NMDA receptors activation, since the blockade with kynurenic acid prevented the
increases in dopamine, and also in GABA and glutamate levels. Similarly, D1DR intranigral
blockade prior to systemic administration of U99194A prevented the increase in
neurotransmitters levels and motor activity. These results highlight the role of D1DRs and



D3DRs in motor control and help explain the effects of in vivo administration of drugs that
target D3DRs.

On the other hand, the co-administration of GR103691 and L-Dopa under experimental
Parkinson's conditions produced a greater increase in glutamate compared to that
produced by the administration of L-Dopa alone. Therefore, it is possible that the
dopamine produced from L-Dopa, is activating the subtalamo-nigral D3 receptors and
reducing the release of glutamate from these terminals, which decreases the activity of
SNr and therefore promoting movement.

Our results suggest that nigral D3DRs are crucial for the modulation of the
neurotransmitters that influence the SNr, and their tonic activity contributes to the
promotion of movement through different mechanisms. Therefore, the present work
could suggest the D3 receptor as a probable therapeutic target during treatment with L-
Dopa, since its activation could favor the effect of this drug during PD: the regeneration of
movement.



1. INTRODUCCION

1.1 Ganglios Basales

El movimiento voluntario es el resultado de patrones temporales y espaciales de
contracciones musculares que a su vez son iniciadas y controladas por varias estructuras
del sistema nervioso central. El control fino de dichas estructuras y las redes neuronales
involucradas son cruciales en la ejecucién del movimiento, asi como en otras conductas
aun mas complejas.

La ejecucion del movimiento requiere la interaccidon de diversas estructuras del sistema
nervioso central y periférico. La organizacion de dichas estructuras se considera
jerdrquica, por lo que la seiial de inicio del movimiento fluye de un nivel superior a uno
inferior. El nivel mdas alto es la corteza cerebral motora que dirige sus comandos al
cerebelo y Ganglios Basales (GB; nivel medio), mientras que el nivel inferior estd
conformado por motoneuronas de la médula espinal y de nucleos motores tronco-
encefalicos. El movimiento voluntario se inicia conscientemente en la corteza motora y la
corteza de asociacidn, dichas areas cerebrales planean la actividad y coordinan su
secuencia de acuerdo al contexto ambiental, dirigiendo el proceso a través de estructuras
subcorticales.

Los GB conectan la corteza cerebral con sistemas neuronales que transforman la actividad
cortical en un comportamiento dirigido a objetos. Las funciones principales que han sido
atribuidas a los GB incluyen el aprendizaje motor, formacién de habitos y la seleccidn de
acciones basadas en resultados deseados (Wichmann and Delong, 2003; Yin and
Knowlton, 2006). Aunque este conjunto de nucleos se ha definido como un sistema
modulador fino de la conducta motora, tiene la caracteristica de operar en paralelo con
sistemas de salida corticales para dirigir la ejecucion de otras conductas. Actualmente se
conoce que existen diferencias anatdomicas de los GB entre especies, particularmente por
la especializacion de la corteza en mamiferos superiores; sin embargo, la organizacion

funcional de los GB es altamente conservada y casi idéntica en diferentes géneros.



Los GB estan conformados por grupos definidos de neuronas en la base del cerebro
(Figura 1). Los GB localizados en el telencéfalo son el Nucleo Estriado (NE), dividido en
caudado y putamen en el caso de los primates; el Globo Pdlido interno o medial (GPi); el
Globo Palido externo (GPe); el Nucleo Subtaldmico (NST) y localizados en el mesencéfalo
se encuentran la Sustancia Nigra Reticulata (SNr) y compacta (SNc). Este grupo de nucleos
se encuentran interconectados con el tdlamo, la corteza cerebral (Cx) y el tronco del
encéfalo. La comunicacién entre los GB y los nucleos complementarios permite la
modulaciéon del movimiento voluntario a través de un circuito neuronal clasicamente
conocido como circuito de los ganglios basales que se abordard mads adelante (Ghez et al.

1991).

Caudado

Talamo

Nticleo
Subtaldmico

Sustancia
Nigra

Figura 1. Localizacion anatémica de los ganglios basales.

1.1.1 Nucleo Estriado

El NE es la principal via de entrada de informacién proveniente de la corteza hacia el
circuito de los GB. Esta conformado por un 95% de neuronas espinosas medianas (NEM)
de naturaleza GABAérgica, ademas de un 5% de interneuronas colinérgicas y GABAérgicas.
De las NEM existentes, aproximadamente el 50% se caracterizan por expresar al receptor
dopaminérgico D1, liberan ademds de GABA, sustancia P (SP) o dinorfina y proyectan
principalmente hacia la SNr, estas proyecciones constituyen la via directa de los GB. El
50% de NEM restante expresa receptores dopaminérgicos D2, colibera encefalina y GABA,
y proyecta hacia el GPe como primer relevo de la via indirecta del circuito mencionado
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(Gerfen 1990; Surmeier 1996). Las neuronas estriato-nigrales también expresan al
receptor dopaminérgico D3 (Ariano and Sibley, 1994; Diaz et al., 1995; Surmeier et al.,
1996), el cual co-localiza con el receptor D1, formando un heterodimero (Fiorentini et al.,
2008) que potencia la liberacion de GABA hacia la SNr cuando ambos receptores son co-
activados (Cruz-Trujillo et al., 2013).

Con respecto a la inervacion del NE, las aferencias de caracter glutamatérgico provienen
principalmente de la corteza cerebral y del tdlamo, mientras que las aferencias

dopaminérgicas provienen de la SNc (Parent and Hazrati, 1995).

1.1.2 Globo Palido

El Globo Palido (GP) recibe su nombre debido a los axones que lo cruzan y que son
abundantemente mielinizados, sus neuronas utilizan GABA como neurotransmisor y esta
localizado junto al putamen del NE para conformar el Nucleo Lenticular. La mayoria de las
aferencias GABAérgicas del GP provienen del NE, de donde reciben informacién para
transmitirla hacia el talamo.

El GP recibe inervacidn glutamatérgica proveniente del NST y dopaminérgica de la SNc
(Debeir 2005). EI GP se divide en dos poblaciones neuronales, una medial o interna (GPi) y
una porcion dorsal o externa (GPe), ambas poblaciones utilizan GABA como
neurotransmisor. El GPi forma parte de los nucleos de salida de informacidn en el circuito
de los GB y proyecta también axones hacia el tdlamo (Smith y Bolam 2000), mientras que
el GPe proyecta axones hacia el Nucleo Reticular del Talamo (NRT), NST y SNr.

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



1.1.3 Nucleo Subtalamico

El NST es un nucleo de naturaleza glutamatérgica, que proyecta sus axones principalmente
hacia la SNr y el GPe (Kita and Kitai, 1987), aunque también se han descrito proyecciones
al NE y GPi. Por su localizacién anatémica y naturaleza glutamatérgica, el papel del NST se
considera estratégico para controlar el procesamiento de senales entre estructuras de
entrada y salida del circuito de los GB. En ese sentido, el NST ejerce un rol esencial en el
disparo tipo rafaga que presentan las neuronas de la SNc (Smith-Grace 1992) y de la SNr
(Maurice 2003).

Por otra parte, el NST recibe su mayor entrada de informacion de neuronas
glutamatérgicas de la corteza cerebral (Canteras et al., 1990). Se ha comprobado a través
de estudios de binding una alta densidad de receptores AMPA y Kainato, y en menor
cantidad receptores NMDA (Canteras et al., 1990). De igual manera, el NST cuenta con
una entrada GABAérgica inhibitoria importante proveniente del GPe (Feager, 1981;
Vincent et al., 1982b). Ademas, el NST recibe dopamina de proyecciones provenientes de
la SNc, (Hassani et al., 1997). Finalmente, un grupo pequeiio de neuronas del nucleo
pedunculo pontino, provee acetilcolina al NST; mientras que el nucleo del rafe lo inerva

con proyecciones serotoninérgicas (Canteras et al., 1990).

1.1.4 Sustancia Nigra

La SN se encuentra localizada en el mesencéfalo, formando parte de los GB. La SN esta
constituida por un conjunto de neuronas divididas en dos poblaciones anatdémica y
funcionalmente distintas: la SNc se localiza en la parte dorsal y estd densamente poblada,

mientras que las neuronas de la SNr son menores en niumero.



1.1.4.1 Sustancia Nigra Compacta

La SNc esta conformada por neuronas dopaminérgicas que se tifien de negro, gracias a la
neuromelanina (Blandini et al., 2000). La SNc envia proyecciones hacia el NE, el GPe y el
NST, ademas de irrigar a la SNr con dopamina proveniente de sus dendritas (Patel 2013).
La SNc recibe aferentes glutamatérgicas del nucleo subtalamico (Carter, 1982),
colinérgicas del nucleo pedunculopontino (Bezard y Gross 1998) y GABAérgicas del NE,
GPe (Blandini et al., 2000) y SNr (Hajos and Greenfield, 1993; Tepper et al., 1995). Las
neuronas de este nucleo expresan una gran variedad de receptores, entre ellos los NMDA
y GABAAa. En su soma y terminales se ha destacado la presencia de autorreceptores D2
(Santiago and Westerink, 1991), asi como receptores a dopamina D3. Es importante
destacar que la degeneracién y muerte de las neuronas de la SNc es la causa de la
enfermedad de Parkinson (EP), en la cual se afectan circuitos motores que son cruciales
para la generacién y control del movimiento (Obeso et al., 2000), produciendo el cuadro

de sintomas motores caracteristico de la mencionada enfermedad.

1.1.4.2 Sustancia Nigra Reticulata

La SNr es el principal nicleo de salida de informacién de los GB y se considera un
integrador y transmisor de la informacién hacia el tdlamo. La SNr se encuentra formada
por un grupo de neuronas que en su mayoria se han descrito como fusiformes, ovoides,
triangulares y con axones cortos y pequefios (Ramon y Cajal 1909). A través de
inmunohistoquimica se ha comprobado que estds células expresan la enzima
Descarboxilasa de acido glutamico (GAD) y mas del 80% parvoalbumina (PV) (Gonzélez-
Hernandez and Rodriguez 2000). Aunque la inmensa mayoria de las neuronas de la SNr
son de caracter GABAérgico, también se pueden encontrar neuronas dopaminérgicas y
colinérgicas (Gonzalez-Herndndez 2000, Martinez-Murillo 1989) y recientemente se ha
propuesto que hay un subgrupo de neuronas que usan glutamato como neurotransmisor
(Antal et al., 2014). La SNr envia sus axones principalmente hacia el Talamo (Beckstead
and Frankfurter, 1982), tronco encefdlico, coliculo superior (Lee and Tepper, 2007), SNc y

hacia sus propias neuronas (Mailly 2003).

10



Entre las principales aferentes de la SNr se han descrito proyecciones GABAérgicas
provenientes del NE (Deniau et al., 1994) y del GPe (Smith and Bolam, 1989, 1990a).
Adicionalmente, la SNr recibe dopamina proveniente de la liberacion dendritica de la SNc
principalmente (Cheramy et al., 1981), la cual es modulada por el receptor D2 presinaptico
(Figura 2). A su vez, dicha dopamina juega un rol importante en la modulacion GABAérgica
de la SNr a través de receptores D1 presentes en las terminales estriado-nigrales y es
crucial en el mecanismo para el control motor que ejercen los GB (Gash et al., 1996;
Robertson, 1992a). Por otra parte, existe prominente inervacidon glutamatérgica que
proviene del NST (Nakanishi et al., 1987), cabe senalar que en la SNr se encuentran
expresadas practicamente todas las clases conocidas de receptores a glutamato (Albin et
al., 1992).

Ademas de recibir e integrar informacion del estriado dorsal, la SNr también esta
implicada en el procesamiento de informacidn proveniente del estriado ventral o nucleo
accumbens (NAc) que esta relacionado con funciones limbicas y de recompensa (Haber
and Knutson, 2010). Por ello la SNr se reconoce como un nucleo importante, no solo para
la conducta motora, también para funciones limbicas y cognitivas del eje Corteza-Ganglios

basales-Talamo-Corteza.

DA neurons GABA neurons

SNc

SNr

Figura 2. Inmunofluorescencia de la SN. Las neuronas de la SNr estan marcadas con la proteina verde
fluorescente y las neuronas de la SNc estan marcadas en rojo con un anticuerpo contra la Tirosin
Hidroxilasa (TH). Tomado de Zhou & Lee., 2011.
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La SNr (Figura 3) cuenta con aferentes del NE (Bolam 2000), GPe (Shink et al., 1996), NST
(Smith 1998) y SNc, de los cuales recibe e integra informacién para cumplir con el fin
canonico de los GB: ejecucién del movimiento voluntario (Deniau 2007). Cabe mencionar
que la regulacién de la actividad de las neuronas de la SNr puede ser modificada por
péptidos, endocanabinoides y neuromoduladores, a través de las proyecciones
GABAérgicas o glutamatérgicas ahi presentes. Sin embargo, el rol de regulacion de la SNr
mas relevante ha sido otorgado a la dopamina, esto debido a la presencia de receptores a
dopamina en todas las aferentes de los GB hacia la SNr, tema que serd analizado en el

presente trabajo.
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Figura 3. Esquema de la organizacion funcional de los ganglios basales. Representacion grafica de las

aferencias y eferencias de la SNr.

1.2 Circuito de los ganglios basales y su participacion en la conducta motora
El circuito de los GB es una red neuronal dirigida por la actividad de la corteza cuyas
proyecciones son dirigidas al NE, considerado como el principal nucleo de entrada de

informacion del circuito. A su vez, las neuronas estriatales se encuentran divididas en dos
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poblaciones que proyectan axones hacia diferentes nucleos para generar las vias clasicas
de los GB. El grupo de neuronas que conforman la via directa y que expresan al receptor
D1 manda sus proyecciones hacia la SNr. Por accién del glutamato cortical dichas
neuronas, incrementan su actividad y aumentan la liberacién de GABA a nivel de la SNr,
ademas este evento se suma al efecto de la activacién del receptor D1 (GPCR acoplado a
Gs); resultando en la inhibicién del complejo SNr/GPi, la activacion del talamo y finalmente
la facilitacién del movimiento.

La via indirecta por su parte se origina a partir de la poblacién neuronal que tiene como
peculiaridad la expresién en sus terminales del receptor D2. Dichas neuronas proyectan
sus axones hacia el GPe, el cual a su vez proyecta hacia el NST; dicha via concluye con las
proyecciones subtalamo-nigrales (Figura 3). La activacidon de la via indirecta debido al
glutamato cortical, produce un incremento de GABA a nivel del GPe, lo cual es en parte
prevenido por la activacion del receptor D2 estriado-palidal, esto le permite al GPe inhibir
al NST y producir una menor activacién de la SNr. La consecuencia final es la desinhibicidn
del talamo, lo cual complementaria a la via directa favoreciendo el movimiento del
individuo.

Recientemente, se ha descrito que la funcidn de las vias directa e indirecta de los GB no es
opuesta, sino complementaria. Marcajes especificos de ambas vias, asi como trabajos con
técnicas de optogenética han revelado que, tanto en el inicio del movimiento como en la
ausencia del mismo, las vias de este circuito se encuentran activas en mayor o menor
medida. De manera interesante, se ha postulado que la via directa debe estar mas activa
en el movimiento que durante la inmovilidad y que la via indirecta debe tener mas

actividad en la inmovilidad que en el movimiento (Costa 2013). Figura 4.
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Figura 4. Modelo del circuito de los GB. Tomado de Costa et al 2013.

1.2.1 Enfermedad de Parkinson

La EP es un desorden neurodegenerativo y progresivo que resulta de la muerte de las
neuronas dopaminérgicas de la SNc. La pérdida de proyecciones nigrales al estriado
produce dificultades con el movimiento, incluyendo rigidez, inestabilidad postural,
temblor en reposo, bradicinesia y acinesia. Adicionalmente, en la mayoria de los pacientes
se presentan sintomas no motores como somnolencia, enlentecimiento gastrico,
disfuncidn cognitiva y depresidn, los cuales afectan considerablemente su calidad de vida
(Chaudhuri and Odin, 2010).

La EP afecta a aproximadamente una de cada 100 personas mayores de 60 afios en el
mundo. Actualmente, se ha estimado que hay aproximadamente 6.3 millones de personas
con esta enfermedad y la OMS prevé que para el 2030 esta cantidad se duplique.

Entre los factores de riesgo para la enfermedad se encuentra el riesgo de género de
masculino 3: femenino 2, una incidencia mayor en hispanos, la cual decrece en
progresivamente en caucasicos no-hispanos, asiaticos y blancos (Van Den Eeden SK 2003).
De manera relevante el riesgo aumenta de manera exponencial con la edad, por lo cual se
espera que la enfermedad aumente al menos un 50% para el afio 2030 (Dorsey ER 2007).
Las causas de la EP no han sido claramente establecidas; sin embargo, se han relacionado

algunos factores genéticos, ambientales e inmunolégicos con la génesis de la enfermedad.
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1.2.1.1 Circuito de los Ganglios Basales durante la enfermedad de Parkinson

La pérdida de dopamina lleva a una serie de alteraciones de los sistemas de
neurotransmision, lo cual tiene serias consecuencias en el balance de las vias del circuito
de los GB. En concordancia con los modelos anatémicos y funcionales de los GB, la pérdida
de control dopaminérgico lleva a una hiperactividad de la via indirecta: la ausencia de
dopamina produce falta de modulacién del receptor D2 en las terminales estriado-
palidales, lo cual lleva secuencialmente a la liberacion aumentada de GABA sobre el GPe,
la inhibicién de las neuronas palidales e incremento en la actividad del NST que libera a su
vez una mayor cantidad de glutamato en la SNr, finalmente esto provoca la inhibicién del
tdlamo y consecuentemente del movimiento. (Figura 5). En el caso de la via directa, la
disminucion del tono dopaminérgico lleva a una disminucién en la liberacién de GABA
proveniente de las terminales estriado-nigralesy por lo tanto una inhibicién menor del
nucleo de salida. Por lo tanto, la disminucién del tono dopaminérgico en las GB es crucial
para la aparicion de sintomas motores como la bradicinesia en la EP. Adicionalmente, se
ha demostrado que los cambios neuroquimicos producidos durante la EP, se suman a una
reorganizacion de los receptores a dopamina, que pueden cambiar sus niveles de

expresidn y sensibilidad a su ligando.
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Figura 5. Diagrama simplificado de la organizacion del sistema motor extrapiramidal y las modificaciones

que ocurren en la Enfermedad de Parkinson.

1.2.1.2 Tratamientos para la Enfermedad de Parkinson

200 afios después del primer escrito con la descripcidn de la enfermedad, las terapias para
EP disponibles son utiles solo para atenuar los sintomas de la misma, por lo cual la meta
mas ambiciosa en la terapia de EP, es disefar farmacos con propiedades de alentar o
incluso detener la degeneracion progresiva de las neuronas en cuestion. Actualmente los
farmacos mas usados la L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-Dopa), agonistas dopaminérgicos,
inhibidores de la MAO B y menos frecuentemente amantadina (Connolly 2014). El
tratamiento debe iniciarse al presentarse los sintomas motores con la finalidad de mejorar
la funcidén y la calidad de vida. En el caso particular de la L-Dopa, a pesar de su gran

eficacia en las primeras etapas de la EP, la mayoria de los pacientes que la utilizan
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desarrollan discinesias entre 5-10 afios después del inicio de su uso (Brichta 2013). Por lo
tanto, es necesaria la busqueda de nuevas alternativas farmacoldgicas que proporcionen
alivio eficaz de la sintomatologia, pero sin los efectos colaterales de la L-Dopa.

Actualmente, se dispone de formas de liberacién prolongada (LP) de pramipexol y
ropinirol y de administracion transdérmica de rotigotina (Agonistas dipaminérgios con
preferencia en afinidad por el receptor D3), que contribuyen a una mayor estabilidad
plasmadtica de los valores del farmaco. Se sabe que en la EP inicial los 3 farmacos mejoran
de forma significativa las escalas de incapacidad de los pacientes, retrasan la aparicion de

discinesias y permiten retrasar la introduccion de levodopa.

1.2.1.2 Modelo experimental de Parkinson con 6-OHDA

Los modelos animales de EP coinciden en que la deplecién dopaminérgica incrementa la
actividad de las neuronas estriado-palidales y disminuye la actividad de las neuronas
estriado nigrales, lo cual lleva al desbalance en el control de los nucleos de salida de los
GB, el tdlamo y por lo tanto a la incapacidad de respuesta ante los comandos motores
mayores. (Albin 1989).

Actualmente se considera que un modelo animal de EP debe cumplir con algunas
caracteristicas particulares: por ejemplo, contar con un grupo normal de neuronas
dopaminérgicas y la pérdida gradual y selectiva de mas del 50% de las mismas que
comienza en la edad adulta, ademas de ser detectable con métodos bioquimicos y
neuropatoldgicos. El modelo debe tener ademas déficits motores detectables, incluyendo
bradicinesia, rigidez y temblor en reposo. Y por ultimo, idealmente deberia mostrar el
desarrollo caracteristico de cuerpos de Lewy.

En ese sentido, la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) fue uno de los primeros agentes
farmacoldgicos usados para producir un modelo de parkinsonismo, esta molécula se
acumula en las neuronas dopaminérgicas llevandolas a un estado de toxicidad por la
produccién de radicales libres. La 6-OHDA es una neurotoxina muy efectiva en ratas,

ratones, gatos y primates, y se ha usado principalmente para producir modelos de lesién
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unilaterales. En el caso de las ratas, la inyeccién de la neurotoxina se puede realizar
directamente en la SNr, NE o el haz medial. Si el procedimiento se realiza correctamente,
se produce la pérdida progresiva de alrededor de 90-95% de las neuronas dopaminérgicas.
La efectividad de la lesién es evaluada mediante la induccién del giro por administracién
de anfetamina o apomorfina.

1.3 Dopamina y receptores dopaminérgicos

La dopamina es considerada como una de las catecolaminas mas importante y abundante
del sistema nervioso central. Su importancia ha incrementado con las evidencias de su
participacién en procesos neuroldgicos muy importantes como la cognicion, ingesta
alimentaria, la recompensa, las emociones y la funcién motora; asi como también en
funciones periféricas como la funcién cardiovascular, secrecién hormonal, funcién renal y
gastrointestinal. Las principales fuentes de dopamina en el sistema nervioso central son
las vias nigroestriatal, mesolimbica, mesocortical y tuberoinfundibular (Beaulieu and

Gainetdinov, 2011) ver Figura 6.

Mesocortical Mesolimbic  Nigrostriatal

&

Tuberoinfundibular

Figura 6. Vias dopaminérgicas cerebrales.

La dopamina ha sido objeto de investigacion de manera importante los Ultimos 30 afios,
principalmente por las alteraciones a nivel del sistema nervioso central en las que se

encuentra implicada directa o indirectamente.
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1.3.1 Sintesis, liberacion y metabolismo de la dopamina

La dopamina se sintetiza a partir de la tirosina, la cual ingresa a las neuronas
dopaminérgicas a través de transporte activo. Inicialmente es transformada a L-Dopa por
la enzima citoplasmadtica tirosina hidroxilasa (TH), la cual es dependiente del fosfato
inorganico disponible y es considerada la enzima limitante en la sintesis de catecolaminas.
Posteriormente, la descarboxilasa de aminodcidos aromaticos (AADC) produce dopamina

a partir de L-Dopa (Fig. 7) (Mendoza-Patifio, 2008).
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Figura 7. Sintesis y metabolismo de la Dopamina.

Por otra parte, la dopamina sintetizada es almacenada en vesiculas mediante
transportadores especificos (VMATSs), dichas vesiculas se fusionan a la membrana para
liberar al mencionado neurotransmisor en respuesta a potenciales de accidn. Es oportuno
sefialar que la liberacién de dopamina depende ampliamente del patrén de disparo de la
neurona a nivel del soma, axén o dendrita (Bloom et al., 1995).

Finalmente, el metabolismo de la dopamina se lleva a cabo principalmente a través de dos
enzimas: la enzima monoamino oxidasa (MAO), la cual transforma la dopamina en acido

3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y se expresa en neuronas dopaminérgicas y glia; y la
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catecol-O-transferasa (COMT) que transforma la dopamina a dcido homovanilico (HVA) y

se encuentra en neuronas postsindpticas y glia, (Elsworth and Roth, 1997).

1.3.2 Receptores dopaminérgicos

Las variadas acciones fisioldgicas de la dopamina son mediadas por varios subtipos de
receptores especificos. Entre las primeras evidencias de la existencia de estos receptores
en el sistema nervioso central, se encuentra el hallazgo de que la dopamina estimula la
actividad de la enzima adenilato ciclasa (Brown and Makman, 1972; Kebabian 1972).
Posteriormente, evidencias farmacoldgicas y bioquimicas demostraron que los receptores
a dopamina son GPCRs que se pueden acoplar positiva o negativamente a la mencionada
enzima. Estos hallazgos proporcionaron un razonamiento para clasificar a los receptores
dopaminérgicos en las familias D1-like y D2-like.

Estas familias poseen distintas propiedades farmacolégicas; por ejemplo, los receptores
D2-like tienen alta afinidad por las benzamidas y las butirofenonas, asi como por
antagonistas como sulpiride y espiperona. Mientras que los receptores D1-like tienen
afinidad por las benzacepinas y antagonistas como SCH 23390.

Con respecto a su estructura, los receptores D1-like tienen una tercera asa intracelular y
carboxilo terminal de menor tamafo con respecto a los receptores D2-like. De manera
interesante, actualmente existe evidencia de que los receptores a dopamina pueden
formar oligdmeros, que pueden ser homdmeros -dos o mas copias del mismo receptor- 6
heterémeros -que incorporan mas de un subtipo de receptor-, generando perfiles

farmacoldgicos Unicos y mecanismos de sefializacidon distintos a los cldsicos.

1.3.2.1 Familia D1-like

La familia D1-like esta formada por los subtipos D1 y D5 cuya homologia es alta (80%),
especialmente en los dominios transmembranales, y por lo cual hasta ahora no ha sido
posible diferenciarlos farmacoldgicamente (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Los

receptores D1-like se encuentran ampliamente expresados en cerebro, con alta densidad
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en el caudado putamen, NAc, SNr y bulbo olfatorio. Los receptores D1-like son GPCR’s, los
cuales se acoplan especificamente a proteinas Gs/Gor, por lo cual al ser activados por su
ligando promueven la activacion de adenilato ciclasa, que a su vez estimula la produccién
de Adenosina monofosfato ciclico (AMPc), (Jackson and Westlind-Danielson, 1994) Figura
8. Clasicamente se ha descrito que a nivel neuronal el AMPc formado lleva a la activacidn
de la cinasa PKA, cuya principal accidn es la fosforilacién de varios efectores entre ellos

canales de calcio y potasio (Liu et al., 1992a), lo cual incrementa la actividad neuronal.
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Figura 8. Sefializacion intracelular de los receptores de la familia D1. Tomado de Floran et al., 2015.

1.3.2.1.1 Receptor D1

Los receptores D1 por lo general se localizan post-sindpticamente en neuronas que
reciben dopamina, por ejemplo, las neuronas espinosas medianas del NE (Sokoloff 2006,
Rankin 2010, Rondou 2010). Se ha descrito que el receptor D1 participa de manera

importante en conductas como: sistemas de recompensa, aprendizaje y memoria. Estos
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receptores se han localizado en la SN, Corteza, tubérculo olfatorio y NAc; también se han
encontrado, aunque con menor expresion, en cerebelo, hipocampo, hipotdlamo y talamo
(Caron 1993, Rankin 2010).

Entre las funciones del receptor localizado en las terminales estriado-nigrales (Bordet
2000), ha sido bien caracterizado que su activacion tiene un efecto estimulatorio sobre la
actividad locomotora y de manera contraria su bloqueo lleva a un efecto inhibitorio sobre
la misma en varios modelos animales. Con respecto a su via de seiializacién, como se
menciond anteriormente, la estimulacion del receptor D1 lleva a la activacion de la via
adenilato ciclasa=>PKA, la cual tiene diversos blancos, como la inhibicion de canales de
sodio, inhibicion de canales de potasio dependientes de voltaje, inhibicion de canales
rectificadores de corrientes entrantes de potasio, estimulacidn de canales de calcio tipo L,
N, P, Q, NMDA y GABA (Neve 2004). Adicionalmente, se ha demostrado que los receptores
D1 pueden acoplarse a proteinas Goq (esto en presencia de proteinas adaptadoras como
calcyon), accion que lleva a la hidrdlisis de fosfoinositidos por activacion de la Fosfolipasa
C (PLC), dando lugar a la producciéon de inositol-3-fosfato (IP3) y diacilglicerol, esto
produce la activacion de receptores a IP3 en el reticulo endopldsmico y la liberacién de

calcio proveniente de depdsitos intracelulares (Lezcano 2000).

1.3.2.1.2 Receptor D5

Al igual que el receptor D1, el receptor D5 se ha encontrado en hipotalamo, hipocampo,
NE, corteza y tubérculo olfatorio, aunque en menor cantidad (Missale 1998). Se ha
demostrado que esta proteina de 477 aminodacidos tiene 10 veces menor afinidad por la
dopamina que el receptor D1. En cuanto a su sefializacidn, se ha descrito que su activacion
lleva también la activacién de la via AC->AMPc—>PKA. Con respecto a su funcionalidad la
informacién disponible es limitada; sin embargo, debido a su localizaciéon en los GB es
posible que este modulando la actividad locomotora de una forma fina al igual que otros

receptores dopaminérgicos de baja expresion.
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1.3.2.2 Familia D2-like

Esta familia de receptores esta conformada por los subtipos D2, D3 y D4. Los subtipos D2 y
D3 tienen una homologia del 75% en sus dominios transmembranales, por su parte D2 y
D4 comparten 53% de homologia (Missale 1998). Los receptores de esta familia tienen un
asa intracelular de mayor tamafio en comparacién con los receptores de tipo D1-like,
caracteristica comun de receptores que se acoplan a proteinas Gqi. Los receptores de esta
familia se acoplan a Gai,o por lo que su activacién disminuye la actividad de adenilato
ciclasa, produciendo la inhibicion de la formacién del segundo mensajero AMPc. La
consecuencia funcional es la activacién de canales de potasio e inhibicion de canales de

calcio (Figura 9) (De Camilli et al., 1979; Stoof and Kebabian, 1981).
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1.3.2.2.1 Receptor D2

El receptor D2 se expresa principalmente en el NE, NAc y tubérculo olfatorio (Missale
1998) y en menor medida en la SNc, area ventral tegmental (VTA), hipotdlamo y areas
corticales. Se ha descrito ampliamente que la activacidon de receptores D2 en terminales
estriado-palidales favorece el incremento de la actividad locomotora en modelos
animales, sinergizando su funcion sobre la inhibicion de la liberacién de GABA en el GPe y
por lo tanto, atenuando la actividad de la via indirecta de los GB.

El receptor D2 tiene dos isoformas que se generan por splicing alternativo, la isoforma
corta (D2S) y la isoforma larga (D2L), la cual es 29 aminodcidos mas grande. Dichas
isoformas tienen distintas caracteristicas de expresiéon, fisiologia, farmacologia y
sefializacion. El receptor D2S se expresa generalmente a nivel presindptico y se sabe que
esta principalmente ejerciendo funciones de autorreceptor; por su parte, la forma D2L se

encuentra generalmente de manera post-sinaptica (Usiello 2000, De Mei 2009).

1.3.2.2.2 Receptor D3

Como miembro de la familia D2-like, el receptor D3 se acopla y activa proteinas Ggi/o para
inhibir la produccién de AMPc y disminuir la actividad de PKA (Missale et al., 1998;
Robinson and Caron, 1997). Adicionalmente, algunos estudios sugieren que el receptor D3
regula otras vias se sefializacion intracelular como la actividad de ERK1/2 y la cascada de
Akt (Collo et al., 2008, 2012).

De manera interesante, se ha encontrado evidencia de la existencia de varias isoformas
del receptor D3; sin embargo, estas moléculas no parecen ser funcionales.
Particularmente, la isoforma D3nf ha tomado relevancia recientemente, esta presenta una
secuencia de aminoacidos distinta en el extremo carboxilo terminal y carece de los
dominios trasmembranales 6 y 7. Existe evidencia de su capacidad de unirse a los
receptores D3 funcionales en el citoplasma, disminuyendo la afinidad de estos por la
dopamina (Elmhurst et al., 2000), impidiendo su anclaje a la membrana y su sefializacién

(Karpa et al., 2000).
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Interesantemente, el receptor D3 posee una afinidad por la dopamina mayor que la de
cualquier otro receptor dopaminérgico (Missale et al., 1998), lo cual ha sido atribuido a las
diferencias en su tercera asa intracelular con respecto a los otros receptores. El receptor
D3 se ha encontrado en el sistema nervioso central a nivel del NAc, islas de calleja, GPi,
cerebelo y NE. También ha sido detectado con una menor expresién en SNc, VTA,

hipocampo y corteza.

Por otra parte, la existencia de farmacos de alta afinidad para el receptor D3 ha
posibilitado explorar ampliamente sus funciones. Entre dichos farmacos los mas utilizados
en procedimientos experimentales son el agonista selectivo 7-OH-DPAT, con una afinidad
diez veces mayor que para el receptor D2 y 650 veces mayor con respecto al receptor D4
(Seeman and Van Tol, 1994) y el antagonista GR 103691, el cual posee una afinidad 100

veces mayor por el receptor D3 en comparacién al D2 y D4 (Audinot et al., 1998).

El receptor D3 ha sido relacionado con numerosas funciones, incluyendo la recompensa y
las conductas motivadas (Heidbreder, 2008), cognicién (Nakajima et al., 2013) y
locomocién (Marcellino et al., 2008). Interesantemente se ha mostrado que el receptor D3
colocaliza con el receptor D1 en NE y NAc, sugiriendo que la regulacidon de la funcién de las
NEM puede ser controlada por la accion integrada de ambos receptores (Schwartz et al.,
1998). También se ha mostrado que el receptor D3 favorece la via de sefalizacion del
receptor D1 a nivel de la liberacién de neurotransmisor y actividad motora (Marcellino et
al., 2008; Avalos 2013). Ademas, algunos autores sugieren la participaciéon del receptor D3
en la regulacion de la liberacidn y sintesis de dopamina, complementando la funcién de
autoreceptor del receptor D2 (De Mei 2009, Shippenberg 2002, Sibley 1999, Joseph 2002).
Finalmente, existe evidencia creciente de que el receptor D3 esta implicado en procesos
neurotréficos, neuroprotectores y neurorestauradores en células dopaminérgicas. Lo cual
sugiere que el receptor D3 podria jugar un rol importante en el desarrollo y la prevencion
de alteraciones que pueden llevar a la neurodegeneracién, particularmente en la EP (Collo

et al., 2008; Du et al., 2005; Van Kampen and Eckman, 2006).
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Por lo tanto, dada su localizacion e importancia funcional, el receptor D3 podria
representar un blanco potencial para el desarrollo de nuevas terapias en los desérdenes

del movimiento y/o la prevencion de la neurodegeneracion.

1.3.2.2.3 Receptor D4

El gen que codifica para el receptor D4 contiene cuatro exones y esta caracteristica se
conserva entre humano, rata y ratén. Dicho gen contiene un gran numero de
polimorfismos en su secuencia localizado en el exdn 3 en la regién que codifica para su
tercera asa intracelular. El polimorfismo consiste de un numero variable de repeticiones
en tandem de 48 pares de bases cada una (de 2 a 11), por lo cual existen variantes del
receptor denominadas de D4.2 a D4.11 en el caso de los humanos. Con respecto a la
abundancia de dichas especies, se ha encontrado el receptor D4.4 con una frecuencia de
60%, D4.7 con 14% y D4.2 con 10% (Seemen 1994).

El receptor presenta una homologia en las hélices transmembranales de 52% en
comparacion con el receptor D2. Aunque el perfil farmacolégico del receptor D4 es muy
parecido al de los otros receptores D2-like, ha podido ser distinguido. Una caracteristica
importante de este receptor es su alta afinidad por la clozapina, antagonista D4 y
neuroléptico muy utilizado en la clinica (Seeman and Van Tol, 1994). Los agonistas D4 mas
utilizados son WAY-100365 y PD-168077 con 500 veces mayor afinidad por D4 que por D2
6 D3 (Chemel et al., 2006; Glase et al., 1997). El antagonista L-745,870 es actualmente el
farmaco con mejor perfil farmacocinético y mas selectivo con 1000 veces mas afinidad por
el receptor D4 en comparacién al D2 y D3 (Patel et al., 1997).

La activacidn de los receptores D4 produce la inhibicidén de la adenilato ciclasa a través de
proteinas Gai/o; disminucion de la entrada de calcio a la neurona a través de la inhibicion
de canales L, N y P/Q mediante By, llevando a una menor liberacién de neurotransmisor
(Page et al., 1998); activaciéon de canales rectificadores de entrada de potasio; y la
liberacion de acido araquidénico (Graziane 2009). La via de sefalizacién de los receptores

D4 también promueve la activacion de las vias ERK1/2 (Yuen 2000).
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El receptor D4 se ha encontrado en el sistema nervioso central en corteza prefrontal,
amigdala, hipocampo, GPe, tdlamo y SNr (Missale et al., 1998). La expresion selectiva de
este receptor en soma y terminales del GPe dirigidas hacia el NST y SNr ha permitido
sugerir que estd involucrado en la regulacién de la actividad del mencionado nucleo y por
lo tanto en la modulacidn de la actividad motora a través de la via indirecta de los ganglios
basales. Se ha demostrado también, que los receptores D4 localizados en las terminales
cortico-estriatales modulan la liberacion de glutamato (Mrzljak et al., 1996; Ariano et al.,
1997; Khan et al., 1998; Gonzalez et al., 2012). La funciéon del receptor D4 también ha sido
descrita en los GB en sistemas in vitro, al activar dicho receptor este inhibe la liberacién de
GABA a nivel de las terminales palido-nigrales y palido-taldmicas (Acosta-Garcia et al.,

2010; Flores et al., 1990; Rivera et al., 2003).

1.4 Neurotransmisidn de la sustancia nigra reticulata

Las neuronas GABAérgicas de la SNr reciben aferencias del NE, GPe y NST, las cuales
transmiten informacién critica para la cognicién, recompensa, memoria, aprendizaje
(Graybiel and Smith, 2014; Hikosaka et al., 2014) y de manera determinante modulan la
actividad motora (Robertson, 1992). Claramente, las mencionadas aferencias afectan la
actividad neuronal de la SNr; sin embargo, existen mas reguladores neuroquimicos como
la serotonina (5-HT), endocanabinoides y acetil colina. Si bien, cada nucleo de los GB esta
estructurado y funciona gracias a innumerables elementos, la neurotransmisién en la SNr
representa un grado alto de complejidad y es crucial en la fisiologia y fisiopatologia del
movimiento (Figura 10). A continuacion, se describiran los tres neurotransmisores mas
influyentes en la actividad de la SNr, asi como la participacidon de los diversos receptores

dopaminérgicos en la liberacion de los mismos.
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Figura 10. Aferencias GABAérgicas, Dopaminérgicas y Glutamatérgicas de la SNr.

1.4.1 GABA

La entrada GABAérgica estriado-nigral ha sido ampliamente estudiada y establecida como
la mas importante y prominente de la SNr. Estudios moleculares y de inmunohistoquimica
han demostrado que el receptor a dopamina D1 se expresa selectivamente en estas
proyecciones (Figura 11) (Gerfen et al., 1990). En ese sentido, mediante técnicas de
optogenética se ha comprobado que la activacidn de neuronas estriatales que expresan a
dicho receptor inhibe el disparo espontaneo de la SNr, mientras que la activacion de
neuronas estriatales que expresan al receptor D2 tiene el efecto opuesto sobre la misma
(Friend and Kravitz, 2014). En linea con estos hallazgos, registros electrofisiolégicos en
animales intactos sugieren que las proyecciones estriado-nigrales inhiben la actividad de
las neuronas de la SNr (Hikosaka et al., 2000) y que este efecto se debe a la activacién de

receptores GABAa presentes en neuronas nigrales (Windels and Kiyatkin, 2004).
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(A) Intense D1R expression in the striatonigral pathway
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striatum

Figura 11. Inmunoflourescencia para el receptor D1. Alta expresion del receptor D1 en la proyeccion

estriado-nigral.

De igual manera, se ha mostrado la expresién de receptores CB1 en las terminales
estriado-nigrales a través de estudios inmunohistoquimicos (Kano et al., 2009; Katona and
Freund, 2012). Debido a que dicho receptor activa proteinas Gy, su activacidon provoca la
inhibicién de canales de calcio ligados a voltaje que posteriormente lleva a una
disminucion de la liberacidon de neurotransmisor, en este caso GABA. Consistente con lo
anterior, se ha demostrado una disminucién en la amplitud de las corrientes
postsindpticas inhibitorias (IPSCs) en las neuronas de la SNr en experimentos de
electrofisiologia donde se ha activado a los receptores CB1 (Wallmichrath and Szabo,
2002). En contraste, los antagonistas CB1 producen un incremento en la amplitud de IPSCs
en la SNr, sugiriendo una modulacién presinaptica y tonica por parte de los canabinoides
endogenos sobre la entrada GABAérgica (Yanovsky et al., 2003).

Las proyecciones palido-nigrales representan la segunda entrada GABAérgica mas
importante de la SNr (Smith and Bolam, 1989, 1991) y a diferencia de la entrada estriado-
nigral, las sinapsis que forman son grandes, simétricas y se localizan preferencialmente en
el cuerpo celular y dendritas proximales formando sinapsis perisomaticas. Dicha
caracteristica indica una influencia importante sobre las neuronas nigrales que se ha
logrado comprobar a través de la activacidn especifica de las fibras palido-nigrales

(Connelly et al. 2010) aumentando la amplitud de IPSCs en la SNr. A diferencia de la
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proyeccién estriado-nigral que puede inhibir fuertemente la actividad de la SNr cuando es
activada por el glutamato cortical y taldmico (Smith et al., 2014), la proyeccién palido-
nigral mantiene una inhibicidn tdnica sobre la SNr debido al disparo de alta frecuencia que
caracteriza a las neuronas del GPe. La actividad de las terminales palido-nigrales es
fuertemente influenciada por dopamina, a través de los receptores D4, cuya activacion
disminuye la salida de GABA y la actividad motora.

Por otra parte, algunos estudios han mostrado la gran importancia de la SNr en la funcién
motora, a través de la aplicacion local de agonistas GABAa. Por ejemplo, la infusién de
muscimol o 4,5,6,7-terahydroisoxazolo [5,4-c]pyridin-3-1 hydrochloride (THIP) produce
hiperactividad motora y giro contralateral (Jackson and Kelly, 1984; Scheel-Krueger et al.,
1979, 1980). Interesantemente, estos efectos fueron revertidos por una lesidn con acido
kainico de la SNr (Kilpatrick et al., 1980). En contraste, la infusién local de antagonistas
GABA en una regién especifica de la SNr produjo inhibicidn motora, expresada como
ascinesia y giro ipsilateral (Arnt y Scheel-Krueger, 1980; Cools et al., 1983: Cools et al.,
1984; Di Chiara et al., 1981). Tomando en cuenta los datos anteriores es de resaltar la
importancia que tiene la modulacion GABAérgica sobre estas neuronas en especifico, ya

gue tienen influencia sobre la actividad motora.

1.4.2 Glutamato

La SNr cuenta con proyecciones glutamatérgicas bien caracterizadas provenientes del NST
(Ammari et al., 2010). Los axones subtalamicos forman sinapsis asimétricas en dendritas
proximales y distales de las neuronas de proyeccién de la SNr que interesantemente
convergen en las mismas neuronas a las que proyecta el NE (Sato et al., 2000; Bevan et al.,
1994). De igual manera, se ha observado que estas proyecciones muy raramente estan en
contacto con cuerpos celulares.

En roedores, la proyeccién del NST a la SNr se origina del nucleo completo, enviando
ademas proyecciones colaterales al GPe de la mayoria de sus neuronas (Deniau et al.,
1978 a,b; Van Der Kooy and Hattori, 1980; Rinvik and Ottersen, 1993). Recientemente se

ha establecido que la activacion de las neuronas del NST induce corrientes post-sinapticas
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excitatorias (EPSCs) en neuronas de la SNr (Ding et al., 2013). Ademas, algunos estudios en
modelos experimentales de EP han indicado que existe un disparo oscilatorio irregular en
las neuronas del NST que afecta la actividad de la SNr (Walters et al., 2007), la cual puede
ser normalizada por la lesién del NST (Tseng et al., 2001). Estos hallazgos demuestran la
importancia de la inervacidn subtaldmica sobre las neuronas GABAérgicas nigrales.

Entre los receptores que se expresan en las terminales subtdlamo-nigrales se encuentran
los receptores D1, que al ser activados con el agonista SKF38393 producen un incremento
en las EPSCs en neuronas de la SNr. Mientras que la activacion de los receptores tipo D2-
like —también presentes en estas terminales- con Quinpirole, tiene el efecto opuesto
(Ibanez-Sandoval et al., 2006) (Figura 12). Hoy en dia no es completamente clara la
funcién fisiolégica de ambos tipos de receptores dado que tienen efectos opuestos; sin
embargo, se ha especulado que debido a la diferencia en la afinidad que tienen por la
dopamina podrian funcionar en base a la disponibilidad de la misma, resultando en una

activacion diferencial del NST.
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Figura 12. La activacion de los receptores tipo D2 disminuye las corrientes postsinapticas excitatorias

(EPSCs) subtalamo-nigrales.

Los efectos del glutamato sobre las células de la SNr son mediados por los receptores
AMPA/Kainato, NMDA y receptores metabotrdpicos (Marino et al., 2002; Hedberg et al.,
2003; Hubert and Smith, 2004). De manera particular, se ha demostrado que la SNr
expresa los receptores GluR1, GluR2, GluR2/3, GluR4, NMDAR1 and NMDAR2A/B vy las

subunidades de los receptores mGIluR1 y mGIuR2. Es oportuno destacar que, aunque
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existe una amplia variedad de receptores a Glutamato expresados en la SNr, la
contribucién especifica de los mismos no ha sido claramente delineada.
Interesantemente, el rol de las aferentes subtalamicas y su regulacién por glutamato ha
sido estudiado en modelos experimentales de Parkinson. En primer término, algunos
ensayos han mostrado que la aplicacion de agonistas glutamatérgicos produce acinesia
severa, que se revierte con los antagonistas respectivos. Por otro lado, en primates
tratados con MPTP y ratas pretratadas con reserpina se ha observado un incremento en la
actividad de las neuronas de la SNr. Es probable que dicho efecto sea mediado por un
incremento de la actividad de las aferentes subtalamo-nigrales, lo cual ha sido
ampliamente respaldado por experimentos electrofisioldgicos (Robledo and Feager,

1990).

1.4.3 Dopamina

Como se muestra en la Figura 2, existe una inervacién importante de dopamina de la SNc
hacia la SNr. Diversos enfoques experimentales han permitido determinar que la
dopamina puede ser liberada del soma y dendritas de la SNc a través de exocitosis
vesicular (Ford et al., 2010; Rice et al., 2011). Esta liberacion somatodendritica puede ser
desencadenada por influjo de calcio producido por potenciales de acciéon, oscilaciones de
calcio provocadas por actividad neuronal tipo marcapasos o bien por incrementos de
calcio proveniente de almacenes intracelulares (Ford et al., 2010; Chan et al., 2007; Patel
et al., 2009). Es importante mencionar que estas neuronas nigrales cuentan con
autorreceptores D2 que por su acople a proteinas Gi, producen disminucién de la
liberacidon de neurotransmisores, en este caso, de dopamina (Pucak and Grace, 1994).

La gran cantidad de proyecciones dopaminérgicas en la SNr y la presencia de receptores a
dopamina en las terminales de mayor influencia en dicho nucleo (estriado-nigrales, palido-
nigrales y subtalamo-nigrales), revelan la importancia de la modulacion dopaminérgica en
la neurotransmisién de este nucleo de salida. Existe evidencia de que cada uno de estos

receptores modula la liberacién del neurotransmisor de la neurona en la que se

32



encuentra; sin embargo, la funcién de algunos elementos en el complejo de salida no ha
sido dilucidada. Si bien cada neurotransmisor tiene una funcion definida al activar sus
receptores respectivos; el incremento o disminucién de la liberacién de alguno de estos
neurotransmisores podria influenciar la actividad neuronal colindante. Es por ello que la
ausencia de la dopamina genera cambios tan drdsticos en la interaccién de

neurotransmisores durante la EP.

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

2.1 Interaccion entre los neurotransmisores dopamina, glutamato y GABA en la
sustancia nigra pars reticulata

Por varios afios se ha estudiado el efecto final de cada neurotransmisor sobre la actividad
de las neuronas de la SNr; por ejemplo, se ha obtenido evidencia de la interaccién
presindptica y postsindptica de la dopamina y el glutamato en algunas regiones de los GB y
la influencia de los mismos en algunas funciones motoras y de aprendizaje. (Riederer et
al., 1992). Con respecto a esto, se han encontrado fibras corticales y subtalamicas que se
comunican directamente con el soma y dendritas de la SNc (Smith et al., 1996). De igual
manera, algunos ensayos in vitro de la SNr, han revelado que agonistas especificos e
inespecificos de los receptores NMDA estimulan la liberacién de dopamina tritiada de
manera dependiente de calcio. Por otra parte, en estudios de microdidlisis in vivo se
demostrd que la estimulacion del nucleo subtaldmico con carbacol (agonista colinérgico)
produce un incremento en los niveles de dopamina, glutamato y GABA en la SNr (Rosales
et al, 1997). En ese trabajo, Rosales et al., 1997 demostraron que dichos
neurotransmisores tienen una interaccidn reciproca, ya que la activacidn de receptores
NMDA de las dendritas de la SNc produce un aumento de dopamina, dicha dopamina
incrementa la liberacién de GABA y glutamato mediante activaciéon de receptores D1 de
las aferentes estriado-nigrales y subtdlamo-nigrales, respectivamente, promoviendo asi un
circuito repetitivo de liberacién de neurotransmisores. Dado que el receptor D3 se

encuentra modulando la liberacién de glutamato de las terminales subtalamo-nigrales, es
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de vital importancia describir su papel en condiciones fisiolégicas y de Parkinson

experimental.

Por otra parte, la modulacién de la neurotransmisién GABAérgica en la SNr mediada por la
dopamina es evidenciada por su abundante presencia y liberacién dendritica sobre este
nucleo neuronal. En concordancia con lo anterior, a través de estudios iontoforéticos se
ha comprobado que la dopamina puede inducir la actividad de las neuronas de la SNr en
animales intactos (Ruffieux and Schultz 1980; Waszczak and Walters 1983).

Los anteriores son ejemplos generales de la influencia de un neurotransmisor sobre la
liberacion de otro. La proximidad de sinapsis de diferente naturaleza en la SNr, sumado a
que las aferentes nigrales cuentan con receptores dopaminérgicos, GABAérgicos vy
glutamatérgicos forman un microambiente donde cada proceso de liberacién de un
neurotransmisor puede influenciar otro proceso préximo, de ahi la importancia de la

interaccion de neurotransmisores en este nucleo de salida.

2.2 Participacion del receptor D3 en la neurotransmision de la SNr y la conducta motora
Las neuronas del NST expresan en sus terminales a los receptores a dopamina D1-like, D2
y D3 (Diaz et al., 1995; Flores et al., 1999) (Fig. 13). Cabe mencionar que los receptores D3

se han encontrado en soma y terminales de dichas neuronas.

Figura 13. Autoradiografia del receptor D3 en un corte sagital que muestra el NST del cerebro de rata,

utilizando (H3)7-OH-DPAT como marcador (Flores et al. 1999).
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En cuanto a la funcién de los receptores tipo D3, se ha comprobado que la aplicacién del
agonista no selectivo D2/D3 Quinpirole en experimentos electrofisiolégicos produce una
disminucion de las EPSCs en la SNr. Adicionalmente, se comprobd la localizacién
presinaptica de este receptor mediante el protocolo de pulsos pareados (lbafiez-Sandoval
et al., 2006). Lo anterior sugiere la modulaciéon dopaminérgica de las terminales
subtalamo-nigrales a través del receptor D3.

Con respecto a la funcién del receptor D3 en la conducta motora, varios reportes han
descrito que la activacidn de dicho receptor, a través de la administracion sistémica de sus
agonistas farmacoldgicos, disminuye la actividad motora y que la aplicacion sistémica de
sus antagonistas la incrementan (Figura 14) (Waters et al., 1993; Clifford et al., 1998; Car
et al., 2002; Cote et al., 2014).
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Figura 14. Efecto del agonista D3 PD128907 y de su antagonista SB277011-A sobre la actividad

locomotora.

Debido a que las neuronas nigro-taldmicas controlan el flujo de informacién hacia la
corteza a través del talamo, la activacion del receptor D3 en la SNr podria estar
desempeiiando un rol importante en la modulacion de la conducta motora en condiciones
fisioldgicas. De igual manera, hoy en dia se utilizan algunos agonistas D3 para el
tratamiento de la EP; sin embargo, su mecanismo de accién no ha sido completamente

esclarecido (Marek et al., 2013).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque se ha mostrado a través de herramientas farmacoldgicas in vitro que el receptor
D3 modula la liberacidn de glutamato hacia la SNr, su participacion en la conducta motora
no ha sido definida concretamente. Es importante correlacionar los efectos del bloqueo
farmacoldgico del receptor D3 con la conducta motora en animales, para asi proponer un
mecanismo de su participacion en la neurotransmisidon en la SNr. Asi mismo, hay poca
informacién disponible acerca del mecanismo de accién de la L-Dopa durante el
tratamiento de la EP. Por lo tanto, es de interés en este trabajo describir un mecanismo
por el cual dicho farmaco promueve la recuperacion motora en animales con Parkinson
experimental y como el receptor D3 nigral participa en el mismo, a través de una
correlacién entre los cambios neuroquimicos y la conducta motora de ratas en libre

movimiento.

4. JUSTIFICACION

* Dado el creciente interés en el receptor D3 como blanco terapéutico en la
enfermedad de Parkinson, es esencial describir la correlacién entre la funciéon de
dicho receptor en la interaccion dopamina/GABA/glutamato nigral y las
modificaciones de la conducta motora que se presentan en condiciones fisioldgicas
y de Parkinson experimental.

* Es de gran relevancia entender los mecanismos por los cuales actua la L-Dopa, el
farmaco de eleccidn para la enfermedad de Parkinson y como participa el receptor

D3 en este tratamiento, asi como sus efectos sobre la conducta motora.
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5. HIPOTESIS

-El bloqueo del receptor D3 intranigral, reproduce los efectos del bloqueo sistémico del
mismo, incrementando la actividad motora en ratas normales.

-La L-Dopa activa los receptores D3 en la denervacion dopaminérgica modulando la

liberacion de GABA y glutamato restaurando la actividad motora.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General
Evaluar la participacion de los receptores dopaminérgicos D3 en la interaccidn reciproca
dopamina/GABA/glutamato en la sustancia nigra reticulada sobre la actividad motora en

condiciones normales y de Parkinson experimental.

6.2 Objetivos Especificos

1.-Estudiar el efecto del bloqueo de los receptores D3 que participan en la interaccién
reciproca dopamina/GABA/glutamato sobre la actividad motora en ratas normales.
2.-Caracterizar el efecto del bloqueo de los receptores D3 de la SNr sobre la liberacién de
GABA vy glutamato durante la denervaciéon dopaminérgica de la rata, asi como su efecto
sobre la actividad motora.

3.-Evaluar la participacion de los receptores D3 en la accién de la L-Dopa en la SNr y su
efecto sobre la actividad motora durante la denervacién dopaminérgica.

4.- Proponer un nuevo modelo de interaccién de estos neurotransmisores en la sustancia
nigra reticulada de ratas normales y su activacion por la L-Dopa en condiciones de

Parkinson experimental.
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7. METODOLOGIA

7.1 Animales de experimentacion

Para los procedimientos experimentales se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con
un peso de 170-190 y 220-240 g. Los animales se mantuvieron en condiciones de
habituacidn de bioterio: temperatura ambiente de 18-23 °C, en ciclo de luz-obscuridad de

12/12 horas y alimentacion ad libitum.

7.2 Lesion con 6-OHDA

Los animales fueron anestesiados con una combinacién de ketamina (75 mg/kg) y xilacina
(5 mg/kg) y colocados en un aparato estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA).
Posteriormente se realizé la inyeccidn unilateral intracerebral de 1 pl de 6-OHDA (16 pg/pl
disuelta en solucién salina 0.9% y acido ascérbico 0.1%) en el haz del cerebro medio, cuyas
coordenadas fueron obtenidas del atlas de Paxinos y Watson (1998). Anteroposterior: -1.8
mm Lateral: -2.4 mm y Dorsoventral: -7.0 mm. Al terminar cada cirugia las ratas fueron
administradas via s.c. con enrofloxacina 5 mg/Kg de peso, con la finalidad de prevenir

infecciones.

7.3 Conducta de Giro

Después de 8 dias de realizada la lesién con 6-OHDA, se llevd a cabo la prueba conductual
de giro para corroborar el grado de lesidn de las ratas. Para cumplir con este propdsito se
contabilizaron los giros inducidos por una inyeccion intraperitoneal de anfetamina (8
mg/Kg). Los animales que presentaron al menos 8 giros ipsilaterales por minuto durante
una hora fueron considerados como aptos para la implantacion de la canula guia en la SNr

y el experimento de microdidlisis correspondiente.
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7.4 Implantacién de Canula guia

Para llevar a cabo los experimentos de microdidlisis, los animales (ratas normales vy
hemiparkinsénicas de entre 220-240 g de peso) fueron anestesiados con una mezcla de
ketamina/xilacina via i.p. (75 mg/kg / 5 mg/kg) y colocados en el estereotaxico (David Kopf
Instruments, Tujunga, CA) donde se les implantd una canula guia plastica en las
coordenadas: Anteroposterior: -8.9 mm, Lateral -1.9 mm, Dorsoventral: -7.0 mm, con
respecto a bregma y una inclinacion de 43 grados con respecto al plano horizontal;

correspondientes a la SNr (Figura 14) (Paxinos y Watson, 1998).

Lateral 2.40 mm

[ | mprd |

Figure 84
L

Figura 14. Localizacion de la SNr seguin el atlas de Paxinos y Watson.

7.5 Experimentos de Microdialisis

Los experimentos de microdidlisis se llevaron a cabo de 3 a 5 dias después de la
implantacion de la canula guia. Los animales se colocaron en una caja de actividad motora
(med associates inc) y se aseguraron con un cinturén a la altura del térax, lo que les
permiti6 moverse libremente. Posteriormente se les insertd una sonda de dialisis
concéntrica de 240 um de diametro en la cdnula guia previamente implantada. Dicha
sonda cuenta con una punta de 1 mm, volumen interno de 1 ul y membrana de exclusiéon

molecular de 6000 Da (CMA/11. CMA Microdialysis AB) (Figura 15).
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Figura 15. Esquema general del proceso de microdialisis. En el panel izquierdo se muestra el intercambio
de la membrana semipermeable que se lleva a cabo en el tejido cerebral. Al centro se muestra el proceso
de muestreo y a la derecha la deteccion de las moléculas de interés mediante HPLC. (Tomado de
Anderzhanova and Wotjak, 2013.)

Se perfundié solucién Ringer (3 pl por minuto) a través de la cdnula durante dos horas.
Tras este periodo de estabilizacién, se obtuvieron dializados de 60 ul cada 20 minutos. La
administraciéon de los farmacos se realizd ya sea a través de la canula (disueltos en la

solucién de perfusién), o bien por via intraperitoneal.

7.5 Actividad Motora

Los parametros motores a evaluar en este estudio fueron: Distancia ambulatoria, cuentas
no ambulatorias y giros, que fueron determinados a través de una caja de actividad
motora (Activity Test Chamber ENV-515s) y obtenidos mediante el programa “Activity

Monitor” (Med Associates Inc).
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7.6 Cuantificacion de Dopamina por HPLC

25 pl de cada dializado obtenido del experimento se inyectaron directamente en un
cromatdgrafo de Fluorescencia Waters (2475 Multi A Fluorescence Detector, Waters Inc),
mediante un inyector manual Rheodyne con un asa de 20 plL. El cromatégrafo se
programod a una longitud de onda de excitacidon de Aex=279 nm y una longitud de emisién
de Aem=320 nm; ademas de una ganancia de intensidad de mil (Gain=1000).

La separacién cromatografica se realizé mediante una columna Ascentis Express C18,
tamafio de particula 2.7 um, 4.6 mm de ancho y 100 mm de largo de la marca SUPELCO
Analytical (Sigma-Aldrich Co). Los componentes de la fase mdvil utilizada fueron: acido
monocloroacético (9.48 mg/l), acido etilendiaminotetracético (EDTA) (189 mg/L, acido),
acido 1-octanesulfénico (166 mg/L). Se utilizé una concentraciéon final de 4.5% de
acetonitrilo y se ajusté el pH a 3.2 con NaOH (Rosales et al., 1997). La bomba utilizada

para este sistema fue una HPLC BAS PM-80 que se programé a un flujo de 0.6 ml/min.

7.7 Cuantificacidon de GABA y glutamato por HPLC

35 pl de cada dializado obtenido del experimento se sometieron a una reaccién de
derivatizacién con 5 pl de la solucién: (2.7 mg OPA, 10% metanol, 0.5 pL de 2-B-
mercaptoethanol (99%), y 9 ml 0.1 M Buffer de tetraborato de sodio), dicha mezcla se
agitd por 2 minutos en vortex y se inyectd en un cromatoégrafo Antec Leyden Intro LC-EC
mediante un inyector manual Rheodyne. Para la deteccidén electroquimica se utilizd un
potencial de celda de +0.550 mV, un filtro digital de 1 s para reducir el ruido de la sefial y
se ajustd el equipo a una temperatura de 3542 °C aproximadamente.

La cromatografia se realiz6 mediante una columna para HPLC Ascentis Express C18,
tamafio de particula 2.7 um, 4.6 mm de ancho y 100 mm de largo de la marca SUPELCO
Analytical (Sygma-Aldrich Co). Los componentes de la fase movil utilizada fueron: fosfato
disddico (35.814 g/L), metanol 30% y acetonitrilo 3.5%, el pH fue ajustado con acido
fosférico a 6.7 (Quiroz-Gonzalez et al., 2013). La bomba de flujo utilizada fue una HPLC

Waters 515 (Waters Inc) que se ajusté a un flujo de 0.9 ml/min.
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7.8 Histologia

Al terminar cada experimento de microdialisis, las ratas fueron anestesiados con una
mezcla de ketamina/xilacina (75 mg/kg de peso, de ketamina; 5 mg/kg de peso, de
xilacina, via i.p.) y decapitados. Posteriormente se realizé la extraccidén del cerebro, que se
colocd en una solucién de Formol al 4% por al menos 24 horas. Una vez fijado el cerebro,
se realizaron rebanadas sagitales de 300 um de grosor, en un vibratdmo WPI (World
Presition Instruments). Las rebanas de cerebro fueron observadas de manera detallada
con ayuda de un microscopio de luz blanca, con el objetivo de 2X. Para cada experimento

se confirmé la correcta posicion de la sonda de la cdnula de microdidlisis en la SNr.

7.9 Analisis Estadistico

Para cada uno de los neurotransmisores analizados, los datos fueron expresados como
porcentaje de neurotransmisor medido en el dializado “X” con respecto al control (valor
basal del dializado 1). En relacion a la actividad locomotora, se obtuvieron los datos de
distancia ambulatoria (cm), giro (nimero de giros/min) y actividad no ambulatoria
(cuentas), los cuales fueron graficados con respecto al nimero de dializado. Para evaluar
los efectos de diferentes farmacos dentro de las mismas condiciones experimentales,
todos los datos fueron evaluados por medio de andlisis de varianza de dos vias (ANOVA)
seguido por una prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. Para comparar los
efectos de los fadrmacos en dializados de diferentes sets de experimentos se utilizé una
prueba t no pareada. Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas por medio del

software GraphPad prisma versién 7.03 (GraphPad Sotware, Inc).
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8. RESULTADOS

8.1 El bloqueo del receptor D3 incrementa la concentracion de glutamato, dopamina y
GABA en la SNr de ratas en libre movimiento

Para investigar el papel del receptor D3 en la modulacidn de la liberacion de glutamato,
dopamina y GABA in vivo, se perfundié el antagonista altamente selectivo GR 103691 (100
nM i.c.) en la SNr de ratas en libre movimiento (Audinot et al., 1998). En la Figura 16 se
muestra el resultado de la microdidlisis acoplada a la mediciéon de la conducta motora
después del bloqueo del receptor D3. Como se puede apreciar en la figura 16A, la
perfusién de GR 103691 produjo un incremento significativo glutamato del dializado
cuatro al seis, el cual regresé gradualmente al valor basal en el dializado siete. El
incremento maximo de glutamato fue observado durante el dializado cuatro, el cual fue
de 239+21% en comparacion con el dializado tres 102+3% (p <0.001). De manera similar,
se observaron incrementos en las concentraciones de dopamina y GABA en el mismo
curso temporal. En el caso de la dopamina el incremento maximo en el dializado 4 fue
202+8% en comparacién con el dializado tres 99+2% (Figura 16B; p <0.001). Mientras que
en el caso de GABA el maximo incremento en el dializado cuatro fue 17015% en
comparacion con el dializado tres 100+2% (Figura 16C; p <0.001).

De manera simultanea a la microdialisis se evaluaron dos parametros de actividad
locomotora (distancia ambulatoria y cuentas no-ambulatorias) y uno de asimetria
locomotora (giros contralaterales). En todos los casos se observaron incrementos
estadisticamente significativos que correlacionaron con los cambios en los niveles de
glutamato, GABA y dopamina con similares cursos temporales. En primer lugar, la
distancia ambulatoria méaxima alcanzada en el dializado cuatro fue de 209+20 cm,
comparado con el dializado tres 23+13 cm (Figura 16D; p <0.001). De igual manera, las
cuentas no-ambulatorias maximas en el dializado cuatro fueron 98235 comparadas con
el dializado tres 250+30 (Figura 16E; p <0.001). Finalmente, los giros contralaterales
maximos registrados en el dializado cuatro fueron 1.25+0.25 giros, comparados con el

dializado tres 0.12+0.12 (Figura 16F; p <0.001).
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8.2 Efectos del bloqueo del receptor D3 dependientes del receptor D1 sobre la liberaciéon
de GABA y Glutamato

Previamente, en experimentos similares de microdidlisis, Rosales et al. (1997) mostraron
que la estimulacion del nucleo subtaldmico produce un incremento en los niveles de GABA
y glutamato en la SNr de la rata. Este incremento fue mediado por la liberaciéon de
glutamato, el cual al activar receptores NMDA en las dendritas dopaminérgicas promovié
la liberacion de dopamina, la cual habria activado receptores D1 en terminales
GABAérgicas y glutamatérgicas, estimulando la liberacién de los neurotransmisores.

Por lo tanto, se explord si los incrementos de GABA y glutamato observados durante el
blogueo del receptor D3 son consecuencia de la estimulacion del receptor D1 por
dopamina enddgena liberada por glutamato. Para ello en el grupo experimental se
perfundié el antagonista selectivo de receptores D1-like (Neumeyer et al., 2003), el SCH
23390 (1 uM; dializados 4-9), previo al bloqueo del receptor D3 con GR 103691 (dializados
7-9; Figura 17, circulos rojos). Por otra parte, en el grupo control, las ratas fueron
perfundidas con solucién salina en lugar de SCH 23390 y con GR 103691 en los dializados
siete al nueve. Los resultados se muestran en la misma figura (circulos negros).

Con respecto al grupo experimental, SCH 23390 no modificé por si mismo de manera
significativa los niveles de ninguno de los tres neurotransmisores (Figuras 17A-17C),
incluso después de 60 minutos de perfusién (glutamato dializado tres: 9841 vs dializado
seis: 100+2; dopamina dializado tres: 99+1% vs dializado seis: 101+2%; GABA dializado
tres: 9941 vs dializado seis: 96+4). Sin embargo, el bloqueo del receptor D1 produjo varios
efectos sobre la liberacién de neurotransmisores cuando el receptor D3 fue blogueado
concomitantemente. Primeramente, como se muestra en la Figura 17A, durante el
blogueo combinado de los receptores D1 y D3 se observd una disminucion
estadisticamente significativa en el porcentaje de glutamato liberado (incremento maximo
en el dializado siete con GR 103691: 244+17% vs dializado siete de GR 103691 + SCH
23390: 153+5%, p <0.001). Por otra parte, la liberacién de dopamina no fue modificada

por el co-tratamiento con SCH (Figura 17B, maximo incremento en el dializado siete con
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GR 103691: 194+6% vs el dializado siete con GR 103,691 + SCH 23390: 184+8%, ns),
mientras que el aumento de GABA liberado fue completamente prevenido (Figura 17C,
maximo incremento en el dializado siete con GR 103,691: 172+6% vs dializado siete con
GR 103,691 + SCH 23390: 101+3%, p <0.001). Por otra parte, en el grupo de animales
control, el efecto del bloqueo del receptor D3 no fue diferente con respecto a los
experimentos presentados en la figura 16, en la cual dicho antagonista fue administrado
del dializado cuatro al seis, en la comparacién estadistica de los dializados
correspondientes no se encontraron diferencias significativas.

Finalmente, al evaluar los efectos los tratamientos sobre los pardmetros de actividad y
asimetria motora, el hallazgo mas sorprendente es que el bloqueo del receptor D1 previno
los efectos conductuales previamente observados durante el bloqueo del receptor D3

solo (Figuras 17D-17F, circulos rojos comparados con los circulos negros).

8.3 Los incrementos de la liberaciéon de Glutamato y GABA por el bloqueo del receptor
D3 dependen de dopamina enddgena

Los resultados anteriores indican que la estimulacién del receptor D1 media parte del
efecto del bloqueo del receptor D3 sobre la liberacidon de glutamato y el efecto completo
sobre la liberacién de GABA. Aunado a esto, algunos reportes previos han sugerido que el
glutamato puede controlar la liberacién de dopamina a través de la activacion de
receptores NMDA; por lo tanto, se explord si la dopamina enddgena liberada a través de
la activacion de receptores NMDA por glutamato activa a los receptores D1. Los resultados
revelaron que el bloqueo de los receptores NMDA (acido kinurénico, 500 uM) no modificd
la liberacion de glutamato (Figura 18A, dializado tres: 103+4% vs dializado seis: 109+4%,
ns). Sin embargo, el efecto del bloqueo del receptor D3 sobre la liberacién de glutamato
se mantuvo, (Figura 18A, dializado seis: 109+4% vs dializado siete: 172+5%, p < 0.001),
aungue el efecto fue significativamente menor que el observado cuando se bloquea solo
al receptor D3 (Figura 17A, dializado siete con GR 103,691: 244 +17% vs Figura 18A,

dializado siete GR 103,691 + acido kinurénico: 172 + 4%, p < 0.01), y muy parecido a lo
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observado cuando se bloquean los receptores D1 y D3 (Figura 17A, dializado siete con GR
103691 + SCH 23390: 154 +5% vs Figura 18A, dializado siete GR 103691+ acido
kinurénico: 172 + 4%, ns).

Por otro lado, como se esperaba, la perfusion con acido kinurénico previno el incremento
de dopamina mediado por el bloqueo del receptor D3 (Figura 18B, dializado seis: 98+4% vs
dializado siete: 100+3%, ns), sin afectar los niveles de neurotransmisor basal (Figura 18B,
dializado tres: 102+2% vs dializado seis 98%+3%, ns).

Con respecto a los niveles de GABA, el bloqueo de los receptores NMDA no modifico la
liberacion basal de GABA (Figura 18C, dializado tres: 100+3% vs dializado seis: 99+3%, ns);
sin embargo, previno el aumento producido por el bloqueo de los receptores D3 (Figura
18C, dializado siete: 95+1% vs 17C, dializado siete: 172+6.13%; p=0.005). Adicionalmente,
como se observo con el bloqueo del receptor D1, el bloqueo del receptor NMDA también
previno los efectos conductuales de GR 103691 (Figura 18A—C).

Finalmente, se explord el efecto del bloqueo concomitante del receptor D1 y los
receptores NMDA conjuntamente con la administracion de GR103691. Como se puede
observar en la figura 19, el efecto es muy similar al producido cuando se bloquean los
receptores NMDA solos (Figura 18). Se observd un incremento en los niveles de
glutamato, pero interesantemente fue significativamente menor al producido cuando se
bloqued unicamente el receptor D3 (Figura 19A, dializado siete: 171+4%, vs 17A, dializado
cuatro con GR 103691: 244 + 17%,; p < 0.001). Adicionalmente, no se observaron cambios
ni en los niveles de dopamina (Figura 19B, dializado seis, 103 +3% vs dializado siete:
100£4%, ns), ni en los niveles de GABA (Figure 19C, dializado seis: 102+ 2% vs dializado
siete: 97+ 4%, ns).

Finalmente, de manera similar a lo encontrado con el bloqueo de los receptores NMDA
solos, el blogueo concomitante de receptores NMDA y D1 previno todos los efectos

conductuales del GR103691 (Figura 19A—C).
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8.4 El bloqueo sistémico del receptor D3 mimetiza el efecto del bloqueo intranigral del
receptor D3, papel del receptor D1

Para determinar si los cambios producidos por el bloqueo local del receptor D3 en SNr de
rata correlacionan con cambios inducidos por bloqueo sistémico de dichos receptores, se
realizaron experimentos de microdialisis acoplados a evaluaciones de actividad motora en
ratas administradas intra-peritonealmente con el antagonista de receptor D3 U99194A. Se
utilizd U99194A en lugar de GR103691, porqué el primero posee mayor capacidad para
cruzar la barrera hematoencefdlica. Los resultados de una sola inyeccién intraperitoneal
de U99194A (25 mg/kg) se muestran en la Figura 20. Sorprendentemente, el U99194A
indujo un aumento sustancial en el glutamato nigral (Figura 20A, dializado cuatro: 284+
19% vs dializado tres: 101+ 2%, p <0.001), el cual regresd a los valores basales en el
dializado ocho. Ademads, el bloqueo sistémico del receptor D3 produjo incrementos en los
niveles de dopamina (Figura 20B, dializado cuatro: 245+13% vs dializado tres: 101+ 3%, p
<0.001) y GABA (Figura 20C, dializado cuatro: 239+ 12% vs dializado tres: 103t 3%, p
<0.001). Como se esperaba, la administracion de U99194A aumentd la distancia
ambulatoria y las cuentas no ambulatorias, con un curso temporal similar al del aumento
de los neurotransmisores (Figuras 16D, distancia maxima ambulatoria en dializado cuatro:
474469 cm vs distancia ambulatoria basal durante el dializado tres: 61 + 28 cm, p <0,001;
Figura 16E, cuentas no ambulatorias maximas en el dializado cuatro: 1529 + 347 cuentas
vs cuentas no ambulatorias en el dializado tres: 372 + 43, p <0,001).

Ya que el bloqueo nigral del receptor D1 previno los efectos conductuales del antagonista
D3 cuando se administré localmente, se probd un posible mecanismo intranigral de los
efectos del bloqueo sistémico de receptores D3. Con esta finalidad se llevaron a cabo
experimentos bloqueando el receptor D1 nigral mediante la perfusién de SCH 23390 en
los dializados cuatro a nueve antes de la inyeccidn sistémica de U991194A (durante el
dializado seis); los resultados se muestran en la Figura 21. Como se observd previamente
(Figura 17), el SCH 23390 no modificé los niveles basales de glutamato, dopamina o GABA,;
sin embargo, el bloqueo intranigral del receptor D1 disminuyd considerablemente los

incrementos de glutamato, dopamina y GABA producidos por la administracién sistémica
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de U991994 (Figura 20). Para el glutamato (Figura 21A), se observd un incremento
significativo en los dializados ocho (133+6%, p <0.001) y nueve (142+7%, p <0.001). En el
caso de la dopamina (Figura 21B), también se observaron incrementos en los dializados
ocho (124+11%, p <0.05) y nueve (123+4%, p <0.05). Mientras que en el caso de GABA
(Figura 21C), los incrementos fueron los mas altos de los tres neurotransmisores en los
dializados siete (142+10%, p <0.001) y ocho (156+14%, p <0.001).

Los cambios en los niveles de neurotransmisores produjeron cambios bajos, pero
significativos en la distancia ambulatoria y cuentas no ambulatorias (Figura 21D, distancia
ambulatoria dializado tres: 43£19 cm vs el dializado ocho: 152+26 cm y el dializado nueve:
191423 cm, p <0.01 y p <0.05, respectivamente; Figura 21E, cuentas no ambulatorias del
dializado tres: 200149 vs el dializado siete: 590+71 y el dializado ocho: 414193, p <0.001 y
p <0.05, respectivamente). En la Figura 23 se puede observar la representacion grafica de
los registros de actividad locomotora de una rata de cada grupo experimental realizada
por el software automatizado. Se puede observar que tanto el blogueo intranigral del
receptor D3 (Figura 16), como el bloqueo sistémico (Figura 20) produjeron un aumento en
la actividad locomotora, mientras que el bloqueo del receptor D1 nigral impidié o
disminuyé los incrementos de la actividad motora producida por ambas manipulaciones
del blogueo del receptor D3 (Figuras 17 y 21). Finalmente, la Figura 24 muestra una
seccidn sagital representativa del cerebro de la rata y diagramas esquematicos donde se
indica la localizacién de las pruebas de microdidlisis implantadas en cada condicién

experimental.

8.5 Efecto del bloqueo sistémico de los receptores D1 y D3 sobre los efectos
neuroquimicos y conductuales producidos por la L-Dopa

Para investigar la participacion de los receptores D3 en la accién de la L-Dopa en la SNr y
su efecto sobre la actividad motora durante la denervacion dopaminérgica, se llevaron a
cabo experimentos de microdialisis concomitantemente con evaluaciones de actividad

motora en ratas previamente lesionadas con 6-OHD. La administracion sistémica de L-
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Dopa (10 mg/Kg) produjo un incremento significativo en los niveles de dopamina, GABA y

glutamato

La administracion de L-Dopa produjo un incremento en la liberacidn de los tres
neurotransmisores. La dopamina es consecuencia de la transformaciéon de L-Dopa, la cual
se expresé como incremento con respecto de la concentracién promedio que hay en la
rata normal (9.6 nM). Para el glutamato (Figura 22A), se observé un incremento maximo
significativo en el dializado ocho (197+6%, p <0.001). En el caso de la dopamina (Figura
22B), también se observaron incrementos en los dializados ocho (49.8+6%, p <0.001).
Estos incrementos se correlacionaron con incrementos en la actividad motora e indujeron
conducta de giro. La distancia ambulatoria maxima alcanzada en el dializado ocho fue de
257048 cm, comparado con el dializado tres 21443 cm (Figura 22D; p <0.001). De igual
manera, las cuentas no-ambulatorias maximas en el dializado cuatro fueron 4311455
comparadas con el dializado tres 759+23 (Figura 22E; p <0.001). Finalmente, los giros
contralaterales maximos registrados en el dializado cuatro fueron 9.8%0.25 giros,

comparados con el dializado tres 0.6+0.15 (Figura 22F; p <0.001).

Para entender el papel de los receptores D3 en la denervacion administramos el
antagonista selectivo de estos el U 99194 (dosis) previo a la administracién de L-Dopa, en
la Figura 22, se puede ver que el blogueo de los receptores D3 incrementa
significativamente la liberacion de glutamato y GABA sin modificar la dopamina, lo cual
correlaciond con incrementos en la actividad locomotora y la conducta de giro. Para ver si
el efecto de la actividad de los receptores D3 se relaciona con la actividad de receptores
D1 como en la condiciéon normal, agregamos SCH 23390 conjuntamente con el U 99194
previo a la administracion de L-Dopa lo que abolid los niveles de glutamato y GABA, pero

no de dopamina e inhibiendo la actividad motora.
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Figura 16. El bloqueo del receptor D3 intranigral incrementa el glutamato, dopamina y GABA intersticiales y estimula la actividad locomotora. A, B y C muestran el porcentaje de cambio de glutamato,
dopamina y GABA intersticiales de cada dializado con respecto al dializado uno (Linea base); la barra negra indica el periodo de perfusion del antagonista selectivo GR 103,691 (100 nM). D, Ey F
muestran el cambio en la distancia ambulatoria en centimetros, cuentas no ambulatorias y giros contralaterales, cada pardmetro correspondiente a los 20 minutos en los cuales cada dializado fue

colectado. *p < 0.05, y ***p < 0.001 con respecto al dializado tres (antes de la inyeccion del antagonista), ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey, n=8 ratas por grupo.
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Figura 17. El bloqueo intranigral del receptor D1 previene el efecto conductual que produce el antagonista D3 y disminuye el incremento de glutamato y GABA. A, B, y C muestran el efecto del bloqueo
intranigral del receptor D1 con SCH 23,390 (1 uM, del dializado tres al ocho) sobre la concentracidn intersticial de glutamato, dopamina y GABA solo y en co-perfusion del antagonista del receptor D3
GR 103,691 (100 nM, del dializado seis al ocho). Los circulos negros indican un grupo de animales perfundidos con solucién salina en lugar de SCH23390 como control para el grupo de los circulos
rojos, perfundido con SCH23390 antes del bloqueo del receptor D3. D, E, y F muestran el efecto conductual de la co-perfusién de los antagonistas sobre la distancia ambulatoria, cuentas no
ambulatorias y giros contralaterales, respectivamente. *p < 0.05y ***p < 0.001 con respecto al dializado seis (grupo de circulos negros); ### p < 0.001 con respecto al dializado seis (grupo de circulos

rojos); y &&&p < 0.001 (grupo negro vs. Grupo rojo); ns, sin diferencias significativas entre dializados. ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey, n=6 ratas por grupos.
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Figura 18. El bloqueo intranigral del receptor NMDA previene los incrementos de dopamina y GABA y los efectos conductuales motores, inducidos por el bloqueo del receptor D3. A, By C muestran el
efecto del bloqueo del receptor NMDA intranigral con acido kinurénico (500 uM,del dializado tres al ocho) sobre la concentracidn intersticial de glutamato, dopamina y GABA, solo o en co-perfusion
del antagonista D3 GR 103,691 (100nM, del dializado seis al ocho). D, E y F muestran los efectos conductuales de la co-perfusién de los antagonistas sobre la distancia ambulatoria, cuentas no

ambulatorias y giros contralaterales, respectivamente. ***p < 0.001 con respect al dializado seis; ns, no diferencia significativa entre dializados. ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey,

n=6 ratas por grupo.
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Figura 19. El bloqueo concomitante de los receptores NMDA y D1 previenen el incremento de dopamina, GABA y los efectos conductuales motores, pero no el incremento de glutamato, inducido por
el bloqueo del receptor D3. A, B, y C ilustran el efecto del bloqueo intranigral del receptor NMDA con acido kinurénico y del receptor D1 con SHC 23390 (500 uM and 1 pM, respectivamente, del
dializado tres al ocho) sobre la concentracidn intersticial de glutamato, dopamina y GABA, juntos o en co-perfusion del antagonista D3 GR 103,691 (100 nM, del dializado tres al ocho). D, E, y F
muestran los efectos conductuales de la co-perfusidn de los antagonistas sobre la distancia ambulatoria, cuentas no ambulatorias y giros contralaterales, respectivamente. *p < 0.05 y ***p < 0.005 con

respecto al dializado seis; ns, no diferencias significativas entre dializados. ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey, n=6 ratas por grupo.
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Figura 20. El blogueo sistémico del receptor D3 con U99194A incrementa el glutamato, dopamina y GABA intranigrales y la actividad locomotora. A, B y C muestran el porcentaje de cambio del
glutamato, dopamina y GABA intersticial con respecto al dializado 1 (Linea base), y la flecha indica la inyeccidon de una dosis Unica del antagonista D3 U99194A (25 mg/Kg i.p.) D y E muestran el cambio
de la distancia ambulatoria en centimetros, y cuentas no ambulatorias, cada pardmetro correspondiente a los 20 minutos en los cuales cada dializado fue colectado. *p < 0.05, **p < 0.001, y ***p <

0.001 con respecto al dializado tres (antes de la inyeccion del antagonista), ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey, n=6 ratas por grupo.
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Figura 21. El bloqueo intranigral del receptor D1 disminuye los incrementos en los neurotransmisores y actividad locomotora que produce el bloqueo sistémico del receptor D3. A, B'y C muestran el
porcentaje de cambio de glutamato, dopamina y GABA intersticial con respecto al dializado 1 (Linea base), la flecha indica la inyeccidn de una dosis simple del antagonista selectivo D3 U99194A (25
mg(Kg i.p.). D y E muestran el cambio en la diatcia ambulatoria en centimetros y cuentas no ambulatorias, cada pardmetro correspondiente a los 20 minutos en los cuales cada dializado fue colectado.

*p <0.05, **p <0.001, y ***p < 0.001 con respecto al dializado tres (antes de la inyeccion del antagonista), ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey, n=6 ratas por grupo.

55



; L_ngim 60 300 *®- L-dopa
- + - i,
* & + SCH 23390 ®- L-dopa © +U99194
- +
& 2501 B © +U99194 — 2501 @ + SCH 23390
© ©
@ @ 404 @ + SCH 23390 2
£ 2004 S @ 2004
] g S
e E t < 150
g 150 §20_ E
)
2 1009 8 Y 100+
504 04 @GO o - 504
Q'&’L’bb‘ﬁb’\%g@,{}@\’}; QN%'EB@%”\%Q@QQ.\‘},\}
Dializados Dializados Dializados
D * L E -®- L-dopa F
- -dopa o +U99194
2000 © +U99194 w 60007 20- - L-dopa
8 -®- + SCH 23390
~ 6000 &+ SCH 23390 s P © +U 99194
3 & s & + SCH 23390
o =5 o
S 3 2 204
3 £ &
S 40001 5 ©
S o ‘é’
2 i S 10 1
Q 2000 8 bt 1
c £ A/
g (C]
0 © 0-
ON LD xH0ABOONGD DN UD XD 0A D DOND DN
Dializados Dializados Dializados

Figura 22. El bloqueo sistémico del receptor D1 previene el efecto conductual que produce la administracién sistémica de L-Dopa 10 mg/Kg y la administraciéon concomitante de L-Dopa y el antagonista
D3 U99194 y disminuye una fraccién del incremento de GABA que se produce en ambos experimentos. A, B, y C muestran el efecto del bloqueo sistémico del receptor D1 con SCH 23,390 (0.1 mg/Kg)
sobre la concentracidn intersticial de glutamato, dopamina y GABA solo y en co-perfusion del antagonista del receptor D3 U99194. Los circulos llenos indican un grupo de animales administrados con
L-Dopa 10 mg/Kg, los circulos vacios corresponden a un grupo de animales administrados con el antagonista U99194 (25 mg/Kg) al dializado tres y L-Dopa 10 mg/Kg al dializado 4, los circulos
semivacios representan el grupo de animales administrados con ambos antagonistas (D1 y D3) al dializado tres y L-Dopa 10 mg/kg al dializado cuatro. D, E, y F muestran el efecto conductual de la co-
perfusidn de los antagonistas sobre la distancia ambulatoria, cuentas no ambulatorias y giros contralaterales, respectivamente. *p < 0.05 y ***p < 0.001 con respecto al dializado tres de cada grupo.

ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey, n=6 ratas por grupos.
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Figura 23. Representacion grafica de los registros de actividad locomotora de una rata de cada grupo experimental. El cuadro representa el campo de desplazamiento de la rata y la linea roja el

trayecto durante los veinte minutos correspondientes al dializado indicado.
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9. DISCUSION

Los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren fuertemente que el receptor D3
localizado presindpticamente en las terminales subtalamo-nigrales modula la interaccién
entre glutamato-dopamina-GABA en la SNr, mediante el control que ejerce sobre la
liberacion de glutamato. Los datos indican que el glutamato produce un incremento de la
liberacidon de dopamina a través de receptores NMDA y esto a su vez genera cambios en la
liberacion de GABA por la activacion del receptor D1, produciendo aumentos en la
actividad motora. De manera interesante, el bloqueo sistémico del receptor D3 modifica la
liberacion de neurotransmisores de manera similar que el bloqueo intranigral local. Por lo
tanto, el efecto que se produce a nivel local podria ayudar a explicar el efecto conductual
producido por la administracién sistémica de los antagonistas D3, lo cual demuestra el
papel central de dichos receptores sobre la actividad locomotora.

Por otra parte, en el caso del papel del receptor D3 en condiciones de Parkinson
experimental, el bloqueo de este receptor incremento los niveles de glutamato y GABA
con aumentos significativos de la actividad motora, lo cual se previene por el bloqueo de
los receptores D1, indicando una interaccidon entre los receptores, pero diferente de la

qgue ocurre en la condicién normal.

9.1 Farmacos utilizados

El antagonista selectivo GR103691 fue utilizado para boquear al receptor D3 de forma
local. Este farmaco tiene una afinidad mayor por el receptor D3 que por el D2, cuenta con
una Ki=0.4 nM por D3 (Briones-Lizardi et al., 2019). En base a estimacidn de las barreras
para difusidon de farmacos en experimentos de microdialisis reversa (Kho C., et al 2017), se
usé una concentracion de 100 nM de dicho farmaco con el objetivo de alcanzar una
concentracion aproximada de 10 nM en el espacio intersticial y asegurar la activacién de
los receptores D3. Puesto que la Ki del GR103691 es 60 veces mayor para el receptor D2

(también presente en terminales subtalamo-nigrales) que para el D3 (Audinot, V. et al.,
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1996), la concentracién del antagonista que alcanza el espacio intersticial permitiria el
bloqueo preferencial del receptor D3.

Por otra parte, el antagonista U99194A tiene una Ki que oscila entre 78-220 nM para el
receptor D3, la cual es 10-100 veces mayor que para el receptor D2 (Waters N. et al.,
1993). Este se utilizé para el bloqueo sistémico del receptor D3 debido a que posee una
alta capacidad para cruzar a través de la barrera hematoencefdlica y una mejor

distribucidn sistémica que el antagonista GR103691 (Audinot, V. et al., 1996).

9.2 Efecto de la perfusion de GR103691 en la sustancia nigra pars reticulata de la rata,
sobre los niveles extracelulares de dopamina, GABA y glutamato; y sobre la actividad
motora

Aunque se ha demostrado que el receptor D3 se expresa en terminales estriado-nigrales,

subtalamo-nigrales y dendritas dopaminérgicas, su participacion en la conducta motora no
ha sido completamente esclarecida. Por lo anterior y dada la cercania de las diversas
sinapsis, dendritas y terminales, podria esperarse que el bloqueo del receptor D3
produzca cambios en la neurotransmisién de la SNr, lo cual directa o indirectamente
modificaria la actividad de las neuronas nigro-talamicas y por lo tanto la actividad motora.
Los resultados del presente trabajo demostraron que la administracion unilateral del
antagonista D3, GR103961 en la SNr, produce un incremento en la conducta motora y en
la asimetria locomotora. (Figura 16D y 16F). Dado que el receptor D3 se encuentra
expresado en diversas aferentes de la SNr de diferente naturaleza, son varias las
explicaciones de como el bloqueo de este receptor afecta la actividad motora.

Inicialmente, la activacion o bloqueo de los receptores D3 de las dendritas
dopaminérgicas, que regulan la liberacién de dopamina por medio de una funcién de
autoreceptor, podria cambiar la actividad locomotora a través de una modificacién de la
liberacion de GABA o glutamato, ya que las aferentes expresan receptores de dopamina
presindpticos. En ese sentido, se ha mostrado que la dopamina que se libera de las
dendritas, controla la liberacion de glutamato de las terminales subtalamo-nigrales
principalmente por medio de receptores D3 altamente sensibles a la dopamina (lbanez-

Sandoval, O. et al., 2006; Shen, K.-Z et al., 2012). Por lo tanto, los cambios en la dopamina
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intersticial podrian modificar inicialmente la actividad subtdlamo-nigral mediada por
receptores D3. Es decir, la activaciéon del autoreceptor D3 disminuiria la liberacidon de
dopamina y concomitantemente la actividad del receptor D3 subtdlamo-nigral, lo cual
aumentaria el nivel de glutamato e incrementaria la actividad de las neuronas de la SNr,
produciendo finalmente inhibicién de las neuronas talamo-corticales y disminucién de la
actividad motora. De manera inversa, el bloqueo del autoreceptor D3 aumentaria la
dopamina, lo que a su vez estimularia el receptor D3 subtdlamo-nigral, disminuyendo la
liberacion de glutamato y la actividad de la SNr e incrementando la actividad motora. Este
mecanismo propuesto es compatible con los efectos observados en la actividad motora
por el bloqueo de los receptores D3 (Figuras 16D y 16E). Sin embargo, dicho mecanismo
implicaria actividad ténica de los autoreceptores D3, lo cual no fue respaldado por
nuestros datos experimentales. Aunque nuestros resultados demostraron un aumento en
los niveles de dopamina después del bloqueo del receptor D3 (Figura 16B), el bloqueo del
receptor NMDA con acido kinurénico (Birch et al 1988) (Figuras 18B y 19B) previno el
efecto de este bloqueo y el nivel de dopamina permanecié igual al nivel basal, mientras
qgue el aumento de glutamato se mantuvo (Figuras 18A y 19A). Por lo cual no se pudo
confirmar actividad ténica del autoreceptor D3; sin embargo, si fue posible observar un
efecto ténico de la dopamina sobre la liberacidn de glutamato a través de los receptores
D3 presindpticos (Figuras 16A, 17A, 18A y 19A). Estos hallazgos descartan un papel
sustancial del autoreceptor D3 en los cambios observados en la liberacién de
neurotransmisores y la actividad motora por el bloqueo del receptor D3. Una explicacion
de la aparente falta de participacion de autoreceptores D3 en el bloqueo intranigral del
mismo, seria su previamente sugerida poca contribucién en la regulacidn de la liberacion
de dopamina (Joseph J et al, 2002; Hirondel et al 1998).

En cuanto al receptor D3 estriado-nigral, se sabe que dicho receptor controla la liberacién
de GABA conjuntamente con el receptor D1 (Avalos-Fuentes et al., 2013). Sin embargo, en
nuestras condiciones experimentales, el receptor D3 estriado-nigral no participd en la

actividad motora producida por el bloqueo del receptor D3, ya que se observd un
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incremento en la liberacion de GABA solamente cuando el receptor D1 fue activado
(Figuras 16Cy 17D).

Por otra parte, los resultados demuestran que el receptor D3 subtdlamo-nigral se
encuentra ténicamente activado por la dopamina enddgena (Figuras 16A, 17A, 18Ay 19A).
Tedricamente, la estimulacidon del nucleo subtalamico aumentaria la actividad de las
neuronas de la SNr (Feger J. et al., 1998) en un mecanismo complejo que involucra la
activacion del receptor AMPA y NMDA (Ammari R. et al., 2010). De acuerdo con este
mecanismo, el bloqueo del receptor D3 produciria un aumento en la liberacion de
glutamato, conduciendo a la activacién de los receptores ionotrépicos en las neuronas de
salida GABAérgicas y al aumento de su frecuencia de disparo. En consecuencia, esto
producird una disminucién en la actividad tdlamo-cortical y, por lo tanto, disminuira la
actividad motora. Sin embargo, nuestros resultados exhibieron un efecto opuesto: un
aumento en la actividad motora a pesar del aumento en la liberaciéon de glutamato
observado (Figura 16A), descartando un efecto directo del glutamato en las neuronas de
salida como responsables de los efectos conductuales observados.

En resumen, los mecanismos mediados por el bloqueo del autorreceptor D3, el receptor
D3 estriato-nigral o subtalamo-nigral presindptico y sus posibles efectos sobre las
neuronas nigro-taldmicas no permiten explicar los efectos conductuales observados; por

lo cual deberia haber un mecanismo alterno.

9.3 Interaccidon reciproca entre glutamato, dopamina y GABA, y efectos motores
producidos por bloqueo intranigral del receptor D3
Debido a que el bloqueo de los receptores D3 nigrales en una sola terminal no explica los

efectos sobre la conducta motora y los cambios en los niveles de neurotransmisores
observados en los experimentos de microdialisis, es factible que exista un mecanismo mas
complejo en la SNr que provoca incrementos en la actividad motora. Por este motivo se
exploré la interaccién reciproca entre glutamato, dopamina y GABA previamente descrita
por Rosales et al 1997. En esta interaccidn, la estimulacién de la actividad de las neuronas
subtalamo-nigrales y el glutamato liberado en SNr aumentd los tres neurotransmisores

por un mecanismo similar (Rosales et al 1997).
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De acuerdo con esta propuesta, los cambios en el glutamato intersticial producen la
estimulacion de la liberacién de dopamina a través de receptores NMDA de las dendritas
dopaminérgicas, posteriormente, la dopamina liberada activa receptores D1 localizados
en las terminales estriato-nigrales y subtaldmo-nigrales, reforzando la liberacién de
glutamato y promoviendo de manera importante la liberacién de GABA. La secuencia de
liberacion de los neurotransmisores en este mecanismo indica que el cambio en el
glutamato intersticial es el primer paso en la neurotransmisién (Rosales M. et al 1994); en
nuestros experimentos se observé que un aumento en el glutamato por el bloqueo del
receptor D3 subtdlamo-nigral presinaptico también desencadena el mecanismo descrito.
Nuestros resultados indican que el receptor D3 subtdlamo-nigral es el Unico de los tres
receptores D3 nigrales que presentd actividad ténica, ya que el glutamato es el Unico de
los tres neurotransmisores que permanece aumentado en comparacion de su nivel basal
después del bloqueo de los receptores NMDA y/o D1 (Figuras 16 y 17).

Existen dos posibles factores que podrian explicar por qué no todos los receptores D3
estdn activados ténicamente. En primer lugar, la afinidad de los receptores D3 subtalamo-
nigrales, striato-nigrales y los autoreceptores por la dopamina no se ha determinado en
nuestras condiciones experimentales, sin embargo, a partir de datos bibliograficos, es
posible compararlos (Pugley et al 1995). Se ha mostrado que la ICs sobre la inhibicion de
la liberacidon de glutamato del receptor D3 subtalamo-nigral, determinada con ayuda de
agonista D3 PD 128,907 es de 7 nM (Briones et al., 2019), mientras que la concentracion
efectiva 50 (CEso) del receptor D3 estriato-nigral que potencia las estimulacién de la
liberacion de GABA mediada por receptores D1 es de =70 nM (Avalos-Fuentes et al., 2013)
y la I1Cso del receptor D3 dendritico sobre la inhibicidn de la liberacién de dopamina en el
NE es de 250 nM (Maina et al., 2010). Estos datos sugieren que el mas sensible de los tres
receptores podria ser el receptor subtadlamo-nigral; por lo tanto, es probable que las bajas
concentraciones intersticiales de dopamina preferiblemente activen estos receptores.

En segundo lugar, otro aspecto a considerar es la actividad neuronal subtdlamo-nigral en

comparacion con las neuronas dopaminérgicas y estriato-nigrales. Las neuronas
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subtaldmicas muestran actividad intrinseca in vivo a frecuencias de disparo que varian de
25 a 50 Hz (Windels et al 2003), las neuronas dopaminérgicas de la SNc de 5-10 Hz (Grace
et al 1983) y las neuronas estriato-nigrales son silentes o disparan a 2.1 Hz (Kiyatkin et al
1996). En ese sentido, en los experimentos de microdialisis realizados se encontraron
concentraciones basales de glutamato de 298 fmol/uL, en comparacion con 5.82 de
dopamina y 33.5 de GABA, lo cual refleja las diferencias en la actividad de sus respectivas
neuronas. Esto indica una alta actividad de las neuronas subtaldmicas que a su vez liberan
altos niveles de glutamato y requieren una modulacidn fina, la cual es proporcionada por
la dopamina a través del receptor D3 para mantener una concentracién constante de
glutamato intranigral. Por lo tanto, el bloqueo del receptor D3 por la inyeccidon de
GR103691 estaria interrumpiendo este mecanismo y desencadenando una cascada de
activacion de receptores presindpticos y postsinapticos, cuyo efecto final promueve la
actividad motora.

Sin embargo, los cambios en la dopamina o glutamato no explicarian los cambios motores
producidos por el bloqueo del receptor D3, para ello seria necesario considerar el
aumento en las concentraciones de GABA en la SNr. Con respecto a esto, nuestros
experimentos revelaron que después del incremento de glutamato, tiene lugar la
activacion de receptores NMDA que produce un aumento de dopamina intersticial
(Figuras 18B y 19B). Posteriormente, el aumento de la concentracion de dopamina estaria
promoviendo la activacidn del receptor D1, localizado en las aferentes estriato-nigral y
subtalamo-nigral, lo cual es respaldado por el hecho de que el blogueo del receptor D1
con SCH23390 previno el incremento de GABA y disminuyd parcialmente la concentracidn
de glutamato (Figuras 17A-17C). Tomando en cuenta que las aferentes estriatales que
expresan al receptor D1 representan el 90% de las terminales en la SNc y que la afinidad
del receptor D1 por la dopamina reportada en la bibliografia para este receptor es mayor
que por el receptor D1 subtalamo-nigral, es probable que el incremento de dopamina
produzca la activacién preferencial de los receptores D1 estriado-nigrales, incrementando
la liberacién de GABA y la actividad motora. Por lo tanto, la disminucidn en la frecuencia

de disparo de las neuronas nigrales mediada por receptores D1 presindpticos (Jackson et
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al 1983; Starr et al 1985) y receptores GABA A posinapticos, produce una desinhibicion de
los nucleos premotores talamicos y conduce al aumento en la conducta motora. El hecho
de que el bloqueo del receptor D1 previno el aumento de GABA refuerza esta propuesta
(Figura 17). Adicionalmente, el papel determinante de los receptores D1 y GABA A en la
conducta motora es respaladado por algunos datos bibliograficos.

Primero, el bloqueo de los receptores D1 previene completamente los aumentos en la
concentracion de GABA y la conducta motora (Trevitt et al 2001). Adicionalmente, en este
trabajo se mostrd que el bloqueo del receptor NMDA también previene el aumento de
GABA vy de la actividad motora (Figuras 18 y 19), indicando que el receptor D1 no ha sido
activado en esta condicién, ademas de que el antagonista D1 SCH23390 no modifica de
manera significativa los niveles de los neurotransmisores medidos, evidenciando que no
hay actividad ténica por parte de dicho receptor. Por otro lado, la liberacién de GABA en la
SNr debida a la estimulacidon del receptor D1 es suficiente para promover la actividad
motora, aunque ambos receptores (estriado-nigral y subtdlamo-nigral) se activen al
inyectar su agonista (Jackson et al 1983; Starr et al 1985).

En segundo lugar, se sabe que el receptor GABA A es determinante para la actividad
motora, ya que el bloqueo intranigral de dichos receptores previene todos los efectos
motores que produce el agonista D1 (Trevitt et al 2002). Por lo cual, aunque los receptores
a glutamato postsindpticos estan siendo activados, no parecen tener participacién directa
en la estimulacién motora, aunque si producen cambios en los niveles de GABA de manera
indirecta por la salida de dopamina a través de la activacién de los receptores NMDA.

Por dltimo, es relevante mencionar que el GABA estimula la actividad motora y no el
glutamato, ya que el agonista de receptores GABA muscimol, induce giros contralaterales,
mientras que los agonistas glutamatérgicos producen giros ipsilaterales (Martin et al 1978;
Arnt et al 1971). Se ha sugerido que las neuronas de salida muestran mas sensibilidad a
GABA que a glutamato con respecto a cambios en su frecuencia de disparo (Windels et al
2006).

También existe evidencia de que los receptores GABA A estdn mds densamente

expresados en la SNr que los receptores NMDA. Sin embargo, es posible que la actividad
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de los receptores NMDA que estimulan el disparo de las neuronas dopaminérgicas de la
SNc puedan producir un incremento no solo en la liberacion de dopamina en la SNr,
también en el NE (Westerink et al 1992). Lo anterior llevaria a la activacién de receptores
D1 y D2 postsinapticos localizados en neuronas estriatales, incrementando la actividad
estriado-nigral y disminuyendo la estriado-palidal, respectivamente (Gerfen et al., 2011),
promoviendo asi la actividad motora observada. Sin embargo, el hecho de que el bloqueo
del receptor D1 previno los efectos conductuales y el aumento de GABA (Figura 17),
descarta esta posibilidad; por lo cual esta estimulacién de la liberacién de GABA no
involucraria algun mecanismo fuera de la SNr.

Es importante tomar en cuenta que los efectos de la dopamina en las neuronas estriatales
se rigen sobre la actividad estimulada por la corteza, y esto a su vez es iniciado por sefiales
sensoriales que detecta la corteza, es decir es movimiento voluntario (Albin et al., 1989).
Bajo nuestra condicidn experimental, las ratas no tienen movimiento voluntario, ya que la
distancia ambulatoria y cuentas no ambulatorias son muy bajas antes de la perfusién del
antagonista (Figuras 16A-16C) y ademas fueron habituadas durante 1 h antes del
experimento.

Por otra parte, en la etapa final del efecto de la perfusién del antagonista D3, la dopamina
activa al receptor D1 subtdlamo-nigral presindptico, aumentando el glutamato intersticial
que refuerza la interaccion reciproca entre los tres neurotransmisores. A pesar de que el
bloqueo del receptor D3 fue mantenido constante durante la perfusién, los niveles de
neurotransmisores disminuyeron y regresaron a niveles basales, lo que sugiere un
mecanismo que regula o detiene dicha interaccidn. Es factible suponer que la difusion del
farmaco en el tejido, o bien su metabolismo, sean factores que contribuyan a que los
neurotransmisores regresen a las concentraciones iniciales. Sin embargo, otras opciones
podrian ser consideradas; por ejemplo, el glutamato puede disminuir la liberacion de
GABA y glutamato a través de la activacién de receptores presinapticos metabotrdpicos
(Wittmann et al., 2001). De igual manera, la activacion del receptor GABA B por el GABA
liberado podria disminuir la liberaciéon de GABA estimulada por receptores D1 (Nava-Asbel

et al., 2007), la liberacidon de glutamato estimulada por depolarizacién y la liberacion de
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dopamina. Por lo tanto, los receptores a GABA y glutamato podrian regular el efecto del
incremento de glutamato producido por el bloqueo del receptor D3, a través de la
regulacién multiple de los tres neurotransmisores. Como conclusién, el bloqueo del
receptor D3 intranigral a través del incremento de glutamato, induce la liberacién de
dopamina y GABA, lo cual estimula la actividad motora.

Cabe sefialar que el mecanismo descrito debe ocurrir en un microambiente donde las
terminales involucradas tengan cierta proximidad y asi los neurotransmisores
mencionados puedan activar a los receptores correspondientes. Reforzando la idea
anterior, se ha mostrado que las aferentes estriatales y subtaldmicas se encuentran
cercanas a la sinapsis que se genera entre las dendritas dopaminérgicas y las neuronas
GABAérgicas de la SNr (Bevan et al., 1994). Adicionalmente, las dendritas dopaminérgicas
en la SNr reciben aferentes del nucleo estriado y del subtalamo (Henry et al., 2012), por lo
cual la distribucién anatomica es ideal para la interaccién entre neurotransmisores. De
igual manera, el glutamato y la dopamina cuentan con una buena capacidad de difusion,
lo cual es de importancia ya que los receptores D1 son extrasindpticos y probablemente
los D3 y NMDA también lo sean (Yung et al., 1995; Chata et al., 2000). Por lo anterior, la

interaccion glutamato, dopamina y GABA en la SNr es factible. (Figura 10).

9.4 Efectos conductuales del bloqueo local y sistémico del receptor D3
Uno de los hallazgos mas interesantes de este trabajo es que el bloqueo sistémico del

receptor D3 tiene los mismos efectos neuroquimicos y conductuales que produce el
bloqueo local del mismo. A partir de estudios donde se bloquea o estimula de manera
selectiva al receptor D3 se ha propuesto que el autorreceptor D3 podria ser el responsable
de los efectos conductuales (Dansma et al., 1993; Pugsley 1995; Bristow et al., 1996). Sin
embargo, otros autores han propuesto al receptor postsinaptico D3 (Waters et al., 1993;
Svennson et al., 1994; Pritchard et al., 2007; Hadssma et al., 1998), que ademads tiene una
alta expresion en el estrado ventral (Sokoloff et al, 1990) y se ha mostrado que su
manipulacion farmacoldgica tiene efectos conductuales parecidos a la aplicacidn sistémica
(Kling et al., 1995: Ouagazzal et al., 2000). La ultima propuesta es respaldada por el hecho

de que los efectos conductuales por la administracién de los farmacos dirigidos al receptor
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D3 no correlacionan con los cambios en los parametros del autorreceptor D3, como la
concentracién de dopamina en los nucleos blanco o cambios en su sintesis (Waters et al.,
1993; Svennson et al., 1994; Hadssma et al., 1998; Reavill et al., 2000). Los resultados de
este trabajo también mostraron un rol importante del receptor D3 nigral en la conducta
motora, ya que el bloqueo del receptor D1 nigral (Figura 17, 19 y 21) disminuyd los
incrementos de los neurotransmisores y la actividad motora que produjo la administraciéon
sistémica del antagonista D3. Por lo tanto, es posible suponer que la interaccidon
glutamato-dopamina-GABA en la SNr representa un mecanismo de amplificacion de un
efecto que se produce también en el estriado ventral.

Algunos trabajos han mostrado mediante diversas manipulaciones farmacoldgicas que el
receptor D1 nigral tiene un papel fundamental en la conducta motora. Por ejemplo, el
blogueo del receptor D1 nigral produce un efecto mds potente de inhibicién de la
actividad motora que el receptor D1 estriatal 6 el receptor D1 del NAc, en un modelo de
ratas entrenadas (Trevitt et al,, 2001). Otro estudio demostrd que el bloqueo intranigral
de receptores D1 disminuye la actividad motora inducida por anfetamina sistémica.
Ademads, este papel central del receptor D1 nigral también se ha demostrado en
condiciones patoldgicas, como la EP, en la cual un mecanismo nigral amplifica los efectos
motores de la dopamina que puede iniciarse en areas externas. Es pertinente destacar el
importante papel de los receptores D1 en los efectos del bloqueo del receptor D3, lo cual
estd respaldado por el hecho de que el bloqueo sistémico de los receptores D1 previene la
hiperactividad conductual provocada por el bloqueo los receptores D3 (Carr et al., 2002;
Haadsma et al., 1998) y que la SNr es el sitio mas sensible para el bloqueo de los
receptores D1 (Trevitt et al., 2001).

Finalmente, durante el bloqueo de los receptores D1 intranigrales, el neurotransmisor que
tuvo un incremento mas significativo fue GABA, lo cual podria explicar el incremento
observado en la actividad motora (Figura 21C, D). La SNr también representa la estacion
de salida de las vias de referencia de los ganglios ventral y dorsal (Jackson et al 1987). Por

lo tanto, es factible pensar que los mecanismos nigrales y mediados por el NAc pueden
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ocurrir simultdneamente, ya que hay proyecciones GABAérgicas a la SNr que podrian ser

moduladas por receptores D3 (Dray et al., 1977; Strahlendorf et al., 1983).

9.5 Efecto neuroquimico y motor de la L-dopa en condiciones de Parkinson experimental
Es bien conocido que una sola dosis de levodopa puede mejorar drasticamente los signos

motores de la EP durante un periodo limitado de tiempo conocido como “tiempo on”
(Lewitt et al., 2008). En los experimentos realizados por nuestro grupo de trabajo, la
administracién sistémica de L-Dopa (10 mg/Kg) en ratas hemiparkinsonianas, indujo
cambios en la neurotransmision y conducta de manera relativamente rapida, ya que al
dializado siguiente a la administracion de dicho farmaco se observaron aumentos en los
niveles de los tres neurotransmisores analizados y se registrd6 mayor movimiento de parte
de los animales, lo cual comprueba la eficiencia de la L-Dopa en la recuperacién motora,
(Figura 22). Al tratarse de ratas con una lesién unilateral con 6-OHDA, se observa un
desbalance del movimiento evidenciado por los giros contralaterales, lo cual se
incrementa por la ya reportada sensibilizacion de la via directa y de la sefializacion del
receptor D1 localizado en las terminales estriado nigrales que se encuentra alterada
también en condiciones de Parkinson.

La Figura 22B en circulos llenos muestran los cambios en los niveles de dopamina a lo
largo del experimento, este porcentaje se normalizé con base en las concentraciones
maximas de dopamina determinadas en los animales intactos (~¥10 nM) de los
experimentos anteriores. La administracion de L-Dopa (10 mg/Kg) en ratas
hemiparkinsonianas incrementé los niveles de dopamina en los dializados 5-9, por lo cual
es posible proponer que en pacientes donde la lesion dopaminérgica es parcial se restaure
la interaccidon de neurotransmisores que se expuso anteriormente, ya que ademas de la
dopamina, también se incrementaron el glutamato y GABA.

De manera interesante estos aumentos en la neurotransmisién fueron acompafiados por
incrementos en la actividad motora (distancia ambulatoria, cuentas no ambulatorias y
giros contralaterales). Por lo cual este resultado evidencio la capacidad del farmaco para
restaurar la actividad motora en las ratas hemiparkinsonianas.

Aunque se ha mostrado que la inhibicién del nucleo de salida es crucial para la generacién
del movimiento, y que el GABA estriado-nigral es imprescindible para este fin, nuestros
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experimentos muestran que ademds de GABA, también hay aumentos de glutamato
producidos por la administracion de la L-dopa. Por lo cual es posible que la dopamina que
se produce a partir de la L-dopa administrada se encuentre activando los receptores D1y
D3 de las terminales glutamatérgicas pues su liberacién incrementa, lo mismo ocurre con
la liberacion de GABA recordando que también hay receptores D3 que en condicidn
normal potencian la actividad de receptores D1, pero que en la denervacion la
antagonizan (Avalos-Fuentes et al., 2013).

Partiendo de un enfoque centrado en la SNr, la activacién de receptores D1 en terminales
subtdlamo-nigrales llevaria al aumento de glutamato en la SNr, mientras que la activacion
de receptores D1 estriado-nigrales aumentaria el GABA. Tedricamente el glutamato
producido por la administraciéon de L-dopa llevaria a la activacidn de los nucleos de salida
y esto al desfavorecimiento del movimiento; sin embargo, es importante mencionar que
se ha comprobado que, en el movimiento voluntario, ambas vias (directa e indirecta) se
activan y es posible ademds que el aumento en la salida de glutamato producido por la
dopamina forme parte del circuito de interaccién que se propuso en este trabajo. Sin
embargo, en esta condicién particular la ausencia de dendritas dopaminérgicas, frena este
circuito de tal forma que solo hay aumentos de GABA y glutamato hasta que la dopamina
disponible se difunde o bien es metabolizada. Dada la naturaleza antagdnica del GABA y
glutamato sobre la actividad de las neuronas nigrales de proyeccidon es muy probable que
los efectos conductuales observados sean mediados por GABA y no por glutamato dado
gue las neuronas nigrales son mas sensibles del neurotransmisor inhibitorio (Windels F. et
al., 2004; Windels F. et al., 2006), por otro lado, el bloqueo de los receptores D1 previno
todos los efectos de la L-Dopa, lo que indica que estos son determinantes para la accién
de la misma.

El papel de los receptores D3 en la denervacién dopaminérgica es sin duda de gran
importacia; este trabajo sugiere que si bien, en condiciones de denervacién no hay
dopamina disponible para su activacion y el funcionamiento del circuito de interaccién
Glutamato-dopamina-GABA antes propuesto, es posible que la activacién farmacoldgica

del mismo lleve a la disminucidn de la liberacion de glutamato por parte de las terminales
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subtalamo-nigrales y asi a favorecer la restauracién motora. En la clinica se usan agonistas
D3 que son efectivos en etapas tempranas de Parkinson, como el Pramipexol, Ropirinol y
Rotigotina; los tres agonistas dopaminérgicos con afinidades mayores por el receptor D3.
(Canovas A. et al., 2011). Estos farmacos han demostrado efectividad al retrasar el uso de
Levodopa y por lo tanto la aparicion de discinesias. Es por lo anterior que, dentro de las
perspectivas de este trabajo, se encuentra proponer el mecanismo de accién de los
antagonistas D3 utilizados para la enfermedad de Parkinson, que permitiria tener una

nocidon mas precisa de este importante blanco terapéutico.
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10. CONCLUSIONES

+»+ Los receptores D3 nigrales regulan la actividad motora a través de modular la
interaccidon reciproca entre Glutamato-Dopamina y GABA en condiciones

normales.

% Los farmacos con actividad sobre receptores D3, disminuyen o aumentan la
actividad motora cuando son administrados sistémicamente modificando la
interaccion Glutamato-Dopamina y GABA a nivel de la sustancia nigra.

++ La L-Dopa media sus efectos motores en el Parkinson experimental a través de la

activacion de receptores D3 y D1 en las terminales subtalamo-nigrales y estriado-

nigrales.
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