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Resumen 

El globo pálido (GP) pertenece a los ganglios basales, un grupo de núcleos neuronales 

subcorticales que participan de manera crítica en el control de la conducta motora. Las 

principales aferentes al GP son los axones de una sub-población de neuronas espinosas 

medianas GABAérgicas del neoestriado, que expresan una alta densidad de receptores a 

histamina H3 (H3Rs). Estas neuronas también poseen receptores a adenosina A2A (A2ARs), 

acoplados a proteínas Gαs, y cuya estimulación facilita la liberación de GABA de 

sinaptosomas y rebanadas del GP. El H3R se acopla a proteínas Gαi/o, y en rebanadas del 

neoestriado y la sustancia negra reticulada de la rata su activación disminuye la liberación 

de [
3
H]-GABA inducida por alto potasio al oponerse a la acción de los receptores a 

dopamina D1, acoplados a proteínas Gαs. 

En este trabajo, los ensayos de unión de radioligando confirmaron la alta densidad de H3Rs 

y A2ARs en membranas de sinaptosomas del GP de la rata (1327 y 454 fmol/mg de 

proteína, respectivamente). La activación de los A2ARs facilitó la liberación de [
3
H]-GABA 

evocada por despolarización en sinaptosomas del GP (150% de la liberación control), y la 

activación del H3R disminuyó este efecto. Se ha reportado que la facilitación por los A2ARs 

de la liberación de GABA depende de la vía AMPc/cinasa A de proteínas (PKA), y la 

forskolina, un activador de las adenilil ciclasas, así como el análogo permeante 8-Br-AMPc 

mimetizaron el efecto de los A2ARs, además el inhibidor de la PKA, el H-89 previno la 

facilitación de la liberación inducida por la activación de estos receptores. En rebanadas del 

GP la activación del A2AR aumentó la acumulación de AMPc (295% de la formación 

basal), y la estimulación de los H3Rs redujo en un 50% este efecto. Estos resultados 

sugerían que la acción de los H3Rs en la facilitación por los A2ARs de la liberación de  

[
3
H]-GABA involucraba la inhibición de la vía AMPc/PKA. 

Una explicación alternativa para el efecto del H3R es la formación de heterómeros  

H3R-A2AR. En membranas de sinaptosomas del GP, el immepip, agonista del H3R, redujo 

de manera significativa la afinidad del A2AR por el agonista CGS-21680, mientras que este 

fármaco aumentó la afinidad del H3R por el immepip, lo que sugiere la presencia de 

heterómeros. No obstante, los cambios en la afinidad fueron modestos (2 veces) y no 
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pueden explicar el efecto de los H3Rs en la facilitación de la liberación de [
3
H]-GABA 

inducida por la activación de los A2ARs.  

Los receptores acoplados a proteínas Gαi/o modulan la liberación de neurotransmisores al 

inhibir la apertura de canales de calcio activados por voltaje. Sin embargo, la activación de 

los A2ARs o de los H3Rs no modificó el aumento en la concentración intracelular de calcio 

inducido por despolarización en sinaptosomas del GP.  

En registros electrofisiológicos en rebanadas del GP de la rata (patch clamp en 

configuración de célula completa), la activación del A2AR o del H3R aumentó o disminuyó, 

respectivamente, la frecuencia de las corrientes post-sinápticas inhibidoras espontáneas 

(sIPSCs). Además, la activación del H3R redujo la amplitud de estas corrientes, sugiriendo 

la presencia de H3Rs en las neuronas palidales. 

En conjunto, los resultados de esta tesis indican que los A2ARs y los H3Rs interactúan para 

modular pre-sinápticamente la liberación de GABA en las terminales estriado-palidales, y 

que esta interacción se ejerce en la formación del segundo mensajero AMPc y la activación 

de la PKA. 
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Abstract 

The globus pallidus (GP) belongs to the basal ganglia, a group of subcortical nuclei 

involved in the control of motor behavior. The main synaptic afferents to the GP are the 

axons of a subpopulation of striatal spiny GABAergic neurons, which express at high 

density histamine H3 receptors (H3Rs). Striato-pallidal neurons also express adenosine A2A 

receptors (A2ARs), coupled to Gs proteins and whose stimulation enhances GABA release 

from GP synaptosomes and slices. H3Rs couple to Gαi/o proteins, and in slices from rat 

striatum and substantia nigra pars reticulata their activation decreases depolarization-

evoked [
3
H]-GABA release by opposing the action of dopamine D1 receptors, coupled to 

Gs proteins. 

In this study, radioligand binding assays confirmed the high density of H3Rs and A2ARs in 

membranes from rat GP synaptosomes (1327 and 454 fmol/mg protein, respectively). A2AR 

activation enhanced depolarization-evoked [
3
H]-GABA release from GP synaptosomes to 

150% of controls, and this effect was reduced by H3R activation. A2AR-mediated 

facilitation of GABA release has been shown to depend on the cAMP/protein kinase A 

(PKA) pathway, and both the adenylyl cyclase activator forskolin and 8-Br-AMPc 

mimicked the effect of A2AR activation on [
3
H]-GABA release, additionally the PKA 

inhibitor (H-89), prevented this effect. Furthermore, in GP slices A2AR activation increased 

cAMP accumulation (295% of basal) and H3R activation reduced by 50% this effect. These 

results suggest that the action of H3Rs on A2AR-mediated facilitation of [
3
H]-GABA release 

relies on the inhibition of the cAMP/PKA pathway. 

An alternative explanation for the H3R effect is the formation of H3R-A2AR heteromers, and 

in GP synaptosomal membranes the H3R agonist immepip reduced by 2-fold the A2AR 

affinity for the agonist CGS-21680, whereas this drug increased H3R affinity for the agonist 

immepip, suggesting that H3R/A2AR dimerization does take place. Nevertheless, the modest 

changes in receptor affinity do not suffice to explain the effect of H3R activation on  

A2AR-induced enhancement of [
3
H]-GABA release.  
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Receptors coupled to Gαi/o proteins modulate neurotransmitter release by inhibiting the 

opening of voltage-activated calcium channels. However, neither H3Rs nor A2ARs modified 

the increase in intracellular calcium in GP synaptosomes.  

In electrophysiological recordings (whole-cell patch clamp) in rat GP slices, A2AR or H3R 

activation increased or decreased, respectively, the frequency of spontaneous inhibitory 

postsynaptic currents (sIPSCs). H3R activation also reduced the amplitude of sIPSCs, 

suggesting the presence of postsynaptic H3Rs in pallidal neurons. 

These results indicate that A2ARs and H3Rs interact to pre-synaptically modulate GABA 

release from the striato-pallidal terminals, and that this interaction most likely takes place at 

the level of cAMP formation and PKA activation.  
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1. Introducción 

El globo pálido (GP) es un núcleo neuronal que pertenece a los ganglios basales (GB), un 

conjunto de cinco núcleos subcorticales interconectados e involucrados en el control 

adaptativo del comportamiento motor a través de interacciones con áreas sensorio-motoras, 

motivacionales y cognitivas del cerebro (Graybiel et al., 1994). 

El movimiento es controlado por dos sistemas: el sistema piramidal, originado en la 

corteza motora sensorio-motora y encargado de todas las actividades motoras voluntarias 

(vías cortico-bulbar y cortico-espinal), y el sistema extrapiramidal, encargado de modificar 

el control motor (dirección y velocidad del movimiento), la ejecución de movimientos 

aprendidos y los ajustes automáticos de la postura (Bruggencate, 1975; Leisman et al., 

2014). Los GB forman el centro principal en el complejo extrapiramidal del sistema motor, 

además de estar implicados en funciones cognitivas, emocionales y mnemotécnicas. En los 

roedores y primates los GB están conformados por el neoestriado, el globo pálido externo 

(GPe en primates; globo pálido en los roedores, GP), globo pálido interno (GPi; núcleo 

entopeduncular en los roedores, NEP), el núcleo subtalámico (NST) y la substancia negra 

en sus partes reticulada y compacta (SNr y SNc, respectivamente). Los GB son parte de un 

sistema neuronal que incluye el tálamo, el cerebelo y los lóbulos frontales (Hauber, 1998). 

El neoestriado es la principal estructura receptora de las entradas sinápticas de la corteza 

cerebral a los GB, y su población neuronal se compone en su gran mayoría ( 90%) de 

neuronas espinosas medianas (NEMs) GABAérgicas, con baja actividad espontánea 

intrínseca, mientras que el resto de las neuronas son interneuronas GABAérgicas y 

colinérgicas  (Wilson y Groves, 1981). Las NEMs se clasifican en dos subpoblaciones de 

acuerdo al péptido que expresan, encefalinérgicas y dinorfinérgicas, las cuales dan lugar a 

dos vías eferentes que conectan al neoestriado con otras estructuras de los GB (Figura 1), y 

que difieren en su organización anatómica y sus efectos funcionales (Kawaguchi et al., 

1995; Tepper et al., 2007; Tebano et al., 2012).  
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Las neuronas GABAérgicas dinorfinérgicas proyectan a la SNr formando la llamada vía 

directa, y las GABAérgicas encefalinérgicas proyectan al GP, dando lugar a la vía indirecta 

(Schiffmann et al., 2007). Ambas vías son moduladas por la dopamina liberada por las 

terminales sinápticas de neuronas localizadas en la SNc, con los receptores de la familia D1 

localizados selectivamente en las neuronas de proyección estriado-nigrales, y los receptores 

de la familia D2 en las neuronas estriado-palidales (Valjent et al., 2009; Bertran-Gonzalez 

et al., 2010). 

Figura 1. Esquema de los ganglios basales y sus principales conexiones sinápticas. GPe, globo 

pálido externo, GP, globo pálido; GPi, globo pálido interno; NEP, núcleo entopeduncular;  

SNr, substancia nigra reticulada, SNc, substancia nigra compacta.   

GABA Glutamato Dopamina 
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Cuando las aferencias glutamatérgicas corticales aumentan su frecuencia de disparo 

excitan a las neuronas de proyección estriatales. Las neuronas estriado-nigrales envían 

proyecciones a las neuronas GABAérgicas de los núcleos de salida, GPi y SNr, e inhiben su 

actividad resultando en desinhibición de las neuronas talámicas que proyectan a la corteza 

cerebral. En contraste, la activación de las neuronas de la vía indirecta aumenta la 

inhibición de las neuronas GABAérgicas del GPe, disminuyendo su efecto inhibitorio en 

las neuronas glutamatérgicas del NST. La mayor actividad de estas neuronas se traduce en 

liberación de glutamato en los núcleos de salida, aumentando así la inhibición ejercida 

sobre el tálamo (Gerfen y Wilson, 1996). Ambas vías tienen así efectos antagónicos en la 

salida sináptica de los GB, con la vía directa ejerciendo un efecto sináptico inhibitorio en 

los núcleos de salida, mientras que la vía indirecta provee entradas sinápticas excitatorias 

(Herrero, 2002). 

La actividad de las neuronas estriatales GABAérgicas es crítica para la selección e 

iniciación de acciones motoras y para el aprendizaje de hábitos y habilidades (Graybiel et 

al., 1994). La eficiencia de estos procesos dependerá de la fidelidad y el control de la 

neurotransmisión local, y los cambios en el balance de las vías directa e indirecta resultan 

en alteraciones de la conducta motora, dando lugar a hipocinesia o hipercinesia (DeLong, 

1990).  

1.1. El globo pálido (GP) 

El  GP de los roedores es el equivalente del GPe de los primates. Es un núcleo que participa 

de manera crítica en la modulación de la información de salida de la vía indirecta de los 

GB; se localiza caudomedialmente al neoestriado y recibe aferencias GABAérgicas del 

neoestriado y glutamatérgicas originadas principalmente en el NST (Gerfen y Wilson, 

1996). Los axones locales colaterales de las neuronas del GP representan un 10-15% de las 

terminales GABAérgicas, y aún siendo menos prominentes que las terminales estriatales 

influyen en la excitabilidad neuronal (Sadek et al., 2007). La transmisión GABAérgica es 

mediada por receptores ionotrópicos GABAA que se localizan de manera agrupada en las 

sinapsis simétricas y que inducen una transmisión inhibitoria rápida, y por receptores 

metabotrópicos GABAB, generalmente localizados en regiones extra-sinápticas (Galván et 

al., 2005; Charara et al., 2005).  
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El GP está conformado por neuronas de proyección GABAérgicas con actividad 

marcapaso autónoma, es decir, que no depende de las entradas sinápticas excitatorias del 

NST (Nambu y Llinas, 1994; Cooper y Stanford, 2000), y diferentes patrones de disparo 

podrían representar distintos códigos de información, modificando la amplitud, velocidad y 

dirección del movimiento (Gage et al., 2010; Hegeman et al., 2016). La actividad 

marcapaso de las neuronas palidales se modifica en los modelos animales de la enfermedad 

de Parkinson (Raz et al., 2000, 2001; Kita y Kita, 2011), y en primates parkinsonianos se ha 

mostrado que el patrón de disparo de estas neuronas está correlacionado con el temblor 

muscular (Bergman et al., 1998), y alteraciones similares se han observado en pacientes con 

la enfermedad de Parkinson (Levy et al., 2002). 

El disparo autónomo de las neuronas palidales es generado por una corriente entrante 

persistente de sodio (Nambu y Llinas, 1994; Stanford, 2003) y depende de diversos canales 

iónicos, incluyendo a los canales HCN, Kv4, canales de potasio rectificadores tardíos y  

canales de sodio activados por voltaje (Chan et al., 2004, 2011; Mercer et al., 2007; Deister 

et al., 2009).  

Los canales HCN (activados por hiperpolarización y regulados por nucleótidos cíclicos) 

son activados a potenciales de membrana alrededor de -55 mV, y su apertura permite el 

flujo de cationes (Na
+
 y K

+
), asegurando que el potencial de membrana no se estabilice por 

debajo del potencial necesario para activar a los canales de sodio dependientes de voltaje y 

mantener así el disparo rítmico (McCormick y Pape, 1990; Chan et al., 2004). La corriente 

de post-hiperpolarización (AHP, por sus siglas en inglés, after-hyperpolarization) es 

independiente del voltaje; se han descrito dos tipos de corrientes AHP, la rápida y la media, 

y a esta última se le atribuye el control del potencial de membrana cercano al ciclo 

oscilatorio. Permite la recuperación de la inactivación de los canales de sodio y de potasio 

dependientes de voltaje y está establecido que en el GP se debe a la activación de canales 

SK (canales de potasio activados por calcio; Deister et al., 2009). En las neuronas palidales, 

la AHP rápida es resultado de la activación de la familia de canales de potasio dependientes 

de voltaje, y tiene una fuerte influencia en la frecuencia de disparo (Baranauskas et al., 

1999; Tkatch et al., 2000; Kim et al., 2005).  
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En el cerebro humano, el GPe es una de las regiones transcripcionalmente más activas, y 

esta diversidad molecular da lugar a una variedad de tipos neuronales (Hawrylycz et al., 

2012). Desde 1971 se identificaron por su patrón de disparo registrado in vivo, dos tipos de 

neuronas palidales, unas que disparan a alta frecuencia con largos periodos de pausa (high 

frequency pausers, HFP) y otras que disparan en ráfagas de baja frecuencia (low frequency 

bursters, LFB), características que están conservadas entre especies (DeLong, 1971; 

Benhamou et al., 2012). En estudios electrofisiológicos in vitro, se identificaron por sus 

diferencias en las propiedades intrínsecas de membrana tres tipos de neuronas de 

proyección palidales (Kita y Kitai, 1991; Cooper y Stanford, 2000) (Tabla 1), que además 

se diferencian en su morfología, la expresión de marcadores moleculares, factores de 

transcripción, y el núcleo cerebral al que proyectan (Abdi et al., 2015; Hegeman et al., 

2016). 

Tipo de neuronas palidales 

Tipo I, A o prototípicas. Representan dos terceras partes de la población neuronal y 

proyectan principalmente al NST; expresan la proteína de unión a calcio parvalbúmina 

(PV
+
) y los factores de transcripción Nkx2-1+ (NK2 homeobox 1 protein) y Lhx6+ (Lim 

homeobox protein 6).  

Tipo II, B o arquipalidales. Constituyen una cuarta parte de las neuronas palidales y 

proyectan principalmente al neoestriado; expresan el neuropéptido precursor 

preproencefalina, y los factores de transcripción FoxP2+ (forkhead box protein P2) y 

Meis2+ (meis homeobox 2 protein). 

Tipo III, C o colinérgicas. Representan sólo el 5% de las neuronas del GP, proyectan a la 

corteza cerebral, y coliberan GABA y acetilcolina; expresan la transferasa de acetilcolina 

(ChAT) y el marcador NK2-1+. 
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Tabla 1. Tipos de neuronas del GP. 

Tipo de 

neurona 
Ih AHP bifásica 

Actividad 

espontánea 

Potencial de membrana  

en reposo (mV) 

A + + +/- -66 

B - - + -58 

C - + - -67 

 

 

Transportadores de GABA en el GP 

En el GP la concentración extracelular de GABA depende de las tasas de liberación y de 

recaptura, la segunda debida a trasportadores dependientes de Na
+
 y Cl

-
  presentes en los 

axones GABAérgicos y en células gliales (Galvan et al., 2005). 

Existen cuatro transportadores de GABA: GAT-1, GAT-2, GAT-3 y el transportador de 

GABA/betaína tipo 1 (BGT-1), miembros de la gran familia de transportadores de 12 

regiones transmembranales y extremos amino y carboxilo terminales intracelulares 

(Borden, 1996). La naturaleza electrogénica de los GATs permite que una fuerte 

despolarización de la membrana pueda invertir el transporte y liberar GABA al medio 

extracelular (Del Arco et al., 1998).  

Los transportadores GAT-1 y GAT-3 son los dos principales subtipos de GATs en el 

Sistema Nervioso Central (SNC), y utilizando hibridación in situ para el RNAm del GAT-1 

se observó una amplia expresión de este transportador en los GB, principalmente en los 

axones, mientras que el ARNm del GAT-3 se detectó predominantemente en las células 

gliales de diferentes núcleos, incluyendo al GP (Figura 2; Jin et al., 2011).  

 

Para el GAT-1 se ha reportado una constante de Michaelis-Menten (Km) para GABA de 

5 M en sinaptosomas aislados del hipocampo (Cristóvão et al., 2009), y puede 

diferenciarse farmacológicamente de los otros transportadores mediante el bloqueador 

selectivo SKF-89976A, con concentraciones inhibidoras medias (IC50) de 0.17-0.64 M 

para GAT-1 y de 550, 1,990 y 7,210 M para GAT-2, GAT-3 y BGT-1, respectivamente 

Modificado de Cooper y Stanford, 2000. 
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(Kristensen et al., 2011). El fármaco SNAP-5114 es un bloqueador de GAT-2 y GAT-3 con 

valores de IC50 de 20 y 5 M, respectivamente (Jin et al., 2011).  

 

 

 

 

 

1.2   Sistema histaminérgico 

La histamina es una molécula hidrofílica que consiste de un anillo imidazólico y una 

cadena lateral etilamina (2-[4-imidazolil]etilamina), y es producto de la descarboxilación 

del aminoácido L-histidina, reacción catalizada por la enzima descarboxilasa de L-histidina, 

en la periferia por mastocitos, linfocitos, basófilos, plaquetas y células  

entero-cromafines de la mucosa gástrica, y en el SNC por los mastocitos y neuronas. En el 

 

Figura 2.  Micrografías de luz y electrónica de la inmunorreactividad a GAT-1 y GAT-3 en el 

GP de la rata. A,B. Micrografías de luz que muestran la presencia de GAT-1 y GAT-3 en el 

neoestriado (STR) y el GP. C. Inmunorreactividad a GAT-1 en terminales axónicas (Te) y procesos 

gliales (AS) del GP de la rata. D. Procesos astrocíticos inmunopositivos a GAT-3 en contacto 

cercano con terminales y dendritas no marcadas en el GP de la rata. E. Cuantificación de los 

elementos inmunopositivos para GAT-1 o GAT-3 en el GP de la rata. Modificado de Jin et al., 

2011. 
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organismo, la histamina está involucrada en distintos procesos, entre ellos la respuesta 

inmune, la secreción de ácido gástrico, la contracción del músculo liso, el ciclo sueño 

vigilia, la ingesta de agua y alimentos, y la conducta motora. 

La histamina es un neuromodulador, y es sintetizada por neuronas localizadas en el 

núcleo tuberomamilar del hipotálamo posterior, las cuales envían proyecciones a 

prácticamente todo el SNC (Haas et al., 2008). Las fibras histaminérgicas presentan 

varicosidades y no establecen contactos sinápticos típicos (Takagi et al., 1986). La 

histamina es almacenada en vesículas y su liberación es inducida por despolarización, 

inhibiéndose en ausencia de Ca
2+

 o por concentraciones elevadas de Mg
2+

, lo que indica la 

participación de canales de Ca
2+

 dependientes de voltaje y que el mecanismo de liberación 

(exocitosis) es similar al descrito para los neurotransmisores. 

Las neuronas histaminérgicas tienen un cuerpo de 20-30 µm de diámetro, y la mayoría 

presentan tres dendritas principales que se ramifican. Tienen un potencial de membrana en 

reposo alrededor de -50 mV, son espontáneamente activas, con un patrón de disparo regular 

lento (2.1 ± 0.6 Hz), y muestran un ritmo circadiano, siendo más activas durante la vigilia 

en varias especies incluyendo peces, roedores y primates (Haas y Reiner, 1988; Mochizuki 

et al., 1992; Burns et al, 2003; Haas et al., 2008). Reciben inervación glutamatérgica de la 

corteza cerebral y del hipotálamo (área preóptica lateral), y GABAérgica de diversas áreas 

del hipotálamo, principalmente del área preóptica ventrolateral, cuyas neuronas tienen una 

alta actividad durante la etapa de sueño y suprimen la actividad espontánea de las neuronas 

histaminérgicas. 

La concentración de la histamina liberada al medio sináptico es regulada principalmente 

por la degradación en el medio extracelular por la enzima N-metil-transferasa de histamina 

(HNMT; White, 1959; Barnes y Hough, 2002). A la fecha no se descrito un mecanismo de 

recaptura de alta afinidad; sin embargo, los astrocitos capturan histamina a través del 

transportador de monoaminas plasmático (PMAT) y el transportador catiónico orgánico 3 

(OCT-3), aunque con muy baja afinidad (Km 0.56 mM y 4.0 mM, respectivamente; 

Yoshikawa et al., 2013). 
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1.2.1 Receptores a histamina 

 

Los efectos funcionales de la histamina se deben a la activación de receptores acoplados a 

proteínas G (GPCRs por sus siglas en inglés), y cuatro de estos receptores han sido 

clonados a la fecha (H1, H2 H3 y H4; Bakker, 2004; Nieto-Alamilla et al., 2016). La Tabla 2 

describe la localización, funciones principales y la proteína G a la que se acoplan los cuatro 

receptores (Ramos-Jiménez et al., 2009). 

 

Tabla 2. Características generales de los receptores metabotrópicos a histamina. 

 

Receptor Proteína G Localización Función principal 

H1 Gq11 

Músculo liso, células 

endoteliales, médula de las 

glándulas suprarrenales, 

corazón y SNC 

Respuestas alérgicas, 

contracción del músculo 

liso, liberación de 

hormonas, regulación del 

ciclo vigilia-sueño 

H2 Gs 

Células gástricas parietales, 

músculo liso, células 

supresoras T, neutrófilos, 

corazón, útero y SNC 

Estimulación de la 

secreción de ácido gástrico, 

relajación del músculo liso 

H3 Gi/o 

SNC y nervios simpáticos y 

parasimpáticos del corazón 

y tracto gastrointestinal  

Inhibición de la síntesis y 

liberación de la histamina y 

otros neurotransmisores 

H4 Gi/o 

Médula ósea, leucocitos, 

neutrófilos, eosinófilos, 

mastocitos y pulmón 

Respuestas inmunes 

  

Modificada de Ramos-Jiménez et al., 2009. 

 

 

1.2.2 Receptor a histamina H3 (H3R) 

El H3R pertenece a la familia de los GPCRs, consta de siete dominios transmembranales, 

con el extremo amino terminal extracelular y el extremo carboxilo terminal intracelular, 

tres asas extracelulares y tres asas intracelulares. Se acopla a proteínas Gi/o, cuyas 
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subunidades G inhiben a las adenilil ciclasas, disminuyendo la concentración intracelular 

de AMPc (Ramos-Jimenez et al., 2009), y reducen la actividad del intercambiador 

sodio/protón (Na+/H+ exchanger, NHE) (van Willigen et al., 2000; Silver et al., 2001). Las 

subunidades Gβ inhiben la entrada de calcio a través de canales dependientes de voltaje, y 

activan canales de potasio rectificadores de entrada (GIRKs), a la fosfolipasa A2 (PLA2), a 

la fosfolipasa C (PLC), a la 3-cinasa de fosfatidilinositol (PI3K) y a las cinasas de proteína 

activadas por mitógenos, MAPKs (Bongers et al., 2007; Nieto-Alamilla et al., 2016).  

El H3R fue descrito inicialmente como un autorreceptor que modulaba la síntesis y la 

liberación de la histamina, y posteriormente se mostró que inhibe pre-sinápticamente la 

liberación de otros neurotransmisores y neuromoduladores como GABA, noradrenalina, 

serotonina, dopamina, glutamato, acetilcolina y sustancia P (Nieto-Alamilla et al., 2016). 

Es expresado principalmente en neuronas y en muy baja densidad en células gliales (Arrang 

et al., 1987; Ferreira et al., 2012). 

 

 

 

En el humano, el gen que codifica para el H3R se localiza en el cromosoma 20 y se 

generan 20 isoformas por procesamiento alternativo del RNAm correspondiente. La 

denominada isoforma completa contiene 445 aminoácidos (aa), fue la primera en ser 

clonada (Lovenberg et al., 1999) y es la de mayor expresión en el cerebro. Posteriormente 

Figura 3. Vías de señalización del 

receptor H3. El receptor activa o 

modula diferentes vías a través de la 

subunidad Gα y los complejos Gβγ de 

proteínas Gαi/o. Modificado de Nieto-

Alamilla et al., 2016. 
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se reportó que las isoformas de 415, 365, 329 y 326 aa también se expresan de manera 

abundante en distintas regiones del SNC. La isoforma de 365 aa carece de 80 residuos en la 

tercera asa intracelular, y se ha reportado que puede tener una mayor afinidad por los 

agonistas con respecto a la isoforma de 445 aa (Bongers et al., 2007b). Sin embargo, otros 

trabajos (Cogé et al., 2001; García-Gálvez et al., 2018) no reportan diferencias 

significativas en la afinidad de los receptores humanos de 445 y 365 aa por diferentes 

agonistas y antagonistas, lo que podría deberse al sistema de expresión heteróloga 

empleado.  

En la rata también se generan diversas isoformas del H3R, siendo funcionales las 

isoformas H3A, H3B y H3C, que difieren en la longitud de la tercera asa intracelular y que 

muestran una distribución heterógenea en el cerebro, pero no diferencias significativas en 

su afinidad por distintos ligandos (ver Tabla 3; Drutel et al., 2001). Las secuencias que 

codifica el H3R completo de la rata, el mono, el cobayo y el ratón han sido clonadas y 

comparten un 93% de identidad con el H3R445 humano (Lovenberg et al., 2000; Tardivel-

Lacombe et al., 2000; Chen et al., 2003; Yao et al., 2003). 

El H3R puede adoptar un estado conformacional activo en ausencia de ligando, es decir, 

tiene actividad constitutiva, la cual depende del número de conformaciones activas 

espontáneamente y de la eficacia de estas conformaciones para acoplarse y activar a las 

proteínas Gαi/o. La actividad constitutiva del H3R fue demostrada inicialmente en sistemas 

de expresión heteróloga, en los cuales dicha actividad dependió de la especie del receptor 

(rata y humano), la isoforma, la línea celular empleada y la vía de señalización estudiada 

(Arrang et al., 2007). Posteriormente se demostró la actividad constitutiva del receptor 

nativo de la rata, mediante ensayos in vitro (sinaptosomas) e in vivo en los que un 

antagonista aumentó la liberación de histamina, comportándose como un agonista inverso 

(Morisset et al., 2000). 
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Tabla 3. Afinidad por agonistas y antagonistas selectivos de las isoformas funcionales 

del H3R de la rata expresadas en células COS-7.  

 Valores de pKi 

 Agonistas Antagonistas 

 histamina immepip RAMH clobenpropit tioperamida 

H3A 5.7 ± 0.15 7.5 ± 0.08 6.4 ± 0.20 8.3  ± 0.02 7.2  ± 0.08 

H3B 6.2 ± 0.10 8.0 ± 0.06 6.9 ± 0.08 8.6  ± 0.10 7.5  ± 0.15 

H3C 6.3 ± 0.07 8.0 ± 0.10 7.1 ± 0.14 8.5  ± 0.03 7.6  ± 0.06 

 

 

   

Se ha reportado también la expresión post-sináptica del H3R en el neostriado, la corteza 

cerebral, el hipocampo y el núcleo accumbens (Pillot et al., 2002; González-Sepúlveda et 

al., 2013; Parks et al., 2014). En el hipocampo de la rata, la activación de estos receptores 

activa a las MAPKs e induce mejoría de la memoria (Giovannini et al., 2003). En las 

células que producen la hormona concentradora de melanina, el H3R activa GIRKs 

inhibiendo el disparo neuronal (Parks et al., 2014). Por su localización y sus efectos 

funcionales, el interés por el H3R ha aumentado considerablemente dado su potencial para 

el tratamiento de la obesidad, la epilepsia, el desorden de hiperactividad y déficit de 

atención, y las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson (Nieto-Alamilla et al., 2016). 

Estudios con autorradiografía de la distribución del H3R en el cerebro de la rata 

revelaron una alta densidad de sitios de unión en la corteza cerebral, el núcleo olfatorio 

anterior, el núcleo accumbens, los GB (neoestriado, GP y SNr), el tubérculo olfatorio, la 

amígdala, y el núcleo tuberomamilar (Cumming et al., 1991; Pillot et al., 2002). En el GP, y 

en contraste con la unión de radioligando, la expresión del RNAm del receptor es muy baja, 

lo cual sugiere fuertemente que en este núcleo los H3Rs se localizan en las terminales de las 

Los valores se expresan como el Log10 de la constante de inhibición, Ki. Modificado de 

Drutel et al., 2001. 
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neuronas espinosas medianas de proyección del neoestriado, donde existe una alta 

expresión del RNAm del H3R (Figura 4C). La alta densidad del H3R en el GP del humano 

fue mostrada empleando el ligando fluorescente Bodilisant (Tomasch et al., 2012), 

sugiriendo un efecto funcional importante en este núcleo (Figura 4A y 4B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Detección del H3R en el cerebro humano y de la rata. A, B. Detección con el ligando 

fluorescente Bodilisant en rebanadas del GP humano. Las áreas verdes indican los H3Rs y las 

flechas indican algunas fibras histaminérgicas (Tomasch et al., 2012). C. Distribución del H3R y el 

RNAm correspondiente en el cerebro de la rata. Los sitios de unión (izquierda) y el RNAm 

(derecha) fueron visualizados usando [
125

I]-iodoproxyfan o una ribosonda antisentido marcada con 
33

P, respectivamente. Tomado de Pillot et al., 2002. 

 

C 
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Modulación de la liberación de GABA 

El H3R expresado en las terminales GABAérgicas inhibe la liberación de GABA, ya sea de 

manera directa o funcionando como un metamodulador. En experimentos in vivo en ratas se 

mostró que la activación directa del H3R en el núcleo vestíbulo medial inhibe la liberación 

de GABA, lo que también se observó en experimentos en cultivos primarios de neuronas 

corticales y neuronas disociadas del núcleo ventromedial del hipotálamo de la rata (Jang et 

al., 2001; Bergquist et al., 2006; Dai et al., 2007). 

Para dos núcleos de los GB de la rata, neoestriado y SNr, se ha reportado que la 

activación del H3R inhibe selectivamente el efecto facilitador de los receptores a dopamina 

D1 en liberación de GABA, mediante la inhibición de canales de calcio activados por 

voltaje tipo P/Q (García et al., 1997; Arias-Montaño et al., 2001, 2007).  

 

1.3 Adenosina  y receptores A2A 

La adenosina es una molécula de purina que funciona como neuromodulador en el SNC. La 

noción aceptada es que no se sintetiza y/o almacena en vesículas y que no se libera de 

terminales nerviosas en respuesta a la despolarización y la entrada de calcio. Es producida 

por dos mecanismos principales, el catabolismo extracelular por ectonucleotidasas del ATP 

liberado por neuronas y glía, y la producción intracelular y el transporte al medio 

extracelular (Figura 5). La presencia de adenosina en el espacio extracelular plantea que en 

el SNC puede funcionar como una molécula de señalización no sináptica que difunde lejos 

de las células que la originaron y que influencia tónicamente la transmisión química (Wall 

et al., 2007).  

La adenosina tiene una función importante en la excitabilidad neuronal y la transmisión 

sináptica y no sináptica del hipocampo y los GB (Moore et al., 2003; Sperlágh y Vizi, 

2011). La concentración extracelular de adenosina es mantenida por su degradación y 

transporte, y en el medio extracelular es degradada a inosina por la desaminasa de 

adenosina, o bien puede ser transportada al medio intracelular por los transportadores de 

nucleósidos, para posteriormente ser fosforilada para formar 5´-AMPc por la cinasa de 
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adenosina (ADK, por sus siglas en inglés adenosine kinase), siendo ésta la principal enzima 

que regula los niveles de adenosina (Boison, 2008). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La adenosina activa a cuatro subtipos de receptores acoplados a proteínas G: A1, A2A, 

A2B y A3. Los receptores A1 y A3 están acoplados a proteínas Gi/o y los A2 a proteínas Gs. 

En los GB se expresan de manera abundante los receptores A1 y A2A, y evidencias 

electrofisiológicas y neuroquímicas muestran que la activación de receptores A1  

pre-sinápticos reduce la liberación de distintos neurotransmisores en varias regiones del 

SNC, incluyendo los GB (Svenningsson et al., 1999). 

El efecto de la activación de los receptores A2A puede ser diferencial o incluso opuesto, 

aún en la misma región cerebral. Estas funciones contradictorias parecen deberse a la 

localización del receptor (pre- o post-sináptica), así como a interacciones funcionales y 

moleculares con otros receptores (a adenosina A1, a glutamato metabotrópico 5, a dopamina 

D2, y a canabinoides CB1). El receptor A2A se distribuye de manera heterogénea en el 

cerebro, y se concentra mayormente en regiones que reciben inervación dopaminérgica, 

Figura 5. Síntesis de la adenosina y expresión del receptor A2A en los GB. A. La adenosina se 

forma por degradación del ATP coliberado por exocitosis de las terminales nerviosas y de los 

astrocitos al medio extracelular y la hendidura sináptica, donde es procesado por ectonucleotidasas 

(EN). Modificado de Boison, 2008. B. Expresión del receptor a adenosina A2A en el neoestriado y 

el GP de la rata, detectado con un anticuerpo contra el receptor, mostrando una alta densidad en 

ambos núcleos. Modificado de Rosin et al., 1998. 

 

B 
A 
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siendo el neoestriado, el núcleo accumbens y el tubérculo olfatorio las regiones con mayor 

expresión de este receptor, observándose una menor densidad en el hipocampo, la corteza y 

el mesencéfalo (Rosin et al., 1998). El efecto del A2AR observado generalmente es la 

facilitación de la liberación de los neurotransmisores acetilcolina, glutamato, aspartato y 

dopamina. 

En el neoestriado se encuentran los niveles de expresión más altos del A2AR, con 

diversas funciones en condiciones fisiológicas y patológicas (Tebano et al., 2012; Chen et 

al., 2007; Popoli et al., 2007). El A2AR se expresa principalmente en las NEMs 

encefalinérgicas (Schiffmann et al., 1991; Augood y Emson, 1994), que envían axones al 

GP, núcleo con una densidad moderada de A2ARs y una baja expresión del RNAm (Rosin 

et al., 1998). Incluso, estudios de RT-PCR de célula única reportan que las neuronas 

palidales no expresan el RNAm de este receptor (Shindou et al., 2003), indicando que el 

A2AR se localiza en las terminales de las aferencias al GP, principalmente de las neuronas 

estriatales. Estudios en rebanadas del GP muestran que la activación del receptor A2A 

aumenta la liberación de GABA inducida por despolarización química (Floran et al., 2005) 

y eléctrica (Mayfield et al., 1993; Dayne et al., 1996), efecto corroborado por estudios 

electrofisiológicos, que mostraron además la participación de la formación de AMPc en el 

efecto (Shindou et al., 2002). 

Sinaptosomas del GP 

En la tesis de maestría se corroboró la presencia de sinaptosomas en la preparación 

obtenida con el método descrito en la sección de Metodología. La Figura 6A ilustra la 

disección del GP de las rebanadas coronales del cerebro de la rata, y en las Figuras 6B y 6C 

se muestran micrografías electrónicas de la preparación sinaptosomal. Se observan 

numerosas estructuras que poseen las características de las terminales nerviosas, es decir, 

vesículas sinápticas, mitocondrias, y una región electrodensa que correspondería a la zona 

activa.  
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Efecto de la activación del receptor A2A en la liberación de [
3
H]-GABA 

La Figura 7A muestra un experimento de liberación de [
3
H]-GABA por sinaptosomas del 

GP de la rata, inducida por despolarización con alto potasio (20 mM) y en presencia del 

CGS-21680, agonista selectivo del A2AR, para ilustrar la metodología utilizada.  

 El efecto de la activación del A2AR en la liberación de [
3
H]-GABA inducida por 

despolarización se evaluó con cuatro concentraciones del agonista CGS-21680 (3, 10, 30 y 

300 nM). En concentraciones de 3 y 10 nM, el CGS-21680 aumentó de manera 

significativa la liberación de [
3
H]-GABA a 159.9 ± 20.3% y 143.3 ± 9.4% de la liberación 

control (razón S2/S1: control 0.426 ± 0.029, 3 nM CGS-21680 0.699 ± 0.099, 10 nM  

CGS-21680 0.670 ± 0.051, promedios  error estándar, SEM, tres experimentos; P < 0.05 

para ambas concentraciones, Figura 7B).  

 Para confirmar la participación del A2AR en el efecto estimulatorio de la liberación de 

[
3
H]-GABA, se utilizó el antagonista selectivo ZM-241385 (100 nM). La Figura 7C 

muestra que no existió diferencia estadísticamente significativa entre la condición control y 

en presencia del agonista y el antagonista (CGS-21680 135.2 ± 5.9% del control,  

CGS-21680 y ZM-241385 104.9 ± 10.0% del control; razón S2/S1: control 0.535 ± 0.041; 

CGS-21680 0.750 ± 0.022, P < 0.05; CGS-21680 y ZM-241385 0.578 ± 0.047, P > 0.05, 

tres experimentos). La Figura 7D muestra que en una serie diferente de experimentos la 

Figura 6. Sinaptosomas del globo pálido de la rata. A. Ilustración de la disección del GP 

(círculo punteado) a partir de rebanadas coronales del cerebro. B. Micrografía de la preparación 

sinaptosomal (x20,000). Existen numerosas estructuras redondeadas intactas (flechas) de distinto 

tamaño con las características de las terminales nerviosas. C. Micrografía de la preparación 

sinaptosomal (x50,000) mostrando un sinaptosoma aislado. 
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perfusión con CGS-2168 en concentraciones de 30 y 300 nM no modificó de manera 

significativa la liberación de [
3
H]-GABA (razón S2/S1: control 0.656 ± 0.040, 30 nM de 

CGS-21680 0.662 ± 0.039; 300 nM de CGS-21680 0.601 ± 0.036; P < 0.05 para ambas 

concentraciones). 
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Figura 7. Efecto de la activación del A2AR en la liberación de [
3
H]-GABA inducida por alto 

potasio en sinaptosomas del globo pálido de la rata. A. Experimento representativo. Las barras 

grises muestran los estímulos con 20 mM de potasio (1 min). La barra negra indica la perfusión con el 

agonista CGS-21680. Los valores son el promedio ± SEM de determinaciones por cuadruplicado.  

B. Análisis de tres experimentos con 3 y 10 nM de CGS-21680. Los valores corresponden a la media ± 

SEM. C. Bloqueo por el antagonista del A2AR ZM-241385 (100 nM) del efecto de CGS-21680 (3 nM). 

D. Análisis de tres experimentos con 30 y 300 nM de CGS-21680. Los valores corresponden a la media 

± SEM. Para los paneles B, C y D el análisis estadístico se realizó con ANOVA y la prueba de Dunnett. 

NS, sin diferencia significativa. 
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2. Planteamiento del problema 

El GABA es el principal neurotransmisor utilizado por las neuronas de los GB, siendo 

necesaria una regulación fina de la transmisión GABAérgica, ya que un desbalance en esta 

regulación origina trastornos motores y cognitivos (DeLong, 1990; Gerlach et. al., 1996; 

Leisman y Melillo, 2013). El GP tiene una participación crítica en la función de los GB, 

posee inervación histaminérgica y una alta densidad de H3Rs, localizados primariamente en 

las terminales estriado-palidales.  

Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que en las terminales estriado-nigrales 

la activación del H3R disminuye la liberación de GABA, y que este efecto se opone a la 

acción estimuladora del receptor a dopamina D1 (García y cols., 1997; Arias-Montaño et 

al., 2001). Por otra parte, el receptor a adenosina A2A (A2AR) se expresa en alta densidad en 

los GB (Schiffmann et al., 1991) y estudios de co-expresión con técnicas de hibridación in 

situ revelaron que las neuronas que expresan al A2AR son las estriado-palidales y no las 

estriado-nigrales (Augood y Emson, 1994) o las neuronas GABAérgicas intrínsecas del GP 

(Shindou et. al., 2003). Utilizando rebanadas del GP Shindou y cols. (2002) mostraron que 

la activación del A2AR aumenta la transmisión GABAérgica y que este efecto está mediado 

por la vía de señalización AMPc/PKA. 

Así, las neuronas espinosas medianas estriado-palidales expresan tanto al H3R como al 

A2AR, los cuales pueden regular a nivel pre-sináptico los niveles de GABA en las sinapsis. 

Estos receptores están acoplados a diferentes proteínas G (Gαi/o y Gαs, respectivamente) y 

por lo tanto inciden de manera diferente en la señalización intracelular, particularmente en 

la formación del segundo mensajero AMPc y la activación subsecuente de la cinasa A de 

proteínas (PKA), con efectos inhibitorios y estimulatorios, respectivamente.  

En virtud de su acople a proteínas Gαi/o el efecto inhibitorio del H3R en la liberación de 

neurotransmisores involucra principalmente la reducción de la entrada de calcio inducida 

por la despolarización, vía la acción del complejo G en la subunidad α1A que forma el 

poro del canal de los canales de calcio activados por voltaje tipo N y P/Q. Sin embargo, la 

activación del receptor también regula la vía AMPc/PKA mediante la inhibición de las 

adenilil ciclasas, efecto mediado por la subunidad Gαi/o, lo que puede reducir la 
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fosforilación por la PKA de blancos importantes en la maquinaria de exocitosis. Por su 

parte, el A2AR puede facilitar la liberación de GABA mediante la vía AMPc/PKA, ya que la 

PKA fosforila canales de calcio dependientes de voltaje, aumentando el tiempo de apertura, 

así como proteínas de la maquinaria de exocitosis.  

El proyecto de doctorado continúa la tesis de maestría, en la que se presentaron datos 

que indicaban que el H3R participa en la modulación de la comunicación sináptica 

GABAérgica del GP, funcionando como un metamodulador que inhibe de manera selectiva 

la facilitación de la liberación de GABA debida a la activación de los A2ARs. Para la tesis 

doctoral se planteó profundizar el estudio de la interacción funcional de los receptores H3 y 

A2A en la liberación de GABA en el GP de la rata, y se planteó analizar los mecanismos 

intracelulares involucrados en dicha interacción, específicamente una posible interacción 

directa entre ambos receptores, los efectos respectivos en la vía de señalización 

AMPc/PKA, y el efecto de esta vía y de los canales de calcio N y P/Q en la liberación de 

GABA. 
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3. Hipótesis de trabajo 

La activación del receptor a histamina H3 inhibe la liberación de GABA en las terminales 

palidales, efecto que se opone a la facilitación debida a la activación de receptores a 

adenosina A2A, mediante la inhibición de la vía de señalización AMPc/PKA y/o de canales 

de calcio dependientes de voltaje involucrados en la exocitosis. 

4. Objetivos 

4.1  Objetivo general 

Determinar si la activación del receptor a histamina H3 modula la liberación de GABA en 

sinaptosomas del GP, si el efecto se opone a la acción de los receptores a adenosina A2A, y 

establecer en su caso los mecanismos celulares responsables. 

 

4.2  Objetivos particulares 

 

1. Determinar el efecto de la activación del H3R en la liberación de [
3
H]-GABA 

inducida por despolarización, y en su caso evaluar la interacción de la activación de 

los receptores A2A y H3. 

 

2. Confirmar la participación de la vía AMPc/PKA en el efecto modulatorio de los 

A2ARs en la liberación de [
3
H]-GABA, analizando la formación de AMPc y 

utilizando análogos del AMPc permeantes así como inhibidores de la PKA en 

rebanadas y en sinaptosomas. 

 

3. Determinar si el efecto de la activación de los H3Rs en la liberación de  

[
3
H]-GABA inducida por los A2ARs se ejerce en la vía AMPc/PKA, analizando la 

inhibición de la formación de AMPc y utilizando análogos del AMPc permeantes y 

forskolina en ensayos de liberación en rebanadas y sinaptosomas. 
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4. Determinar si la modulación por el H3R de la liberación de [
3
H]-GABA involucra la 

inhibición de canales de calcio activados por voltaje mediante ensayos de 

microfluorometría en sinaptosomas del GP. 
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5. Metodología 

5.1 Obtención de rebanadas y sinaptosomas 

Se utilizaron ratas Wistar macho (250-300 g), las cuales se sacrificaron por decapitación. 

Se extrajo rápidamente el encéfalo, y se depositó sobre una placa metálica colocada a su 

vez sobre hielo, para obtener un bloque que contiene el núcleo de interés. El bloque se fijó 

con cianoacrilato a la base de la cámara en un vibratomo y se sumergió en solución  

Krebs-Henseleit (KH) a 4ºC gaseada con una mezcla de 95% de O2 y 5% de CO2 (4ºC, pH 

7.4), para obtener rebanadas coronales de 300 µm de grosor, de las cuales se disecó el GP 

de ambos hemisferios cerebrales. Las rebanadas se depositaron en la solución KH, y una 

vez disecados los núcleos de todas las ratas se procedió a homogenizar el tejido. Todos los 

procedimientos posteriores se realizaron a 4°C. La composición de la solución KH fue 

(mM): NaCl 116, KCl 3, MgSO4 1, KH2PO4 1.2, NaHCO3 25, D-glucosa 11. 

Las rebanadas se homogenizaron en 10 ml de solución de sacarosa 0.32 M/Hepes 10 

mM (pH 7.4) conteniendo EDTA (1 mM) y albúmina sérica bovina (BSA, 1 mg/ml), 

utilizando un homogenizador de vidrio y un vástago de teflón (10 golpes a 400 rpm). El 

homogenado se centrifugó a 1,500xg, a 4°C y por 10 min (3,000 rpm, centrifuga Beckman 

GS6-6R, rotor GH 3-8). Se colectó el sobrenadante y se centrifugó a 14,000xg durante 12 

min a 4°C (10,850 rpm, centrifuga Sorvall RC-5, rotor SS-34). Se descartó el sobrenadante 

y se utilizó una pipeta Wilson de 1 ml para resuspender la pastilla en 5 ml de solución de 

Percoll (45%) en solución Krebs-Henseleit-Ringer (KHR; composición en mM: NaCl 140, 

Hepes 10, D- glucosa 5, KCl 5, EDTA 1, pH 7.3 con NaOH).  

La suspensión se centrifugó a 14,000xg durante 2 min (4°C), y se colectó la fase 

superior la cual se depositó en un tubo de centrifuga, agregando 20 ml de solución KHR 

para después centrifugar a 20,000xg durante 20 min. Se eliminó cuidadosamente el 

sobrenadante dado que la pastilla no es muy compacta, y la pastilla se resuspendió en un 

volumen suficiente de la solución adecuada para el ensayo a realizar. 

 

 

 



28 
 

5.2  Ensayos de unión de radioligando a membranas sinaptosomales 

Los sinaptosomas se colocaron en 30 ml de una solución hipotónica (10 mM Tris-HCl, 1 

mM EGTA, 4°C) y se lisaron con un Polytron (3 ciclos de 5 segundos). La suspensión se 

centrifugó a 32,000xg por 20 min a 4°C y la pastilla (membranas sinaptosomales) se 

resuspendió en solución de incubación (50 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, pH 7.4).  

5.2.1 Ensayos de saturación  

Para determinar la densidad de A2ARs las membranas se incubaron (120 min, 25°C) con 

[
3
H]-CGS-21680 (0.6-150 nM), y la unión no específica se definió en presencia de  

ZM-241385 (10 µM). La incubación se detuvo filtrando las muestras (colector automático 

Brandel) a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/B) incubados con 

polietilenimina (0.3%, 2 h). Después de tres lavados con 1 ml de solución Tris-HCl (50 

mM, pH 7.4, 4°C) los filtros se colocaron en viales de plástico y se adicionaron 3 ml de 

líquido de centelleo para determinar la radiactividad unida a los receptores presentes en las 

membranas sinaptosomales retenidas en los filtros. Los valores de la constante de 

disociación (Kd) y de la unión máxima (Bmax) se determinaron por regresión no lineal con 

el programa Prisma (GraphPad 6.0). 

5.2.2 Ensayos de inhibición  

Alícuotas de la suspensión membranal (5 µg de proteína) se dividieron en dos grupos, con y 

sin preincubación con desaminasa de adenosina (2 U/ml, 15 min a 30°C). Posteriormente se 

incubaron (60 min, 30°C) con una concentración fija del radioligando del H3R [
3
H]-NMHA 

(2 nM) y concentraciones crecientes del agonista immepip, y de los antagonistas/agonistas 

inversos clobenpropit y A-331440 (10
-12

-10
-5

 M). En una serie diferente de experimentos se 

adicionó CGS-21680 (3 o 6 nM). Para el A2AR, las alícuotas de la suspensión membranal se 

dividieron también en dos grupos, se incubaron (120 min, 25°C) con una concentración fija 

de [
3
H]-CGS-21680 (4 nM) y concentraciones crecientes de CGS-21680 (10

-10
-10

-5
). En 

una serie adicional de experimentos, el segundo grupo se incubó en presencia de immepip 

(30 nM). La incubación se detuvo filtrando las muestras y se cuantificó como se describió 

anteriormente.  Los valores de Ki se determinaron por regresión no lineal con el programa 

Prisma (GraphPad). 
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Efecto del GTPS en la unión de [
3
H]-CGS-21680 

Alícuotas de la suspensión membranal (5 µg de proteína) se dividieron en dos grupos, con y 

sin preincubación con desaminasa de adenosina (2 U/ml, 15 min a 30°C), y posteriormente 

se incubaron (60 min, 30°C) con una concentración fija del radioligando. La unión de  

[
3
H]-CGS-21680 (5 nM) en membranas de sinaptosomas del GP se analizó en presencia o 

ausencia de GTPs (30 M), un análogo no hidrolizable del GTP. La unión no específica se 

definió en presencia de ZM-241385 (10 µM). La incubación se detuvo filtrando las 

muestras y se cuantificó como se describió anteriormente. Los valores de Ki se 

determinaron por regresión no lineal con el programa Prisma (GraphPad 6). 

5.3 Liberación de 
3
H-GABA 

Los sinaptosomas se incubaron durante 30 min a 37°C en solución Krebs-Ringer-Hepes 

(KRH) conteniendo ~80 nM de 
3
H-GABA, 3 M de GABA, 1 U/ml de ADA y 10  µM de 

ácido amino-oxiacético. La suspensión distribuyó en 12 o 15 cámaras (120 l) de un 

sistema de perfusión, y los sinaptosomas se perfundieron durante 20 min con solución KRH 

normal (1 ml/min) para eliminar el 
3
H-GABA no incorporado. Posteriormente se 

colectaron 15-17 fracciones de 1 min (1 ml).  

La liberación de 
3
H-GABA se indujo introduciendo una solución con alto potasio (20 

mM) en las fracciones 2 (S1) y 11 (S2), regresando a la solución normal entre estas dos 

fracciones y después del estímulo S2 (fracciones 3-10). Los fármacos de interés estuvieron 

presentes 5 min antes y durante el estímulo S2 (fracciones 5-11), a excepción del 

antagonista del receptor A2A, presente después del primer estímulo (fracciones 3-11). La 

composición de la solución KRH fue (mM): Hepes 20, NaCl 118,  NaHCO3 25, D-glucosa 

15, KCl 4, CaCl2 1.8, MgCl2 1.2, KH2PO4 1.2, pH 7.4 con NaOH. La composición de la 

solución KRH con alto potasio fue (mM): Hepes 20, KCl 18.8,  NaHCO3 25, D-glucosa 15, 

NaCl 99, CaCl2 1.8, MgCl2 1.2, KH2PO4 1.2, pH 7.4 con NaOH. 

A cada fracción colectada se le agregaron 3 ml de líquido de centelleo. Los 

sinaptosomas fueron recuperados de las cámaras y fueron lisados con 0.5 ml de HCl 1 N (1 

h a temperatura ambiente), antes de añadir 5 ml de líquido de centelleo. La cantidad de 
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radiactividad (expresada como liberación fraccional) liberada en cada pulso de potasio (S1 

y S2) fue determinada integrando el área de las curvas de liberación (fracciones 1-6 y  

10-15), una vez substraída la liberación basal. El efecto de los fármacos fue estimado 

comparando la razón S2/S1 con las curvas control correspondientes. 

 

5.4 Ensayos de formación de AMPc 

Se utilizaron rebanadas del GP o del neoestriado. Para colocar la misma cantidad de tejido 

por condición, en las rebanadas de 300 o 400 µm de grosor, respectivamente, se disecó el 

núcleo de interés utilizando sacabocados de 2 o 3 mm de diámetro. Las rebanadas se 

mantuvieron en solución KH fría (sin CaCl2), y una vez obtenidas las rebanadas de todas 

las ratas, se incubaron por 30 min a 37°C con solución KH conteniendo 1.8 mM de CaCl2. 

Las rebanadas se incubaron (15 min, 37°C) en solución KH conteniendo desaminasa de 

adenosina (0.5 U/ml) e isobutil-metil-xantina (IBMX, 1 mM). Se adicionaron los fármacos 

de interés y se mantuvo la incubación por 30 min. La reacción fue detenida adicionando 1 

ml de solución KH fría, los tubos se depositaron sobre hielo, se retiró la solución y se 

adicionaron 25 µl de HCl (1 M) frío. Después de 30 min a 4°C, se neutralizó el pH a 7.0 

con 25 µl de NaOH (1 M) y 100 µl de solución Tris-HCl (1 M, pH 7.0) y se centrifugó a 

15,000xg (3 min, 4°C).  

Para el ensayo de competencia entre el AMPc formado y el [
3
H]-AMP por los sitios de 

unión de la PKA, se colocaron 50 µl de la muestra, 50 µl de solución de [
3
H]-AMPc (20 

nM) y 25 µl de PKA (0.1 U/muestra). Se incubó durante 2.5 h a 4°C y se filtró a través de 

filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/B) incubados con polietilenimina (0.3%, 2 h). 

Después de tres lavados con 1 ml de agua (4°C), los filtros se colocaron en viales de 

plástico y se adicionaron 3 ml de líquido de centelleo para determinar la radiactividad unida 

a la subunidad reguladora de la PKA retenida en los filtros. 

5.5 Ensayos de microfluorometría 

Los sinaptosomas fueron resuspendidos en solución KRH, se colocaron en cámaras de 

registro previamente cubiertas con concanavalina (2 mg/ml) y se incubaron por 60 min a 
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37ªC en ausencia de luz con el indicador de calcio Fura 2-AM (1 µM) y 3% de BSA. 

Después de  la incubación se lavó con solución KRH para eliminar el indicador no 

incorporado.  

Las cámaras fueron colocadas en un microscopio invertido TMD (Nikon, Japón) 

acoplado a un microfluorómetro RF-F3010 (Photon Technology International, South 

Brunswick, NJ, USA). Los cambios en la concentración intrasinaptosomal de Ca
2+ 

([Ca
2+

]i) 

fueron evaluados determinando la razón de la fluorescencia (510 nm) después de la 

excitación con una longitud de onda de 340 o 380 nm. Los registros fueron adquiridos a 

una frecuencia de 20 Hz y en áreas de la cámara sin sinaptosomas se determinó la 

fluorescencia de fondo a 340 y 380 nm. Los sinaptosomas se perfundieron con solución 

KRH con un flujo de 1 ml/min, y se utilizó un protocolo de doble pulso en el cual se 

cambió la solución KRH con 3 mM de potasio a una solución KRH con 25 mM de potasio 

(substitución equimolar del NaCl, para mantener la osmolaridad de la solución) dos veces 

durante 20 s. El tiempo entre el primero y el segundo estímulos fue 4 min y 40 s, y los 

fármacos fueron perfundidos 3 min antes y durante el segundo pulso. 

5.6 Ensayos de electrofisiología 

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho (3-4 semanas), las cuales se anestesiaron con 

fentobarbital (60 mg/kg, ip) y se decapitaron. Se extrajo rápidamente el encéfalo, y se 

depositó sobre una placa colocada a su vez sobre hielo, para obtener un bloque que contenía 

el núcleo de interés. El bloque se fijó con cianoacrilato a la base de un microtomo 

VT1000S (Leica, Nussloch, Alemania) y se sumergió en solución de corte de sacarosa (ver 

abajo) gaseada con una mezcla de 95% de O2 y 5% de CO2 (pH 7.4), para obtener 

rebanadas coronales de 350 µm de grosor. Las rebanadas se depositaron en la solución de 

incubación por 30 min a 33°C, y posteriormente se estabilizaron por 1 h a temperatura 

ambiente. 

Para el registro de las neuronas palidales, las rebanadas se transfirieron a una cámara de 

inmersión, y se perfundieron con la solución de líquido cefalorraquídeo artificial estándar 

(LCRA) a un flujo de 3.5-4 ml/min a 33°C (TC-324C, Warner Instruments). Los cuerpos 

celulares fueron localizados e identificados con un microscopio infrarrojo y contraste de 
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interferencia diferencial. Las pipetas de registro fueron obtenidas de capilares de vidrio de 

borosilicato, tuvieron resistencias eléctricas de 3-6 MΩ, y se llenaron con la solución 

interna. Los registros en fijación de voltaje o corriente fueron obtenidos con un 

amplificador Axoclamp-1D (Axon Instruments).   

El potencial de membrana en reposo fue determinado después de romper la membrana 

celular, fue estabilizado en fijación de corriente, y se inyectaron pulsos de corriente 

entrante y saliente (1 s, incrementos de 50 pA a 0.2 Hz) a través de la pipeta en 

configuración de célula completa para medir la amplitud de los potenciales de acción, el 

umbral y la amplitud de la corriente después de la hiperpolarización (AHP).  

Los registros de las corrientes post-sinápticas inhibitorias espontáneas (sIPSCs)  

GABAérgicas fueron adquiridos en modo fijación de voltaje, registrados a 0 mV en 

presencia de ácido quinurénico (2 mM, inhibidor general de los receptores ionotrópicos 

glutamatérgicos). Los agonistas de los receptores A2A (CGS-21680 1 µM) y H3 (immepip 1 

µM) fueron perfundidos por 5 min, posteriormente se lavó el fármaco y se realizó de nuevo 

el protocolo de pulsos de corriente en la modalidad de fijación de corriente para confirmar 

la viabilidad de la neurona.   

La composición de las soluciones utilizadas fue la siguiente: 

Solución de corte (mM): sacarosa 210, KCl 2.8, MgSO4 2, Na2HPO4 1.25, NaHCO3 26,  

MgCl2 6, CaCl2 1 y 10 D-glucosa 

Solución de incubación (mM): NaCl 125, KCl 2.5, Na2HPO4 1.2, NaHCO3 25, MgCl2 2, 

CaCl2 1, ácido ascórbico 0.4 y D-glucosa 10. 

LCRA (mM): NaCl 125, KCl 3, Na2HPO4 1, NaHCO3 25, CaCl2 2.5, MgCl2 2.5, y  

D-glucosa 10. 

Solución interna (mM): MSK 135, KCl 10, NaCl 5, EGTA 1, Hepes 10, Mg-ATP 2, 

Na2GTP 0.4, y fosfocreatina 10.  
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6. Resultados 

6.1 Caracterización farmacológica del receptor a histamina H3 (H3R) en membranas 

sinaptosomales del GP de la rata 

La Figura 8A muestra que en membranas sinaptosomales del GP la unión específica del 

radioligando [
3
H]-NMHA, agonista selectivo del H3R, fue inhibida de manera dependiente 

de la concentración por los agonistas immepip y RAMH, así como por los 

antagonistas/agonistas inversos clobenpropit, ciproxifan y A-331440. A partir de 3 

determinaciones se obtuvieron los valores de la constante de inhibición (Ki) que se 

presentan en la Tabla 4. 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

Tabla 4. Valores de pKi y Ki de ligandos 

selectivos del H3R. Los valores de pKi son el 

promedio  ± SEM de tres experimentos. 

 

 

  

 pKi Ki 

(nM) 

Immepip 9.55 ± 0.20 0.28 

Clobenpropit 8.07 ± 0.21 8.53 

A-331440 6.50 ± 0.04 316 

RAMH 8.27 ± 0.36 5.37 

Ciproxifan 8.74 ± 0.25 1.82 
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Figura 8. Inhibición por ligandos selectivos 

del H3R de la unión de [
3
H]-NMHA en 

membranas de sinaptosomas del GP de la 

rata. Los valores muestran la unión específica, 

expresada como porcentaje de la unión control, y 

son el promedio ± SEM de determinaciones por 

triplicado de un experimento representativo. El 

experimento se repitió tres veces con resultados 

similares. Los valores del -Log10 (pKi) de la 

constante de inhibición (Ki) se muestran en la 

Tabla 4. 
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6.2 Densidad de A2ARs en sinaptosomas del GP 

La Figura 9A muestra un experimento representativo de la unión específica de  

[
3
H]-CGS21680, agonista selectivo del A2AR, a membranas de sinaptosomas del GP. A 

partir de cinco experimentos se determinaron una unión máxima de 454 ± 77 fmol/mg 

proteína y una constante de disociación (Kd) de 4.1 ± 1.0 nM. Al aumentar la concentración 

del radioligando hasta 100 nM, se observó una posible segunda población de receptores. La 

Figura 9B muestra el análisis de Scatchard de un experimento representativo, ajustándose 

los datos a dos pendientes diferentes, indicando la presencia de dos poblaciones de 

receptores con diferente afinidad. La población de menor afinidad podría corresponder a 

receptores no acoplados a proteínas G, ya que el GTPS, que desacopla a los GPCRs de las 

proteínas G correspondientes, disminuyó la unión de [
3
H]-CGS-21680 (5 nM) a 41.8 ± 

2.2% de la unión específica control (Figura 9C).  
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Figura 9. Densidad de receptores a adenosina 

A2A en membranas de sinaptosomas del GP de 

la rata. A. Unión saturante de [
3
H]-CGS21680  

(0.5-25 nM). Se muestra un experimento 

representativo. B. Análisis de Scatchard de la 

unión de [
3
H]-CGS21680 (0.5-100 nM) en un 

experimento representativo. C. Efecto del GTPS 

(30 M) en la unión de [
3
H]-CGS21680 (5 nM). 

Se muestra un experimento representativo de tres 

realizados. 
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6.3 Efecto de la activación del H3R en la liberación de [
3
H]-GABA  

Inicialmente se analizó el efecto que por sí mismos podrían ejercer en la liberación de  

[
3
H]-GABA los ligandos del H3R, utilizando un agonista selectivo (immepip, 100 nM) y un 

antagonista/agonista inverso (clobenpropit, 3 M). La Figura 10A muestra que estos 

fármacos no modificaron la liberación de [
3
H]-GABA.  

 Para la evaluación de la interacción de los receptores A2A y H3 se utilizó una 

concentración (3 nM) del agonista del A2AR CGS-21680, la cual aumentó de manera 

significativa la liberación de [
3
H]-GABA, y al agonista del H3R immepip a 100 nM, 

concentración calculada para ocupar el 99% de los receptores presentes con base en la Ki 

obtenida en los ensayos de inhibición de la unión de [
3
H]-NMHA (0.27 nM). La Figura 

10B muestra que la perfusión con immepip previno el efecto estimulatorio del agonista del 

A2AR en la liberación de [
3
H]-GABA. La Figura 10C muestra que el antagonista 

clobenpropit (3 M) previno de manera significativa, aunque parcial, el efecto de la 

activación del H3R. El bloqueo por el clobenpropit del efecto del immepip correspondió a 

47.2 ± 4.1%, valor en el rango de la inhibición teórica calculada (45.5-54.0%), 

considerando el valor de Ki del antagonista (10.1 nM). Este resultado apoya un efecto 

mediado por el H3R. 

 El efecto inhibitorio de la activación de H3Rs de la facilitación de la liberación de  

[
3
H]-GABA debida a la estimulación de A2ARs en sinaptosomas del GP dependió de la 

concentración del agonista immepip (Figura 11), y el análisis de cinco experimentos indicó 

una concentración inhibidora media (IC50) de 5.2 nM. 
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Figura 10. Efecto de la activación del H3R en el efecto estimulatorio del A2AR en la liberación 

de [
3
H]-GABA inducida por despolarización en sinaptosomas del GP de la rata.  

A. Efecto del agonista del H3R immepip (100 nM) o del antagonista/agonista inverso clobenpropit 

(3 μM). Los valores son promedios ± SEM de tres experimentos. NS, sin diferencia estadística con 

respecto a la liberación control. B. Inhibición por immepip (100 nM) del efecto del agonista del 

A2AR CGS-21680 (3 nM). Los valores corresponden al promedio ± SEM de 3 experimentos. Los 

fármacos estuvieron presentes 5 min (CGS-21680) o 8 min (immepip) antes y durante el segundo 

pulso. NS, sin diferencia estadística de la liberación control. C. Bloqueo por clobenpropit (3 μM) 

del efecto inhibitorio del immepip (100 nM). Los valores corresponden al promedio ± SEM. El 

análisis estadístico se realizó con ANOVA y las pruebas de Dunnett (A y B) o Tukey (C).  
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6.4 Un agonista del A2AR modifica la afinidad del H3R por immepip, y un agonista del 

H3R modifica la afinidad del A2AR por CGS-21680 

El efecto inhibitorio del H3R en la acción estimulatoria de los A2ARs en la liberación de  

[
3
H]-GABA podría ser explicado por una interacción física delimitada por la membrana, es 

decir, la formación de heterómeros. Como primer abordaje se realizaron ensayos de 

inhibición de la unión de [
3
H]-NMHA con immepip o clobenpropit en presencia de 

desaminasa de adenosina (ADA, 2 U/ml) o del agonista del A2AR CGS-21680 (3 y 6 nM). 

El CGS-21680 modificó de manera modesta, pero significativa, la afinidad del H3R por sus 

ligandos, aumentando la afinidad por el agonista y disminuyéndola para el antagonista 

(Figura 12A y Tabla 5). Por otra parte, el agonista del H3R immepip (30 nM) disminuyó la 

afinidad del A2AR por el agonista  CGS-21680 (Figura 12B y Tabla 6).  
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Figura 11. Dependencia de la concentración del efecto inhibitorio del agonista del H3R 

immepip en la acción estimulatoria del agonista del A2AR CGS-21680 en la liberación de 

[
3
H]-GABA. Los valores se expresan como porcentaje de la razón S2/S1 de la liberación control 

(CGS-21680 3 nM) y son el promedio ± SEM de cinco experimentos. El valor de la 

concentración inhibidora media, IC50, se proporciona en el texto.  
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 Immepip  Clobenpropit 

Condición           pKi Ki 

(nM) 

 pKi Ki  

(nM) 

ADA (2 U/ml)    9.20 ± 0.01 0.63  8.35 ± 0.05 4.46 

CGS-21680 (3 nM)    9.30 ± 0.02* 0.50  7.73 ± 0.18 

(P = 0.019) 

18.62 

CGS-21680 (6 nM)   9.58 ± 0.02*** 0.26  -- -- 

               

 

 

 

 

 

Figura 12. Efecto del agonista del A2AR CGS-21680 en la inhibición por el agonista del H3R 

immepip de la unión de [
3
H]-NMHA (A) y del immepip en la inhibición por el CGS-21680 

de la unión de [
3
H]-CGS 21680 en membranas de sinaptosomas del globo pálido de la rata. 

Los valores se expresan como porcentaje de la unión específica de cada radioligando, y son el 

promedio de determinaciones por duplicado. El experimento se repitió cinco veces con resultados 

similares. Los valores de la constante de inhibición, Ki, se proporcionan en las Tablas 5 y 6.  

 

Tabla 5. Efecto del agonista del A2AR CGS-21680 en la constante de inhibición 

(pKi y Ki) del immepip y clobenpropit.  

 

Los valores son el promedio ± SEM de cuatro experimentos. *P < 0.05; ***P < 0.001, 

Anova y prueba de Dunnett. Para el efecto del clobenpropit el análisis estadístico se realizó 

con la prueba t de Student.  
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CGS-21680 pKi Ki (nM) 

ADA (2 U/ml) 8.34 ± 0.10 4.53 

Immepip (30 nM) 8.03 ± 0.07 

P = 0.0024 

9.32 

      

 

 

6.5 La vía AMPc/PKA está involucrada en el efecto estimulatorio de los A2ARs 

6.5.1 la activación del A2AR incrementa la acumulación de AMPc, efecto reducido por 

el H3R en rebanadas del neoestriado y del GP 

Los ensayos de formación de AMPc realizados en rebanadas del neoestriado (Figura 13A) 

mostraron un efecto estimulatorio de la activación de los A2ARs con el agonista selectivo 

CGS-21680, y este efecto fue prevenido por el agonista del H3R immepip (171.3 ± 5.7 y 

100.0 ± 15.5% de la formación basal, respectivamente). En dos experimentos realizados en 

rebanadas del GP se observó también el efecto estimulatorio de la activación del A2AR 

(300% de la formación basal; Figura 13B).  

En rebanadas del GP, se evaluó la dependencia de la concentración del CGS-21680 en la 

acumulación de AMPc. A partir de cinco experimentos se obtuvo una concentración 

efectiva media (EC50) de 3.1 nM (Figura 14A), confirmando que el aumento en la 

acumulación de AMPc depende de la concentración del agonista del A2AR. Además, se 

realizaron ensayos de acumulación de AMPc en sinaptosomas del GP, determinándose  una 

EC50 de 2.6 nM (Figura 14C). En ambas preparaciones, concentraciones bajas del agonista 

CGS-21680 inducen un aumento significativo de este segundo mensajero. El efecto 

estimulatorio debido a la activación del A2AR (CGS-21680, 10 nM) en rebanadas del GP 

fue reducido de manera dependiente de la concentración por immepip, agonista del H3R, 

con una inhibición de 74.5% con 100 nM del agonista y una IC50 de 8.6 nM (Figura 14B).  

Los valores son el promedio ± SEM de 4 experimentos. El análisis estadístico se 

realizó con la prueba t de Student.  

Tabla 6. Efecto del agonista del receptor H3 immepip en la constante de 

inhibición del CGS-21680. 
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Figura 13. Formación de AMPc en rebanadas del neoestriado (A) o del globo pálido (B) de la 

rata. Las rebanadas fueron incubadas durante 15 min con IBMX (1 mM) antes de exponerlas 

durante 30 min a forskolina (10 M) o CGS 21680 (3 nM), CGS 21680 (3 nM) e immepip (100 

nM). El análisis estadístico del panel A se realizó con ANOVA de una vía y la prueba de Dunnett 

(cuatro experimentos).  
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Figura 14. Formación de AMPc en rebanadas y sinaptosomas del globo pálido de la rata. Las 

rebanadas fueron incubadas durante 15 min con IBMX (1 mM) y desaminasa de adenosina (ADA, 

0.5 U/ml) antes de exponerlas durante 15 min al agonista del A2AR CGS-21680 (1-30 nM; Panel 

A) o CGS-21680 (10 nM) e immepip (1-100 nM; panel B). C. Formación de AMPc en 

sinaptosomas del GP, incubados con IBMX (1 mM) y ADA (2 U/ml) por 15 min antes de 

exponerlos a CGS-21680 (0.1-30 nM). Los valores de EC50 e IC50 se obtuvieron con regresión no 

lineal en el programa GraphPad Prism 6. 
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6.5.2 El incremento del AMPc intrasinaptosomal mimetiza la facilitación en la 

liberación de [
3
H]-GABA por el agonista del A2AR CGS-21680, y la inhibición de la 

PKA previene este efecto   

La perfusión con forskolina (3 o 10 M), un activador directo de las adenilil ciclasas, o con 

8-Bromo-AMPc (0.5 mM, análogo permeante del AMPc) aumentaron la liberación de  

[
3
H]-GABA, mimetizando el efecto de la activación del A2AR, y sugiriendo por lo tanto que 

la facilitación de la liberación se debe a un aumento en la concentración intra-sinaptosomal 

de AMPc (Figura 15C). Adicionalmente, se empleó un inhibidor de la PKA (H-89, 10 µM), 

presente tres minutos previos a la perfusión con CGS-21680 (3 nM). La Figura 15A 

muestra un experimento representativo, observándose que la facilitación de la liberación de 

[
3
H]-GABA inducida por la activación del A2AR se previno al inhibir a la PKA (AUC, 

como porcentaje del control, CGS-21680 130.4 ± 3.57; H-89 + CGS-21680 88.38 ± 7.76; 

Figura 15 B). En conjunto estos resultados indican que la vía AMPc/PKA está implicada en 

el aumento de la liberación de [
3
H]-GABA en los sinaptosomas del GP de la rata.   

 

6.6 La activación del H3R no previno la facilitación de la liberación de [
3
H]-GABA 

debido al incremento de AMPc sinaptosomal  

 

La Figura 16 muestra un experimento representativo de tres realizados, en el cual la 

forskolina aumentó la liberación de [
3
H]-GABA, pero la activación del H3R por immepip 

no previno el efecto de la forskolina (S2/S1 control 0.8192 ± 0.09, forskolina 1.51 ± 0.16, 

forskolina + immepip 1.48 ± 0.12). La ausencia de efecto del immepip podría deberse a la 

concentración de la forskolina, y/o a la activación de adenilil ciclasas insensibles a la 

inhibición por las proteínas Gαi/o (ACs 2, 4 y 7). Si en estas terminales la acción del H3R se 

debe a la inhibición por las subunidades Gβγ de canales de calcio activados por voltaje, el 

efecto en la liberación debería observarse a pesar del aumento del AMPc intrasinaptosomal. 

Estos resultados sugieren en consecuencia un mecanismo diferente.  
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Figura 15. La facilitación de la liberación de [
3
H]-GABA inducida por los A2ARs involucra la 

vía AMPc/PKA. A. Experimento representativo. B. Análisis de tres experimentos en presencia de 

CGS-21680 (3 nM), mostrando la prevención de la facilitación por el inhibidor de la PKA, H-89 

(10 µM). C. Análisis de cuatro experimentos en presencia de un activador directo de las adenilil 

ciclasas (forskolina, 10 µM) o el análogo permeable del AMPc (8-Br-AMPc, 0.5 mM). Ambos 

fármacos mimetizaron el efecto de la activación del A2AR. Los valores son promedios ± SEM. NS, 

sin diferencia significativa. Anova de una vía y prueba de Dunnet.  
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6.7 La entrada de calcio a los sinaptosomas del GP inducida por despolarización no es 

modulada por la activación de los receptores A2A y H3  

 

Mediante microfluorometría se determinó el influjo de Ca
2+

 en sinaptosomas palidales 

cargados con el indicador de calcio Fura2-AM, induciendo la apertura de los canales de 

calcio dependientes de voltaje con despolarización química al aumentar la concentración de 

K
+ 

de 3 a 25 mM en la solución de perfusión. Se empleó un protocolo de doble pulso, con 

duración de los pulsos de 20 s, e intervalo entre los pulsos de 280 s. Tres minutos antes y 

durante el segundo pulso los sinaptosomas se perfundieron con agonistas del A2AR  

(CGS-21680, 10 nM), del H3R (immepip, 100 nM) o ambos.  

 

La perfusión con CGS-21680 no modificó significativamente la entrada de calcio (razón 

S2/S1 control 0.98 ± 0.008; CGS-21680 0.9786 ± 0.009). De manera similar, el immepip 

no produjo cambios significativos en la razón S2/S1, como tampoco lo hizo la  

co-activación de los receptores A2A y H3, sugiriendo que los efectos modulatorios de estos 
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Figura 16. La activación del H3R no afecta la facilitación de la liberación de [
3
H]-GABA 

inducida por forskolina. A. Experimento representativo. B. Análisis de tres experimentos en 

presencia de forskolina (10 µM) e immepip (100 nM). Los valores son promedios ± SEM. NS, sin 

diferencia significativa. Anova de una vía y prueba de Dunnet.  
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receptores en la liberación de GABA no se debe a la facilitación por el A2AR o la inhibición 

por el H3R de la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje.   
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despolarizantes con 25 mM de potasio, y la barra rosa indica el periodo de perfusión con el 

agonista del A2AR. B. Análisis de la razón S2/S1 en presencia del CGS-21680 (10 nM); 

promedios ± SEM de cuatro experimentos. C. Análisis de la razón S2/S1 en presencia de 

immepip (100 nM); promedios ± SEM de cuatro experimentos.  El análisis estadístico en A y B 

se realizó con la prueba t de Student. 
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6.8 La liberación espontánea de GABA es modulada pre-sinápticamente por los 

receptores a adenosina A2A y a histamina H3, y el receptor H3 modula  

post-sinápticamente la excitabilidad de las neuronas palidales 

 

El efecto de la modulación de la liberación a nivel pre-sináptico se ve reflejado en un 

aumento o disminución de la excitabilidad de la membrana post-sináptica. Así, la 

facilitación pre-sináptica de la liberación de GABA por las terminales estriado-palidales 

(vía indirecta) debería reflejarse en un aumento en las corrientes post-sinápticas inhibitorias 

(IPSC, inhibitory postsynaptic currents) registradas en las neuronas del GP, células que se 

clasifican en tres tipos, siendo las prototípicas (70%) y las arquipalidales (25%) las más 

abundantes.  

 

Se obtuvieron registros de célula completa con la técnica de patch clamp de 25 neuronas 

del GP con un potencial de membrana de reposo más negativo que -40 mV y que generaran 

potenciales de acción con una amplitud mayor de 50 mV. Las neuronas registradas disparan 

a alta frecuencia sin presentar el fenómeno de acomodación al inyectar corriente 

despolarizante.  

 

El 77% de las neuronas registradas exhibió una corriente catiónica activada por la 

inyección de corriente hiperpolarizante (Ih), que se observa como un cambio del potencial 

de membrana (sag) hacia valores más positivos (Figura 18). Considerando los antecedentes, 

estos resultados indican que se registraron los tipos de neuronas principales en el GP (Tabla 

1). Una vez identificadas, se perfundieron las rebanadas con ácido quinurénico (2 mM, 

inhibidor general de los receptores ionotrópicos glutamatérgicos), y se fijó el voltaje a 0 

mV para aislar las corrientes GABAérgicas. 

 

La Figura 19 muestra que la activación del A2AR disminuyó el intervalo inter-evento 

(IIE), es decir, aumentó la frecuencia de las IPSCs espontáneas (sIPSCs, control 0.3255 ± 

0.02 Hz, CGS-21680 0.3987 ± 0.02 Hz; n=7), sin modificar la amplitud de las sIPSCs 

(control 29.35 ± 0.70 pA, CGS-21680 29.11 ± 0.69 pA), y confirmando que el efecto del 
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receptor se ejerce pre-sinápticamente, aumentando la probabilidad de liberación 

espontánea.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-3 -2 -1 1 2

-1 2 0

-1 0 0

-8 0

-4 0

-2 0

p A

m
V

100 ms 

50 m
V

 

100 ms 

50 m
V

 

-3 -2 -1 1 2

-1 2 0

-1 0 0

-8 0

-4 0

-2 0

p A
m

V

A 

B 

Figura 18. Relación corriente-voltaje (IV) de neuronas del GP. Los registros 

electrofisiológicos se obtuvieron en la modalidad de célula completa. A. Registro de una neurona 

prototípica o tipo I, que correspondió a 17 de las 22 neuronas registradas (77%). B. Registro de 

una neurona arquipalidal o tipo II, observado en 5 de las 22 neuronas registradas (23%).   
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Figura 19. Efecto de la activación del A2AR en las sIPSCs registradas en neuronas palidales. 

A. Registro representativo y expansión de las sIPSCs control (trazo superior) y en presencia de 

CGS-21680 (1 µM; trazo inferior). B. Distribución acumulada de la amplitud de las sIPSCs y 

análisis de la amplitud. C. Distribución acumulada del IIE y análisis de la frecuencia. Prueba de 

Kolmogorov-Smirnov y prueba t  de Student. 
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La perfusión con immepip aumentó el intervalo inter-evento (IIE), es decir, disminuyó la 

frecuencia de las sIPSCs (control 1.200 ± 0.087, immepip 0.914 ± 0.069; n=7; Figuras 20A 

y 20C), indicando que la activación del H3R inhibe pre-sinápticamente la liberación 

espontánea de GABA. De manera no esperada, el immepip también disminuyó de manera 

modesta, pero significativa, la amplitud de las sIPSCs (control 37.86 ± 0.61 pA, immepip 

32.26 ± 0.72 pA; n=7; Figuras 20A y 20B), indicando un efecto post-sináptico. No obstante 

la baja expresión del RNAm reportada para el GP (Pillot et al., 2002), este resultado indica 

que también a nivel post-sináptico el H3R modula la excitabilidad de las neuronas palidales.  
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Figura 20. Efecto de la activación del H3R en las sIPSCs registradas en neuronas palidales. 

A. Registro representativo y expansión de las sIPSCs control (trazo superior) y en presencia de 

immepip (1 µM; trazo inferior). B. Distribución acumulada de la amplitud de las sIPSCs y 

análisis de la amplitud. C. Distribución acumulada del IIE y análisis de la frecuencia. Prueba 

Kolmogorov-Smirnov y prueba t  de Student. 
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7. Discusión 

El globo pálido (GP) es un núcleo crítico para el procesamiento de la información sináptica 

en los GB, y la actividad de las neuronas de este núcleo depende del equilibrio entre la 

excitación y la inhibición generadas por los neurotransmisores que se liberan en el GP. Las 

NEMs de la vía indirecta del neoestriado son la fuente principal de GABA en el GP y la 

transmisión GABAérgica depende de las tasas de liberación y recaptura.  

La adenosina es un neuromodulador importante en los GB, y en el GP estimula la 

liberación de GABA mediante la activación de A2ARs (Mayfield et. al., 1993; Dyane 

Mayfield et al., 1996; Ochi et al., 2000; Florán et al., 2005; Shindou et al., 2002, 2003). 

Para membranas totales del GP, Mayfield y cols. (1996) reportaron una densidad de A2ARs 

de 270 ± 20 fmol/mg de proteína, y nuestros datos confirman la presencia abundante de 

dichos receptores en las terminales palidales, indicando además la existencia de dos  

sub-poblaciones de A2ARs, con alta y baja afinidad por el agonista CGS-21680. Estas 

poblaciones están definidas presumiblemente por su acople a proteínas G, ya que el 

desacople de los receptores de las proteínas G inducido por el GTPS disminuyó en 60% 

la unión de [
3
H]-CGS-21680 a los receptores presentes en las membranas de las terminales 

nerviosas palidales.  

Para la población de interés para este estudio, la de alta afinidad por agonistas que 

representarían los A2ARs funcionales, se determinó una densidad de 454 ± 77 fmol/mg 

proteína, con valores muy similares de Kd para [
3
H]-CGS-21680 (4.1 nM) y de Ki para  

CGS-21680 (4.53 nM), aunque menores al valor de Ki (15 nM) reportada para el receptor 

presente en membranas de la corteza cerebral de la rata (Klotz, 2000). La diferencia en 

afinidad podría explicarse por el predominio de receptores pre-sinápticos en nuestra 

preparación, aunado a una mayor fracción de receptores acoplados a proteínas G. 

Regulación por receptores a adenosina A2A y a histamina H3 de la liberación de GABA 

en el GP  

En la tesis de maestría se confirmó que la activación del A2AR presente en terminales 

nerviosas aisladas (sinaptosomas) del GP facilita la liberación de GABA evocada por 

despolarización con alto potasio con concentraciones bajas del agonista CGS-21680 (3 y 10 
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nM). Este efecto se bloqueó con el antagonista selectivo ZM-241385 (100 nM), 

confirmando la participación de A2ARs. Sin embargo, concentraciones mayores del  

CGS-21680 (30 y 300 nM) no afectaron significativamente la liberación con respecto al 

control, y cabe destacar que en tres de cinco experimentos se observó una disminución de la 

liberación con la concentración de 300 nM. Este efecto podría involucrar la activación de 

receptores a adenosina A1 presentes en alta densidad en el GP, que pueden ser activados por 

altas concentraciones de CGS-21680 y que inhiben la liberación de varios 

neurotransmisores, incluyendo al GABA, mediante la activación de proteínas Gαi/o cuyas 

subunidades Gβ inhiben la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje 

involucrados en la exocitosis. 

También se determinó una densidad muy alta de H3Rs en las terminales nerviosas 

aferentes del GP, y de manera novedosa se mostró que la facilitación de la liberación de 

GABA debida a la activación de los A2ARs es prevenida al co-activar a los H3Rs con el 

agonista immepip. A su vez, el efecto del immepip fue prevenido parcialmente por el 

antagonista clobenpropit, aunque el grado de inhibición concuerda con las afinidades 

relativas del H3R por el agonista y el antagonista determinadas en este estudio. No se 

utilizaron concentraciones mayores de 3 M del antagonista, debido al efecto inhibitorio 

directo de los compuestos con un anillo imidazólico, como el clobenpropit, en los canales 

de calcio dependientes de voltaje (Milhaud et al., 2002). Una alternativa sería el uso de un 

antagonista no imidazólico, como el A-331440; sin embargo, los H3Rs presentes en las 

terminales nerviosas del GP tienen baja afinidad por este antagonista (Ki 316 nM).  

Mecanismos involucrados en la regulación por receptores a adenosina A2A y a 

histamina H3 de la liberación de GABA en el GP  

En relación a los mecanismos que podrían estar involucrados en la modulación de la 

liberación de GABA por los receptores A2A y H3 se plantearon tres posibilidades para su 

abordaje experimental: 1) La formación de heterómeros, que afecte las propiedades de 

unión de sus agonistas y/o las vías de señalización respectivas, 2) la oposición de las vías 

de señalización, en particular en la vía AMPc/PKA, y 3) un efecto directo de los H3Rs en 

canales de calcio dependientes de voltaje que podrían ser modulados por los A2ARs 

mediante la vías de señalización AMPc/PKA o diacilglicerol/Ca
2+

/PKC. 
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Como un primer abordaje para evaluar la formación de heterómeros A2AR/H3R, se 

realizaron ensayos de inhibición de la unión de ligandos selectivos para cada uno de los 

receptores en presencia del agonista del otro receptor. Los resultados indican que la 

activación del A2AR aumenta la afinidad del H3R por el agonista immepip, y que de manera 

opuesta, la activación del H3R disminuye la afinidad del A2AR por el agonista selectivo 

CGS-21380. Estos datos sugieren la presencia de heterómeros A2AR/H3R en las terminales 

estriado-palidales. Sin embargo, aún cuando la modificación de la afinidad de los 

receptores es significativa, el efecto es modesto (diferencia de 2 veces), por lo que no se 

puede atribuir solamente a esta interacción el efecto inhibitorio de los H3Rs en la acción 

estimulatoria de los A2ARs en la liberación de GABA. 

Las principales vías de señalización de los receptores A2A y H3 son en principio 

opuestas, ya que la activación de los A2ARs conduce, mediante las subunidades Gs, a la 

activación de las adenilil ciclasas y en consecuencia al aumento de los niveles intracelulares 

de AMPc y a la activación de la PKA, mientras que los H3Rs inhiben, mediante las 

subunidades Gi/o, a las adenilil ciclasas. La activación de la vía AMPc/PKA puede 

estimular la liberación de GABA mediante la fosforilación de canales de calcio 

dependientes de voltaje (Gubitz et. al., 1996) o de proteínas involucradas en la exocitosis 

como sinapsina 1, SNAP-25, rabfilina 3A, sintaxina y RIM1a/2a (Seino y Shibasaki, 2005; 

Matsumoto et al., 2014). Así, un mecanismo relativamente directo para el efecto inhibitorio 

del H3R sería la inhibición de las adenilil ciclasas que son estimuladas por los A2ARs. 

Nuestros datos muestran que la activación de los A2ARs aumenta de manera significativa 

la formación de AMPc en rebanadas del neoestriado y del GP de la rata, así como en 

sinaptosomas del GP, indicando que las adenilil ciclasas son activadas cuando se estimula 

al A2AR. Utilizando el mismo abordaje metodológico, se mostró que en rebanadas del GP la 

activación del H3R reduce la acumulación de AMPc inducida por la activación de los 

A2ARs, es decir, que en las terminales estriado-palidales, en las que principalmente se 

expresan ambos receptores, la formación de AMPc está regulada de manera opuesta por  

los A2ARs y los H3Rs. 
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Por otra parte, en los experimentos de liberación de [
3
H]-GABA el efecto estimulatorio 

del A2AR se evaluó el efecto de dos análogos permeables del AMPC (dibutiril-AMPc y  

8-Bromo-AMPc) y de la forskolina, un activador directo de las adenilil ciclasas. En cinco 

experimentos el análogo dibutiril-AMPc no modificó la liberación de [
3
H]-GABA con 

respecto a los valores control. Sin embargo, recientemente Vardjan et al. (2013) reportaron 

que el dibutiril-AMPc activa un biosensor intracelular con una constante de tiempo () de 

563 s (poco más de 9 min), indicando una baja permeabilidad. En nuestros experimentos, el 

fármaco estuvo presente 5 min antes y durante el segundo pulso despolarizante de 1 min, 

para un total de 6 min, tiempo menor a la constante de tiempo, por lo que la ausencia de 

efecto del dibutiril-AMPc podría deberse a que la concentración intracelular alcanzada no 

fue suficiente para activar a la PKA. En contraste, el 8-Bromo-AMPc y la forskolina 

indujeron un aumento importante de la liberación de [
3
H]-GABA inducida por 

despolarización, apoyando la participación de la vía AMPc/PKA.  

El AMPc formado puede unirse a diferentes efectores; sin embargo, el blanco principal 

de este segundo mensajero es la PKA, cuya activación aumenta la liberación de diferentes 

neurotransmisores por fosforilación de diferentes blancos, entre ellos proteínas de la 

maquinaria de exocitosis y canales de calcio dependientes de voltaje N y P/Q (Seino y 

Shibasaki, 2005). Para evaluar la participación de esta cinasa, se realizaron ensayos de 

liberación en presencia de H-89, un inhibidor de la PKA, el cual previno la facilitación de 

la liberación de [
3
H]-GABA en los sinaptosomas del GP. Este resultado confirma que la 

modulación de la liberación de GABA por los A2ARs implica la activación de la vía 

AMPc/PKA, lo que había sido observado en los experimentos de electrofisiología de 

Shindou et al., en los que la facilitación de la liberación de GABA, inducida o espontánea, 

implica la activación de dicha vía (Shindou et al., 2001, 2002 y 2008).  

La facilitación de la liberación inducida por forskolina no se previno por activación de 

los H3Rs con el agonista immepip. La forskolina activa a los nueve subtipos de adenilil 

ciclasas membranales, incluso aquellas insensibles a las subunidades Gαi/o (Sunahara et al., 

1996), por lo que puede sugerirse que el efecto de la forskolina en el AMPc 

intrasinaptosomal no fue inhibido de manera completa por la activación de los H3Rs, que 

inhiben a las adenilil ciclasas 1, 3, 5, 6 y 8, sensibles a las subunidades Gαi/o.  
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De manera relevante, este resultado también indica que el efecto inhibitorio de la 

activación de los H3Rs en facilitación de la liberación de [
3
H]-GABA por los A2ARs no se 

ejerce en los canales de calcio dependientes de voltaje, regulados directamente por la 

interacción las subunidades Gβγ de la proteína G con la subunidad α1 de los canales. Si la 

acción de los H3Rs involucrara la inhibición de estos canales, aún con el incremento del 

AMPc se observaría inhibición de la liberación de [
3
H]-GABA ya que el efecto del H3R se 

ejercería corriente debajo de la formación del segundo mensajero. Por otra parte, en 

experimentos preliminares, la activación de los H3Rs no afectó la facilitación de la 

liberación de [
3
H]-GABA inducida por el análogo permeante 8-Bromo-AMPc, apoyando 

que la modulación por los receptores se debe a la inhibición de la formación de AMPc. 

La entrada de calcio a la zona activa es esencial para la exocitosis del GABA, y la 

activación de la PKA puede facilitar la apertura de los canales de calcio dependientes de 

voltaje. En este trabajo se utilizó microfluorometría empleando el indicador fluorescente 

Fura 2 (Grynkiewicz et al., 1985) para evaluar la modulación de estos canales por la 

activación de los receptores A2A y H3. Los resultados indican que en los sinaptosomas del 

GP la entrada de calcio evocada por despolarización química no es modificada por la 

activación de los receptores A2A o H3.  

En conjunto, los datos mencionados indican que en las terminales estriado-palidales, la 

activación del A2AR induce la acumulación de AMPc y la activación de la PKA, pero que 

los canales de calcio dependientes de voltaje involucrados en la exocitosis de GABA no son 

el blanco de esta cinasa.    

Los resultados obtenidos de los experimentos de electrofisiología indicaron que la 

liberación espontánea de GABA es modulada por los receptores A2A y H3. El agonista del 

A2AR CGS-21680 aumentó la frecuencia de las sIPSCs sin modificar la amplitud, 

confirmando un efecto pre-sináptico, de manera similar a lo observado por Shindou et al. 

(2002). Un estudio reciente (Diao et al., 2017) reportó la modulación por los A2ARs de la 

liberación de GABA en el GP, mostrando que el agonista CGS-21680 disminuye el disparo 

espontáneo de las neuronas palidales de rata in vivo; sin embargo, los autores sugieren que 

el receptor se localiza a nivel post-sináptico y que regula la excitabilidad de las neuronas 
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palidales (parvalbúmina positivas y negativas), mediante la inhibición del transportador de 

GABA GAT-1.  

Los efectos funcionales de la activación de los A2ARs son diferenciales e incluso 

opuestos, incluso en la misma región cerebral. Estas funciones contradictorias pueden 

depender de la localización del receptor (pre- o posts-ináptica), así como de las 

interacciones funcionales y moleculares que establece con otros receptores. El efecto de la 

activación de los A2ARs en las terminales nerviosas del neoestriado y el GP parece 

depender del protocolo experimental empleado, con reportes de estimulación por los A2ARs 

de la liberación de distintos neurotransmisores, y otros estudios indicando un efecto 

inhibitorio. Kurokawa et al. (1994) mostraron que en terminales nerviosas del neoestriado y 

del GP la activación del A2AR inhibe la liberación de GABA inducida por despolarización 

con 15 mM de K
+
; sin embargo, estos autores reportan que el efecto depende del estímulo, 

es decir, de la concentración de K
+
, ya que al aumentar la concentración a 30 mM, no 

observaron efecto del agonista del A2AR CGS-21680.  

Algunos estudios muestran que las neuronas palidales no expresan el RNAm del A2AR, 

sugiriendo que el receptor identificado en este núcleo se encuentra en las terminales 

nerviosas de las NEM encefalinérgicas (Augood y Emson, 1994; Shindou et al., 2002). Esta 

información apoya un efecto pre-sináptico del A2AR en la liberación de GABA reportada en 

este trabajo. Además, la facilitación de la liberación de GABA inducida por activación del 

A2AR fue evidenciada por dos técnicas diferentes (neuroquímica y electrofisiología), 

confirmando un efecto modulatorio que facilita la liberación del neurotransmisor por las 

terminales GABAérgicas que inervan al GP.   

Nuestros resultados concuerdan con los observados al estimular los A2ARs en el 

neoestriado, que resulta en disminución del movimiento sugiriendo un aumento en la 

actividad de la vía indirecta, es decir un incremento en la liberación de GABA de las 

neuronas estriado-palidales (Hauber y Münkle, 1997). En contraste, los antagonistas del 

A2AR, empleados para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, estimulan el 

movimiento, consistente con inhibición de la vía indirecta (Hauber et al., 1998; Huang et 

al., 2005).  
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El H3R es expresado principalmente a nivel pre-sináptico, y su activación modula la 

liberación de distintos neurotransmisores, función observada tanto in vivo como in vitro. 

Estudios de electrofisiología en la corteza insular de la rata muestran que la activación del 

H3R disminuye la liberación espontánea de GABA y de glutamato, evidenciado por la 

reducción de la frecuencia de corrientes miniatura espontáneas inhibitorias (mIPSCs) o 

excitatorias (mEPSCs), respectivamente (Takei et al., 2017). De manera similar, en este 

trabajo la activación del H3R con el agonista immepip moduló la liberación espontánea de 

GABA en el GP de la rata, disminuyendo la frecuencia de las corrientes post-sinápticas 

inhibitorias espontáneas (sIPSCs). Cabe destacar que en los experimentos de liberación de 

[
3
H]-GABA no se advirtió efecto de la activación del H3R en la liberación basal, lo que 

puede explicarse por la diferente sensibilidad y resolución temporal de la técnica. Por otra 

parte y de manera interesante, en los experimentos electrofisiológicos se observó que el 

agonista del H3R immepip también modificó la amplitud de las sIPSCs, sugiriendo que el 

receptor también se localiza a nivel post-sináptico donde modula la excitabilidad de las 

neuronas palidales. 

El mecanismo propuesto en esta tesis para la interacción de los receptores A2A y H3 en la 

modulación pre-sináptica de la liberación del GABA en el GP es la oposición de efectos en 

la vía de señalización AMPc/PKA. Una posibilidad considerada inicialmente fue efectos 

modulatorios en los canales de calcio involucrados en la exocitosis, lo cual fue descartado  

ya que los experimentos de microfluorometría no mostraron cambios en el influjo calcio en 

terminales aisladas. Un mecanismo alternativo sería la formación de heterómeros 

A2AR/H3R, y aunque los cambios en la afinidad por agonistas selectivos inducidos por la 

activación del segundo receptor apoya la idea de una interacción física, los cambios fueron 

modestos (2 veces) y por lo tanto no explicarían los efectos observados en los 

experimentos de liberación.  

Se ha reportado que la facilitación por activación de los A2ARs de la liberación de 

noradrenalina (Matsumoto et al., 2014) y de acetilcolina (Oliveira et al., 2015) involucra la 

redistribución de las vesículas sinápticas, movilizando las vesículas de la poza de reserva a 

la poza de vesículas listas para ser liberadas en la zona activa, proceso debido a la 

fosforilación por la PKA de la proteína Sinapsina I. Por lo tanto, proponemos que el efecto 
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de los A2ARs en las terminales estriado-nigrales también involucra este mecanismo y que la 

activación del H3R se opone a la activación de la vía AMPc/PKA y por lo tanto a la 

redistribución de las vesículas sinápticas.  
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8. Conclusiones  

 

1. La activación del receptor a adenosina A2A facilita la liberación de GABA inducida por 

despolarización en sinaptosomas del globo pálido, y este efecto involucra la vía 

AMPc/PKA. 

 

2. El receptor a histamina H3 se expresa con alta densidad en las terminales nerviosas del 

globo pálido, y su activación inhibe el efecto estimulatorio del receptor A2A en la 

liberación de GABA. 

 

3. La interacción funcional entre los receptores A2A y H3 radica en sus efectos opuestos 

sobre las adenilil ciclasas, y no involucra la regulación de la apertura de canales de 

calcio dependientes de voltaje. 

 

4. La liberación espontánea de GABA es facilitada por el receptor A2A e inhibida por el 

receptor H3.  

 

5. El receptor H3 modula la excitabilidad de las neuronas palidales a nivel post-sináptico. 
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Figura 21. Modelo propuesto para la interacción entre los receptores a adenosina 

A2A y a histamina H3 en la modulación de la liberación de GABA por las terminales 

estriado-nigrales. PKA, cinasa A de proteínas. 
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9. Perspectivas 

 

1. Confirmar si la vía AMPc/PKA participa en el efecto modulatorio de los receptores 

a adenosina A2A en la liberación espontánea de GABA utilizando análogos del 

AMPc permeantes e inhibidores de la PKA en rebanadas del GP. 

 

2. Determinar si el efecto de la activación de los receptores H3 en la liberación de  

GABA inducida por los receptores A2A involucra la redistribución de las vesículas 

sinápticas y la fosforilación de proteínas de la maquinaria de exocitosis. 
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12. Apéndice 2 

 

Estructura química de los ligandos del receptor a histamina H3 utilizados en este trabajo 

 

Agonistas 

 

 

 

         Histamina    Nα-metilhistamina (NMHA)    Rα-metilhistamina (RAMH) 

 

Antagonistas 

 

 

                    Ciproxifan   Clobenpropit 

 

  A-331440 
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Estructura química de los ligandos del receptor a adenosina A2A utilizados en este trabajo 

 

Agonista 

 

CGS-21680 

4-[2-[[6-Amino-9-(N-ethyl-β-D-ribofuranuronamidosyl)-9H-purin-2-yl]amino]ethyl] 

benzenepropanoic acid hydrochloride 

 

 

 

 

Antagonista 

 

ZM-241385 

 4-(2-[7-Amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ylamino]ethyl)phenol 

 

 

 

 

 

 


