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INTRODUCCION.

Los animales necesitan para su sobrevivencia un abastecimiento continuo
de informacion acerca de lo que pasa en el mundo externo y dentro de su propio
cuerpo. La funcién del Sistema Nervioso es la de preoveer a su poseesor de dicha
informacidén y de la capacidad de integrarla y analizarla para dar una respues
ta conveniente ante los estimulos internos y externos.

El grado en que se puede procesar la ingormacidn en los centros nervio-
sos varia enormemente c¢n los diferentes organismos y puede involucrar desde una
respuesta refleja simple, hasta circuitos mis complicados capaces de regir la
habilidad para el pensamiento conceptual cn el hombre. Sin embargo, a pesar de
las diferencias existentes en la organizacidn del Sistema Nervioso en cada es-
pecie animal, sus constituyentes nnitarios -las newronas - y la forma en que se
interconectasn -la sinapsis- son similares.

Para llegar a comprender las bases neuronales que rigen la transmisidn
y el procesamiento de la informacidn en el Sistema Nervioso, un punto importan
te es la identificacidn de aquellas sustancias quimicas -1los newrotransmisores-
que median la comunicacidn neuronal en una sinapsis espccifica.

Este trabajo se ha centrado en la identificacidén deuna sustancia con un

posible papel como necurotransmisor en una via especifica, la retino-tectal. Se

eligid el sistema visual de la rana como modelo por surelativa accesibilidad y
porque resulta interesante tratar de integrar a los estudios anatdmicos, fisio
légicos y conductuales que se han desarrollado, el conocimiento de los neuro-
transmisores que participan en el procesamiento de la informacién visual en los

anfibios.,



I.- La comunicacidén neuronal en el sistema nervioso.

En 1886 His y Forel sugirieron que el sistema nervioso esta constituido
por unidades discretas, las neurcnas. Mas tarde fueron apoyados fuertemente por
Ramén y Cajal, quién establecid que las conexiones funcionales entre las células
nerviosas individuales se efectuaba por contactos estrechos y no por la continui
dad de una red sincicial como lo propusdé la teoria reticular de Gerlach y Golgi
( Eccles, 1959). Sherrington en 1897 denomind sinapsis a estas dreas especializa

das de comunicacién (Eccles, 1959).

I.1 La neurona.

Las neuronas poseen formas y tamafios muy diversos, sin embargo ciertas ca
racteristicas les son comunes, en ellas se puede distinguir tres partes principa
les: a) el pericarién, soma o cuerpo célular donde descansa el micleo y otros or
ganelos celulares; b) el axén una proyeccidn somdtica que transmite la sefial ner
viosa en direccidén centrifuga, que puede ser corta como en neuronas locales o re
correr largas distancias antes de formar una terminal sindptica y hacer contacto
ya sea con otras neuronas o con células efectoras como las del misculo, glandu-—
las u érganos eléctricos; c) Las dendritas, proyecciones somiticas que pueden ra
mificarse mas o menos profusamente y que junto con el soma recibe la mayoria de
las sefiales transmitidas por las demds neuronas. {(Ver Figura N2 [).

Existe ademds en el sistema nervioso otro tipo celular, las células de
la neuroglia, muy diverso en cuanto a su forma, tamafio y funcién. Entre las fun-

ciones que se sabe realiza estAn las de dar soporte cstructural a las neuror

fectuar fagocitosis y mantener relaciones metabdlicas con las neuronas.

I.2 La sinapsis.

La membrana de la neurona posee un gran significado funcional, es selec-
tivamente permeable a los diferentes iones del medio intra y extracclular por lo
que provoca un desequilibrio quimico de Na*t Y K* que la polariza. Asi la membra
na tiene en su parte interna un valor aproximado de -70 mV con respecto al exte
rior, valor que puede disminuir -hiperpolarizacidén- o aumentar —depolarizacidn-
por efecto de estimulos fisioldgicos. Una depolarizacidén que alcance el valorum
bral de excitacién genera un potencial de accidén o impulso nervioso, que es trans

mitido por el axén hacia su terminal sindptica.
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Figura N2 1. Esquema de una neurona y una sinapsis tipica.



La sinapsis es la unidad anatémica y funcional exclusiva de las células
nerviosas que permite la comunicacidén entre las diferentes neuronas o entre és
tas y diferentes tipos cel'u_lares, ya sea por medios eléctricos o quimicos.

La sinapsis eléctrica difunde directamente la corriente generada por un
impulso nervioso en la terminal presindptica ala siguiente ncurona a través de
una via de baja resistencia. En el microscopio elcctrénico los sitios de comu-
nicacidén eléctrica entre las células se pueden identificar como uniones comuni
cantes (gap junction) en las cuiles el espacio intercelular se reduce a 20 nm.
Las sinapsis eléctricas se han asociado a respuestas reflejas rédpidas, cninver
tebrados.

La sinapsis quimica estd tipicamente representada por la membrana presi
ndptica con su contenido de vesiculas sindpticas, el espacio intersindptico de
200 om y la membrana postsindptica con su mecanismo especial receptivo y reac-
tivo (ver figura N21). El modelo de la transmisidn nerviosa medida por una sus
tancia quimica, a la que se le denomina neurotransmisor, se debe en mucho a los
trabajos de Loewl en el corazdn de rana y de Dale y colaboradores en losnervios

motores del misculo esquelético de mamiferos (citados por Sandoval y Lara, 1983).

Los estudios anatdmicos, fisioldgicos y bioquimicos realizados amediados de si

ién nerviosa de tipo quimi

glo dieron origen al siguiente esquema de la transmi.
co:

EL arribo de un impulso a la terminal presindptica promueve la entrada
de iones Ca’’ que disparan la liberacidn del mediador quimico, éste se difunde
a través del espacio sindptico donde interacciona con su receptor postsindpti-

co especifico & induce un cambiv en la permeabilidad de la membrana a uno omids

iones. Do esta manera si se da un aumento cn la poermeabilidad a los iones cl y
K" se provoca tna hiperpolarizacidn (sinapsis inhibitoria), en cambio un aumento
en la permeabilidacd al Na® produce una depolarizacidn (sinapsis excitatoria) en
la que el potencial generado estd graduado en amplitud y duracidn por la canti
dad de neurotransmisor liberado, esle polencial puede sumarse espacial y tempo
ralmente de tal manera que si alcanza el valor wmbral genera wunnuevo potencial
de accidn. El transmisor o ¢s rceacumulado por la presinapsis a través deun sis
tema de transporte de alta afinidad o es inactivado enzimiticamente (ver fig.2).

Los neurotransmisores que modifica directamente la conductancia de la
membrana se denominan ionotrdpicos v los que ejercen su accidn a través de nu-~
cledtidos ciclicos (cAMP o ¢GMP) como segundos mensajeros para provocar laaper
tura de los canales idnicos directamente o a través de proteinas fosforiladas
se denominan metabotrépicos.
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Figura N2 2. Eventos involucrados en una sinapsis de tipo quimico (Tomado de Sandoval y Lara, 1983)



I.3 Identificacidén de neurotransmisores.

La necesidad de identificar a los mediadores quimicos en el sistema ner
vioso de vertebrados, llevé a Werman enl1966 (citado por Sandoval y Lara 1983 )
a tratar de formalizar los criterios para la identificacidn de neurotransmiso-
res. Estos criterios se pueden resumir como sigue.

~E1 transmisor propuesto debe estar presente en la neurona en la que se
postula que actia como mediador, dentro de una poza metabdlica accesible a la
liberacidn y que como en el caso de los aminodcidos puede ser independiente de
la poza relacionada con su papel en el metabolismo.

-El transmisor putativo debe modificar la conductancia idnica de la mem
brana a través de los mismos mecanismos que el transmisor natural.

-Debe estar presente un sistema de enzimas determinantes de la sintesis
del transmisor postulado dentro de las terminales sindpticas.

~E1 transmisor putativo debe ser liberado de manera dependiente de ca*t
por depolarizacidn.

-Debe existir un sistema de recaptura o degradacidén enzimdtica que eli-
mine al transmisor una vez efectuada su accidn.

-Los agentes farmacoldgicos (antagonistas y agonistas) que interactdan
con el transmisor natural deben hacerlo de la misma forma con el transmisor pu
tativo.

I.4 E1 Acido glutidmico como neurotransmisor.

El 4cido glutamico es un aminodcido no esencial que puede ser sintetiza
do principalmente a partir de dos vias: desde glucosa y otros precursores por
medio del ciclo de los Acidos tricarboxilicos o a partir de glutamina pormedio
de la enzima glutaminasa ( ver figura N23).

La alta concentracidn del glutdmico en el cerebro reportada por Waelsch
en 1951 (citado por Ldépez Colomé, 1983), la existencia de un sistema de capta-—
cién de alta afinidad dependiente de Na' en el cerebro y medula espinal (Bal-
car y Johnston, 1973) y el hecho de que el dcido glutimico aplicado iontofore-
ticamente, tiene un poderoso efecto sobre la mayoria de las neuronas del Siste
ma Nervioso Central (Curtis y Johnston,1976) llevd a considerar su posible pa-
pel como mediador quimico en la transmisidn nerviosa. Sin embargo, ya que este

aminocdcido tiene un papel importante en el metabolismo celular, su postulacidn
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como neurotransmisor se frend hasta que fue posible demostrar la existencia de

‘un compartimicnto metabdlico en el cudl la glutamina funciona como precursor
del icido glutdmico destinado a la transmisidén (Van Der Berg, 1970; Shank y A-
prison, 1977).

Se cree que durante la transmisidn sindptica se da una interaccidn dind
mica entre las células gliales y las neuronas glutamatérgicas ya que se ha re-
portado que la glia posee un sistema de captacidn de alta afinidad de glutimi-
co ( Shank et al, 1973) y se sabe que es en las células gliales donde se loca
liza principalmente la glutaminosintetasa que transforma el glutdmico en gluta
mina (Shank y Aprison, 1977)}.

Entre las dificultades para demostrar el papel del acido glutamico como
neurotransmisor cstid la falta de antagonistas y agonistas especificos, asi co-
mo su aparente accidn inespecifica, ya que casi todas las células del Sistema
Nervioso Central responden a la aplicacidén iontoforetica de este aminodcido. De
bido a esto, la liberacidn del dcido glutdmico dependiente de Ca*" es una de
las mejc;res pruebas de que una via dada lo emplea como transmisor (Lépez Colomé,
1983; Freeman y Norden, 1984).

_8-



IT.- La retina.

El gran tamafio de los ojos y los centros visuales de la rana con respec
to al cuerpo y al resto del cerebro a llevado a considerar que la percepcidn vi
sual juega un papel sumamente importante en la interrelacidn diaria de este a-
nimal con su medio.

De toda la gama de conductas guiadas visualmente las mas estudiadas son
la captura de la presa y la huida ante un objeto amenazante. Asi Ingle ( 1983)
con base en datos anatdmicos, fisioldgicos y conductuales propone que cada via
retinofugal dentro del Sistema Nervioso Central, activa una forma de conducta
altamente estereotipada con su propio paquete de estimulos liberadores.

£l interés de este trabajo se centra en la identificacién de la sustan-
cia con propiedades de neurotransmisor, involucrada enuna de estas vias: la re
tino-tectal. En este capitulo y elsiguiente se dard un breve esbozo de las dos
estructuras conectadas por esta via.

IT.1 Morfologia.

La retina es la mds interna de las tres tunicas que forman la pared del
globo ocular v constituye el componente nervioso del ojo. En los anfibios tie-
ne un grosor en la parte central de 0.26 a 0.3 nmm y en la periferia de 0.16 a
0.2 mm y su forma es la de una semiluna.

La retina posee tres tipos celulares concctados secuencialmente: recep-
tores- células bipolares- y oélulas ganglionares, con conexiones horizontales
por medio de las células horizontales y las células amicrinas (Dowling, 1976).
Al paquete de elementos presindpticos que se conectan con una célula ganglionar
se le llama unidad receptiva.

Existe ademds un tipo de células gliales denominadas fibras de Miiller
que se extienden desde la capa limitante externa hasta la capa limitante inter
na y se ramifica formando una malla.

Los cuerpos celulares de las neuronas retinales se localizan en tres ca
pas: La nuclear externa, la nuclear interna y la capa de células ganglionares.

Las sinapsis estdn arregladas en dos capas plexiformes (ver la figura N24).



Capa Nuclear Externa

Capa Plexiforme externa

Capa Nuclear Interna

Capa plexiforme interna
ﬁ/ Capa de C&lulas Canglionarcs
@ kek
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Figura N2 4. Orzanizacidn sindptica de la retina de la rana. RI, terminales de

receptores; H, c¢élula: horizontales; B, ¢délulas bipalares; A, oélulas amdcri-

nas; G, celulas ganglionares. Duwling, 1968 (Tomado de: Massicu, 1985).
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IT.1,1 Tipos celulares.

Shultze en 1867 (citado por Donner y Reuter, 1976) describié tres tipos
de receptores en 1la retina de rana: el bastén rojo con un pico de absoreién ma
xima a 502 nm; el cono simple con un pico de absorcidén a 580 nm; y el cono do-
ble con un componencte principal que presenta un pico de absorcidén a 580 nm, y
un componente accesorio cuyo pico de absorcidén no se reporta. Mas tarde Schwal
ve en 1874 (citado por Donner y Reuterr, 1976) afiadic 1a descripcion’ de los basto
nes verdes con un pico de absorcidén a 433 nm, que sdn caracteristicos de los an
fibios.

Los cuerpos celulares de estos fotoreceptore estan localizados en la ca
pa nuclear externa. Sus terminales se distribuyen en la capa plexiforme exter
na donde los [ilamentos basalcs de los bastones rojos se situan superficialmen
te, los filamentos de los conos en la parte media y los de los bastones verdes
en la parte mids profunda (Donner y Reuter, 1976). ‘

La descripcién de las siguientes neuronas sc basa en los trabajos de Ra
mén y Cajal de 1804 (citado por Dowling, 1976).

Las células horizontales se dividen en externas e internas, las horizon
tales externas tiene un soma pequefio ¥y se localizan en la zonamis distal’ de la
capa nuclear interna, el soma de las células horizontales internas es mis gran
de y las dendritas son mas cortas. Ambos tipos poseen un axén corto.

Las células bipolares se clasifican en externas o grandes, con el cuer-
po celular ubicado distalmente dentro de la capa nuclear interna, o en células
bipolares internas o pequefias ubicadas mds proximalmente. Ramén y Cajal encon-
tré que las células bipulares con drboles dendriticos anchos estdn conectadas
a bastones rojos, las bipolares con campos dendriticos estrechos a conos y el
resto de las bipolares a ambos tipos de receptores.

Las células amicrinas son muy variadas en su morfologia dendritica, pe-
ro se pueden dividir en dos grandes grupos: células estratificadas en uno, dos
y a veces tres niveles discretos en la capa plexiforme interna, en las cuales
se extienden sus procesos dendriticos; y células difusas cuyos procesos sSe ex-
tienden a través de varios niveles en la capa plexiforme interna. Los somas de
estas células carecen de axén y se localizan en la capa nﬁclear interna.

Lds células ganglionares forman una capa nuclear en la retina. Ramén y
Cajal las clasificd en once subtipos de acuerdo a la regidén de la capa plexifor
me interna en las que sus terminales dendriticas forman contacto sindptico con

las terminales de las células bipolares y de las amdcrinas.
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IT.1.2 Capas plexiformes.

En la capa plekiforme externa las terminales de los fotorreceptores for
man sinapsis de tipo listdn, con un "listén" denso a lés electrones, rodeadode
vesiculas sindpticas localizado préximo a una invaginacién de la terminal don-
de se indertan generalmente dos procesos postsindpticos, que pueden ser dendri
tas de células horizontales y bipolares. Esta capa contiene también sinapsis
"convencionales" entre células horizontales y entre horizontales y bipolares.
Existen ademis contactos superficiales entre células bipolares y pediculos de
los fotorreceptores (Michael, 1976). Esta capa plexiforme es mias delgada y mu—
cho menos compleja que la capa plexiforme interna (Dowling, 1976)

En la capa plexiforme interna las células bipolares hacen contacto si-
niptico, de tipo listén, con dos elementos postsindpticos que pueden s dospro
cesos de células amicrinas en la mayoria de los casos, o con un proceso de cé-
lula amdcrina y uno de célula ganglionar. Muchos de los procesos sindpticos de
células amacrinas alimentan a la terminal bipolar en un arreglo sindptico rcci
proco (Michael, 1976). En esta capa existe extensas interaccioncs sindpticas en
tre procesos de células amdcrinas, se ha observado sinapsis seriadas de dos,
tres o mds procesos (Dowlin, 1976). Existen ademds contactos sindpticos "conven
cionales" entre los procesos de células amicrinas y dendritas de células gan-
glionares.

Aparentemente las células amicrinas son verdaderas interneuronas que se
interponen entre las terminales de células bipolares y las dendritas de células
-ganglionares, y a cuyas numerosas interacciones Dowling (1976) atribuye que la
respucsta de las células ganglionarces dc la retina sca mucho m3s complejz enla
rana, que en vertebrados superiores. De hecho, la retina de la rana es capaz de
interpretar los estimulos visuales, no sélo en terminos de la distribucién. de

la luz, como los primates, sino en cuanto a-la forma, tamafic, movimiento y di-

reccidn del estimulo.

IT.2 Proyecciones del nervio éptico a los centros visuales.

Los axones de las células ganglionares de la retina forman dos tractos
de fibras &pticas cruzadas: a) el tracto éptico principal o marginal que lleva
a la mayoria de las Fibras dpticas hacia los centros visuales diencefdlicos y
al tectum Sptico; y b) el tracto Sptico accesorio posterior, una pequefia rama
que se separa del nervio éptico principal a la altura del quiasma éptico y que
termina en el nicleo Sptico basal. )

~-12-



Las aferentes retinales al diencéfalo y al mesencéfalo han sido descri-
tas y confirmadas por medio de diferentes técnicas: por degeneracién terminal
(Scalia et al.,1968; Lazir y Székely,1969); por autorradiografia (Levine, 1978;
1980; Goldberg y Kotani,1967) y; por transporte transneuronal de la peroxidasa
de rébano (Wilczynsky y Zakon, 1982; Lizar,1976). A continuacién se dari un re
sumen de las eferentes descritas por estos autores, las cuales se pueden visua
lizar en la figura N2 3.

II.2.1 Terminales épticas en el diencéfalo.

En el tdlamo anterior se distinguen dos regiones de neuropile en su ori
lla lateral, el micleo de Bellonci y el cuerpo geniculado lateral, donde las
terminales épticas contactan con dendritas de varias células localizadas mas me
dialmente.

El nicleo de Bellonci tiene la forma de un cone invertido y alargado,su
base descansa sobre la superficie mds externa del diencéfalo y su eje se diri-
ge posteroventromedialmente. El cono estd formado por un-plexo de fibras mieli
nicas que envainan un corazén de fibras amielinicas. Contralateralmente laster
minales Spticas invaden la parte ventrolateral del neuropilo, mientras que ipsi
lateralmente es inervado en menor grado en la parte dorsolateral.

El cuerpo geniculado tiene forma ovoide y se extiende mds posteromedial
mente al ntcleo de Bellonci. La parte dorsal de su polo rostral esta en contac
to con la superficie ventral del nidcleo de Bellonci. Los neuropilos estdn par-
cialmente separados por una extensidén lateral de materia gris. La inervacidén
contralateral es la mis importante y se concentra en la parte dorsoclateral, las
fibras retinales ipsilaterales estdn confinadas a la parte dorsomedial de su &
rea.

El nicleo taldmico posterior estd localizado en el margen anterior del
tectum dptico y se considera como parte de la regidn pretectal, estd separado
de los dos neuropilos anteriores por una zona media-taldmica. Tiene forma ci-
lindrica y su eje longitudinal estd orientado en direccidén dorsoventral. Reci
be principalmente terminales del nervio Sptico contralateral, aunque la parte
posteroventral recibe también inervacidn ipsilateral.

El niicleo pretectal de células grandes se localiza inmediatamente poste
rior al nacleo talamico posterior, estd formado por un grupo indefinido de cé-
lulas grandes tendidas a lo largo de una linea extendida entre las divisiones
media y lateral del tracto dptico, al nivel en que se separa para circundar el

tectum, recibe inervacidn tnicamente contralateral.
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Figura N2 5. Diagrama del lado decccho del cerebro de la rana que questra con
la

lineas punteadas los secmentos de los neuropilos taldmicos: posterior (P),
teral (L), y anterovencral (B y €C) que se asocian a las proyecciones de la re
tina. B. nicleo de Bellonci; €, cuet'po geniculado lateral:cbh, cerebelo; i, mi
cleo {tsmico: tg tegmentum; ht, hipotilamo: T, tectum dptico; x,nticleo éptico
basaljop, tracto dptico; hem cer, hemisferios cerebrales; es, estriado. (Sca-

lia, 1976).
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El micleo pretectal uncinado descansa medial al niicleo taldmico poste—
rior, pero lateral a las células de la zona periventricular. Su forma es lade
un cilindre estrecho que se extiende posteroventralmente. Las fibras retinales
que lo inervan son principalmente contralaterales, pero recibe una contribu-
cién importante del ojo ipsilateral.

La retina inerva a cada una de estas estructuras de mancra retinotdépi-—
ca (Scalia y Fite, 1974).

IT1.2.2 Terminales d6pticas en el mesencéfalo.

El tectum Sptico es el area mids importante inervada por las terminales
de las células ganglionares de la retina y serd descrita con detalle en el ca
pitulo IIT.

El tracto dptico accesorio inerva contralateralmente y de manera reti-
notdpica al nicleo Sptico basal. Esta estructura estd localizada sobre la ca-
ra ventral del tallo cerebral, inmediatamente posterior al nivel de separacién
del hipotidlamo y el cerebro medio.
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Xil.- El tectum dSptico.

El tectum dptico de los anuros ha sido considerado un centro visuomotor
importante, que integra varias modalidades sensoriales, Por lo menos dos conduc
tas distintas provocadas por estimulos visuales son mcdiadas por esta estructu
ra (Ingle, 1983): La orientacidn hacia un estimualo identificado como presa y la
huida ante un objeto amenazante., aunque otros centros visuales, afercntes al
tectum ejercen una influencia modulatoria igualmemnte importante sobre las cé-—
lulas tectales y por tanto sobre la conducta de la rana.

El tectum ocupa la parte dorsal del mesencéfalo, su tamafio equivale a
cerca de dos veces el del diencéfalo y a un tercio de la masa de los 1dbulos
telencefilicos. Estd constituido por dos 1lébulos opticns ovoides, cada idbulo
forma una bdveda sobre el ventriculo mesencefdlico, sus bordes dorsomediales
son cantiguos desde la mitad hacia el polo posterior ¥y en su mitad anterior es

tin separados por una regidén de materia gris.
ITL.1 Morfologia.

Cada 1ébulo tectal tiene una estructura laminadaconsistente de nueve ca
pas plexiformes y celulares alternativas (ver figura N2 ©). Para describirlas
se wsardn los nimeros ardbigos (1-9) para las capas principales, cmpezando des
de el interior de acuerdo a Gaupp, 1899 ( citado por Lizir, 1984) y las letras
maylisculas (A-G) para las ldminas fibrosas que Potter (1969) localizd en la ca
pa mAs externa.

La capa | es una ldmina simple de células ependimogliales con procesos
rectos y largos que se extienden hacia la superficie. Las capas 2, 4 y 6 estéan
compuestas de células piramidales y piriformes densamente empaquetadas, Las ca
pas 3 ¥ 5 son plexiformes y las constituyen las dendritas basales de las célu;
las piriformes y piramidales, los axones descendentes de alguna neuronas super
ficiales y fibras aferentes del tegmentum del cerebro medio y del tectum con-
tralateral.

La capa 7 es plexiforme y contiene principalmente fibras mielinicas grue
sas que corren paralelamente unas de otrasen direccion mediolateral y se le con
sidera la via principal de las fibras eferentes tectales. En la superficie de
la capa 6 y por debajo de la capa 8 se localizan dos hileras de células ganglio

nares grandes. La capa 8 estd constituida por los somas de neuronas piriformes,
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Figura N¢ 6. Representacién csquemitica de la organizacion laminar del tectum
6ptico y sus principales tipos neuronales. 1, célula giriforme grande con apén

y axén ascendente; 2, célula piriforme grande con colatera-

dices dendriticos
3, célula piramidal con ax6n eferente; 4, célula ganglionar

les dendritricas;
con axén eferente; 5 y 6, células piriformes pequefias con axones descendente y

ascendente respectivamente; 7, célula bipolar vertical; 8, célula estrellada ;

10,terminales Opticas; 11, supuestas terminales de aferentes diencefilicas.

(Tomado de Székely y Lazdr, 1976).
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piramidales pequefias y células bipolarcs. La capa 9 ocupa mds de un tercio del

os dendriticos de casi todas las neuro-

'ne los proc

grosor del tectum, conti
nas tectales, numerosos axones ascendentes y terminales aferentes retinales y
diencefdlicas, tiene ademds esparcidas células amacrinas y estrelladas. Potter
(1969) divide esta capa en 6 liminas (A-G), de éstas Székely y Lizir (1976) con
sideran a las laminas B, B y F como plexiformes y a las ldaminas C y E como celu
lares con unas cuantas fibras miclinicas y separadas de las anterviores., La la-
mina A es la mis superior cn la parte anterior del tectum, pcro se desvanece

hacia el polo posterior donde la lamina B constituye la parte mis superficial

del tectum.

¥IT.1.1 Tipos celulares.

En el tectum se pucden distinguir sicte tipos diferentes de
neuronas (Székely y Lazar, 1976; Lazdir, 1984). ‘
) de la capa 2,

Las células piriformes son los principales constituyent
4 ¥y 6 poseen un pericaridén esférico u ovoide y se han descrito dos tipos: neu
ronas con arboles dendriticos angostos en la capa 9 y ncuronas con drboles den
driticos amplios que empiezan a ramificarse en la capa 7. En ambos tipos el a-
x6n termina dentro de la arborizacidn.

lLas células piriformes pequefias constituyen la capa 8, su pericaridn es
mis pequefio pero similar al de las piriformes grandes de las capas periventri-
culares. Los axones de estas células descienden a la capa 7, regresan brusca-
mente y ramifican entre los somas celuliares en Ta capa 8 o 90 Sc les considura
neuronas locales, sin embargo, LAzar et al (1983) describe dos tipos de neuro-
na piriforases pequefias proyectivas cuyos axones se rrefinen con las fibras efe-
rentes que dejan el tectum en la capa 7.

Las cé¢lulas fuciformes o bipolares poseen dos dendritas principales que
se originan de polos opuestos. Las bipolares de la capa 8 estdn orientadas per
pendicularmente a la superficie y su axdn desciende a la capa 0, las neuronas
bipolares bipolares de la capa 9 se orientan paralelas a la superficie tectal y
su axén desciende a la profundidad de la capa 0.

Las células piramidales se localizan en las capas periventriculares del
tectum, principalmente ¢n la capa 6, su pericaridn es piramidal u ovoide, la
dendrita apical se ramifica en la capa 7 y el axdén abandona al tectum desde la

misma capa, se¢ le considera la eferente principal del tectum.
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Las células ganglionares son las neuronas mids grandes del tectum, estdn
esparcidas en la superficie de la capa 0,en la 7 y en la parte mdas superficial
de la 8. Dos dendritas principales se dirigen hacia la superficie tectal, sus
axones se dirigen a la capa 7 y se les considera el segundo elemento efcrente
del tectum.

Las células amicrinas y estrelladas son las mas pequeias y las menos nu
merosas, se les localiza esparcidas en la capa 9. Las células estrelladas po-
seen unas cuantas dendritas cortas y un axdn corto. Las células amdcrinas tie-
nen un solo proceso dendritico y aparentemente carecen de axdn.

Ademds se pueden distinguir tres tipos de células gliales: las células
ependimogliales que forman una linea inintcrrumpida alrededor del ventriculo 6p
tico, y en ndmero reducido los astrocitos y las células de microglia, estas 0l

timas se multiplican después de la remocién de un ojo.
III.2 Conexiones aferentes tectales.

I171.,2.1 Proyecciones retino-tectales.

El nervio optico pengtra al tectum contralateralmente. En la rana las'fi
bras mielinicas gruesas se localizan en las laminas B, D, F y G de la capa 9
y los axones amielinicos de didmetro pequefio on las ldminas Cy E, Lacapa A no
posee fibras retinales ( Potter, 1972; Matsumoto y Scalia, 1981). Todas las fi
bras miclinicas degencran dentro de los 20 dias siguientes a la remocidn del o
jo contralateral. Gsceberg y Nuiden {1979) repertan gue esta degeneracidn cmpie
za a ser importante al cuarto dia de que la enuclecacidn se realiza. Las fibras
amielinicas degeneran mis lentuamente (Matsumoto y Scalia, 1981; Lazar, 1980).

La proyeccidn retino-tectal estd retinotdépicamente organizada. En la pu
pila de la rana dos didmetros oblicuos uno de otro y rotados 45° de los didme-
tros horizontal y vertical, definen lus cuadrantes temporal (posterior), dorsal
(superior), nasal (anterior) y ventral (inferior) de la retina. Scalia y Fite
(1974) demostrardn que el cuadrante nasal proyecta a la parte posteromedial del
tectum, cl cuadrante ventral al anteromedial, el cuadrante temporal al antero-
lateral t el cuadrante dorsal al posterolateral del tectum en Rana pipiens.

Neary en 1976 (citado por Lizar, 1984) con base en un estudio autorra-
diografico, demostrd una proyeccidén ipsilateral pequefia de la retina a la 14mi
na F del tectum.
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II.2.2 Proyeccciones no retinales.

Al estudiar las proyecciones tdlamo-tectales, Trachtenberg e Ingle (1974)
encontraron que el cuerpo geniculado lateral proyectaba ipsilateralmente a la
ldmina A y las capas periventriculares del tectum, y propone a este neuropilo
como su prineipal aferente talémica.

Wilczynsky y Northcut (1977) encontraron aferentes ipsilaterales prove-
nientes del micleo pretectal de células grandes y el nicleo taldmico postero-
central, en tanto que el micleo posterolateral pretectal proyecta contralate-
ralmente al tectum.

Aparcntcemente las proyecciones talamicas regulan la actividad delas neu
ronas tectales. Ingle (1983) reporta gque una lesidn en el talamo caudal, que
incluya al nidcleo pretectal, produce la desinhibicidn de la conducta alimenti-
cia de la rana de tal manera que las ranas tiran un lengilietazo a cualquier ob-
jeto que se mueva en su campo visual sin importar su tamafio.

leczynsky'y Northcutt (1977) reportan ademis cntradas al tectum desde
el nicleo suprapeduncular, de la oliva superior, del tegmentum mesencefalico de
la espina cervical y del nicleo itsmico, este 1iltimo forma conexiones itsmo-
taldmicas reciprocas y topogridficamente distribuidas (Gruberg y Udin, 1978).

En los anuros no sc han reportado entradas telencefalicas caracterisicas

de los demds vertebrados.
TTI1.3 Conexiones eferentes tectales.

La informacidén eferente del tectum fluye principalmente de los axones
que parten de la capa 7 del tectum. Rubinson (1968) describe una via eferente
principal constituida por tres componente: primero un componente ascendente que
viaja dentro del tracto éptico marginal, a nivel caudal del quiasma Sptico,eru
za la linea media en la decusacidn postSptica y gira caudalmentce para rcunirse
al tracto 6ptico marginal lateral del ojo contralateral. Sus terminales se dis
tribuyen en el neurépilo lateral del tdlamo bilateralmente, el cuerpo genicula
do lateral, la regién postquiasmitica del hipotialamoc, la porcién ventral del
pretectum y &l tegmentum mesencefilico.

El segundo componente viaja alrededor de la periferia del mesencefalo R
atraviesa la linea media rostral del nicleo interpeduncular, gira caudalmente
e inerva contralateralmente la medula espinal. Algunas terminales difusas se

localizan en la formacidén reticular media de manera contralateral.
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El tercer componente descendente ipsilateral es el mds pequefio y llega

hasta el nicleo itsmico, la oliva superior y la formacidn reticular lateral.
IIT.4 Sinaptologia del tectum.

En el tectum se pueden distinguir tres tipos de terminales axonicas (Li
zar, 1984; Székely, 1971):

Las terminales de tipo 1 generalmente se agrupan para formar pequefias
islas sindpticas, se localizan en las liminas B-F. Estas terminales establecen
contactos asimétricos con dendritas y apéndices dendriticos, un gran nimero de
éstas degeneran de los cinco a los diez dias después de que el ojo es removido
y por tanlu se han idcntificado como terminales de axones retinales.

Las terminales dec tipo 2 son proliferaciones redondas u ovaladas con po
cas vesiculas sindpticas y estan distribuidas en la capa 9. Forman sinapsis con
dendritas de citoplasma transparente, apéndices dendriticos y parcialmente con
cuerpos celulares. Se cree que pertenecen a fibras aferentes no retinales dedi
versos origenes ya que su ndmero relativo aumenta 30 dias después de que se re
maeve el ojo contralateral.

Las terminales de tipo 3 son las mis pequeiias, tienen forma redonda u o
val, generalmente forman contactos sindpticos simétricos, pero las hay que for
man contactos asimétricos. Los dos tipos contactan con dendritas y con somas ,
probablemente la mayoria pertenecen a axones de células tectales.

Con base en su estructura Lazir (1984) también distingue dos tipos de
dendritas:

Las dendritas convencionales pueden tener citoplasma transearente, po-—
cas mitocondrias, neurofilamentos y cuerpos multivesiculares, Forman pagquetes
compactos en la capa 7 y se cree que pertenecen a células piramidales o piri-
formes. En la capa 9 son elementos postsindpticos de diferentes axones y de den
dritas presindpticas. lLas dendritas convencionales también pucden presentar ci
toplasma obscuro por la presencia de microtubulos, granulos de glicogeno, ribo
somas y segmentos cortos de reticulo endoplasmitico, se cree que pertenecen a
células de las capas 8 y 9 porque no se han cncontrado en capas mas profundas.

Las dendritas presindpticas presentan una estructura similar a lade las
convencionales, pero la parte dilatada de la dendrita generalmente sostieneuna
especializacidn presindptica. Se cree que las dendritas presindpticas transpa-

rentes pertenecen a las células tectales periventriculares y a aquellas células



de la capa 8 cuyo axén no puede reconocerse. Las dendritas presinipticas obscu
ras, probablemente pertenezcan a células amdcrinas o estrelladas.

No se ha podido correlacionar con certeza a la mayoria de las dendritas
con el tipo celular al que corresponden y por tanto se desconocen las relacio-
nes sindpticas de varios tipos celulares. Sin embargo se han propuesto algunos
posibles circuitos tectales con base en observaciones a través del microscopio
clectrénico en animales normales y en animales con un ojo enucleado. La figura
7 muestra una unidad funcional hipotética propuesta por Lazir (1984):

Cuando se estimula un gran ndmero de células ganglionares retinales, el
elemento eferente (la c¢célula piramidal) puede ser activado directamente aunque
es mis probable que sea disparado por medio de una internceurona. la neurona B
puede ser estimulada por medio de sus dendritas o apéndices dendritices por va
rios sistemas aferentes. Su axdén puede influenciar la actividad de las dendri-
tas de la célula piramidal o proyectar ala capa 9 y eslablecerr una linea de ic
troalimentacién positiva a través de sinapsis dendrodendriticas con la neurona
F. La excitacidn de la ncurona B puede propagarse a B' por medio de apéndices
dendriticos y viceversa. B' puede activar una neurona estrellada, que a su vez
inhiba a las dendritas de la neurona B ( linea de retroalimentacidn negativa ).
Se puede establecer un circuito reverberante que involucre a las neuronas A, E
y D ¥ que resulte en una estimilacidén repetitiva de las dendritas de la neuro-
na proyectiva C. Una neurona estrellada, puede por medio de su axdn, inhibir a
la neurona D y bloquear el circuito reverberante. Las influencias tegmentales
o espinales pueden abastecer a la unidad funcional a través de la neurona E o
de las dendritas presindpticas de la neurona F. Como resultado de todas estas
operaciones las células piramidales pueden descargar y la actividad de toda la
red se codificard segiin el patrén de disparo del axon de la célula piramidal.

Se han construido otras redes hipotéticas con las ncuronas tectales, sin

embargo no se cuenta ain con modelos mis confiables.
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Figura N2 7. Unidad funcional hipotética en el tectum Sptico de la rana. A,
célula piriforme peqllleﬁa; B,B', células piriformes pequefias con e';rboles den
Adriticos amplios interconectados por apéndices (anillos peguefios); C, célula
piramidal el elemento eferente de la unidad ; D, célula piriforme
grande con 4rbol dendritico estrecho;E, célula. piriforme grande con dendri-
tas en las capas periventriculares; F, célula amicrina en la capa 2. Las li-
neas delgadas con flechas representan axones . Terminales: Opt, &épticas, Pr,
pr‘eteétales; Sc, espinales; cl Tec, del tectum contralateral; Teg, tegmenta—
les; Is, itsmicas y; Th, taldmicas. En el texto la expicacidén del funcionamien
to de la unidad. (Temado de Lazar, 1984).
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IV.- Objetivos.

La anatomia y las conexiones neuronales del sistema visual de los anfi-
bios han sido objeto de estudios exhaustivos. Por tanto, el estudio y reconoci
miento de los mediadores quimicos involucrados en la circuiteria tectal es de
importancia fundamental para entender las bases nceuronales de la percepcidn vi
sual y la integracidén sensomotota en cstos animales.

Como antecedente de este trabajo, Massieu (1985) usé como criterios la
captacién dependiente de Na* y la liberacidn dependiente de ca™ de diferentes
aminoidcidos marcados radioactivamente, para sugerir que el dcido glutdmico, la
glicina y el dcido gama-amino-butirico (GABA) podrian ser neurotransmisores en
el tectun dptico de los anuros. Ademids, se ha descrito un sitema de transporte
de alta afinidad para el glutdmico en preparaciones de sinaptosomas en el tec
tum de rana (Yates y Roberts, 1974), asi como una reduccidn sigmificativa de los
niveles de glutamico enddgeno en ranas con enucleacion unilateral (Yates y Ro-
berts, 1974; Roberts y Yates, 1976). Sin cmbargo, Milson y Mitchel (1977) con-
sideran al glutdmico como un aminodcido con accidn excitatoria incspecifica en
el tectum.

El objetivo de este trabajo es evaluar el papel del dcido glutdmice co-
mo posible neurotransmisor en las terminales pticas gue inervan el tectum. Pa
ra ello se compard el efecto causado por la enucleacidén de un solo ojo sobre
los niveles del glutamico endégeno y la liberacidn dependiente de Ca’™ del aci
do glutdmico tritiado, en los 1lébulos tectales de Rana berlandieri. la libera-
cidén se ensayd a intervalos de sobrevivencia de 10, 17 y 33 dias postoperato-
rios, con ¢l fin de correlacicnar el curso tuaperal de la pérdida de las termi
nales Spticas, con el efecto causado sobre la liberacidn del glutdmico, a tra-
vés del tiempo.

Paralelamente se estudio el efecto de la enucleacidn sobre la liberacidn
de GABA tritiado, que es un transmisor inhibidor (Tapia, 1983) que se libera de
manera dependiente de ¢ca*™ en esta preparacién (Massieu, 1985) v que por tanto
se considerd un buen control de la técnica para medir la liberacidén que se usé

aqui.
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V.- Materiales y Métodos.
V.l Enucleacidén unilateral de la rana.

Las ranas Rana berlandieri forreira se anestesiaron en una atmdésfera de

eter. Se les enucled el ojo derecho cortando los misculos orbitales yel nervio
Sptico lo mds cercanamente posible al globo ocular, se desinfectd con Benzal en
dilucién 1:100 y se suturé sobre la érbita. Las ranas se mantuvieron en jaulas
con agua a temperatura ambiente (aproximadamente 20° C) durante periodos de 10,

17 y 33 dias, en este tiempo se les alimentd con higado de res cada tercer dia.

V.2 Obtencidén del tejido tectal.

Para obtener los lébulos tectales se decapité a las ranas, se abrié el
craneo y rapidamente se extrajeron los tecta teniendo cuidado en mantener sepa
rados el tectum ipsilateral (control) del tectum contralateral (denervado) al
ojo enucleado. Todos los tejidos no-tectales se removieron en diseccién sobre
hielo.

V.3 Determinacidén de los niveles del dcido glutamico enddgeno.

Los tecta de una sola rana se homogenizaron en frio,por separado,en lml
de 4cido perclérico al 6% en un homogenizador de mazo de teflén. Los homogena-
dos se centrifugairon a 12,000 xz durante 10 minutos en una centrifuga Beckman
modelo J2~21. El precipitado se resuspendié en 1 ml de NaOH 0.1 N y se congeld
para la determinacidén posterior de proteinas. El sobrenadante se neutralizé a
pH de 6.8 a 7.2 con 170 _ul de K2C03 y se volvié a centrifugar a 12,000 xg duran
te 10 minutos para eliminar el perclorato precipitado.

Se tomaron muestrasde 200 ul del sobrenadante y se afiadierén a un medio
que contenia: Amortiguador de fosfatos 0.05 mM a pH 8.6; Amortiguador Tris-Ace
tato 0.05 mM a pH 8.6; Hidrazina 0.1 nM; Nicotinamida-Adenin Dinucleotido (NAD)
2 oM y; Adenosin 5-Difosfato (ADP) 2.5 mM en volumen total de 1 ml.

El medio se incubd a 20° C durante 5 minutos con el fin de que se esta-
bilizara y se midié su densidad éptica (D.0.) a 340 nm en un espectofotdmetro
Zeiss. Se le agrego de 2 a 4 unidades de Deshidrogenasa del Acido Glutamico
{GDH) de higado de bovino y 2 minutos después se volvio a tomar la lectura de
la D.0. del medio. El incremento en la D.0O. provocado por la GDH se obtuvd res

tando a la dltima lectura la anterior a la aplicacidén de la enzima.
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La concentracién del dcido glutdmico enddgeno se calculd en terminos de

la reduccidn de NAD de acuerdo a la siguiente reaccidn:

Glutamato GDH » ol - Cetoglutarato + NH

NAD—— NADH

Con la siguiente férmula:

Concentracidn del_ A D.O. « V.T

C.E.M. V.M.

acido glutdmico

Donde:
A D.C. = Incremento en la densidad Sptica provocado por la enzima.
C.E.M. = Coeficiente de extinsidn molar del NADH = 0.0063 cmz/ nanomola
(Tomado de Ulrich, 1965). .
V.T. = Volumen del homogenado inicial mids el neutralizante (1,170 ul).

V.M. = Volumen de la muestra ( 200 ul).

Para poder expresar la concentracidn del aminoicido en funcidn de la con
centracidn de proteina presente en el tectum, los precipitados de proteina que
previamente se congelaron se determinaron con el método de Lowry et al. (1951).
La curva patrén para la determinacidén de proteina se obtuvé como sigue: se to
maron por duplicado muestras de 50, 100 y 200 ul de una solucidn de albumina
bovina 0.25 mg/ml y se llevd cada una a un volumen de 400 ul con agua destila-
da, a cada muestra se le adicionaron 2 ml de una solucidn que couleuia poi Ca—
da 100 ml : 58 ml de HaCO3 al 2% ¢n NaOll 0.1 N, 1 ml de CuSO4 al 1% y 1 ml de
tartrato de sodio y potasio al 2%. Se dejd reposar diez minutos y se agregd 0.2
ml de reactivo de Folin en dilucidn 1:2, treinta minutos después se tomd la lec
tura de la densidad Sptica a 500 nm, y por dltimo se graficd la densidad Sptica
contra la concentracidn de albumina:\ bovina. Las soluciones problona se desconge
laron, se diluyeron veinte veces y se tomaron muestras de 0.4 ml a las que se
procesS de la misma forma que a las muestras de la curva patrén. Con la densi-
dad éptica de estas muestras se extrapold de la curva patrdén la concentracidn
de proteina y se multiplicd por el factor de dilucidn para obtener la concen-—
tracién total de proteina en el tectum. La concentracién de glutdmico obtenida
anteriormente se dividid entre la concentracién de proteina detectada en el tec

tumn correspondiente.
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V.4 Liberacidn de Glutdmico y GABA tritiados.

A los 10, 17 y 33 dias de haber enucleado unilateralmente a las ranas,
se obtuvieron los 1ldébulos tectales y se hicicron rebanadas de 0.05 mm de es-
pesor en una rebanadora de tejido Mc Ilwain. Las rebanadas se preincubaron a
21° C en un medic Krebs - bicarbonato que contenia: NaCl 115 mM, KC1 3 mM, CaCl,
2 mM, Nall,PO, 1.2 mM, MgSO, 1.2 mM, NaHCO, 25 mM y Glucosa 10 mM a pH 7.4 que B
se mantuvd con una mezcla de COZ/Q2 (5%/95%). transcurridos cinco minutos de
preincubacién se afiadié al medio 0.5 uCi de [ 3H]—L—Glut:ilmico (1.6 uM en el
volumen total de incubacidén) & 0.33 uCi de [3H]—GABA (0.7 1M en el volumen de
incubacién} y dcido aminoxiacético 0.1 mM (concentracién final) para evitar la
degradacidn del GABA, v sc incubd durante diez minutos a 21° C para permitir
la captacion de los amincdcidos.

Con una bipeta pasteur se transfirieron las rebanadas a unidades de fil
tracidén que contenian un disco milipore Bio Rad de 0.6 _um de didmetro en el po
ro. Las unidades se colocaron sobre una caja de acrilico que permitia la filtra
cidén por aplicacién de vacio a una presidén de 15 cm2 de Hg y se lavaron dos ve
ces por filtracidén con 5 ml de medio Krebs - bicarbonato sin CaCl2 y con EGTA
(dcido etilenglicol tetraacético) 1 mM para climinar la radioctividad no capta
da por el tejido.

Las unidades se pasaron a un sitema de perfusién continua que permitia
utilizar diferentes medios, impulsados independientemente por una bomba peris-
taltica Gilson Miniplus 2 y en el que se puede trabajar con 8 canales simulta—
ncamente . Para este trabajo se emplearon 4 canales por experimento. Todas las
rebanadas se perfundieron durante ocho minutos a temperatura ambicnte en un me
dio Krebs - bicarbonato libre de calcio y con una velocidad de flujo de 1 ml/min
con el fin de obtener 1la liberacidén basal de la radioactividad. A continuacidn
se perfundieron todas las rebanadas ocho minutos mias en las siguientes condicio-
nes:

- Camaras 1 y 2, tectum control y tectum denervado respectivamente en medio Krebs
bicarbonato libre de calcio, con 53 mM de KCl (el NaCl se reduce a 53 mM ).
~Cimaras 3 y 4, tectum control y tectum denervado respectivamente en medio Krebs
bicarbonato que contenia 53 mM de KC1 y 2 mM de CaClZ.

D¢ este modo se obtuvé para ambos tecta la linea basal de la liberacidn
de radioactividad, la liberacién del aminodcido debida a un agente depolarizan
te (alta concentracién de potasio) y la liberacién inducida por depolarizacién

dependiente de catt.
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Todos los perfusados se colectaron cada minuto en frascosde centelleo y
al final se les agregd como liquido de centelleo 5 ml de tritosol (Frike, 1975)
y se cuantificé la radiocactividad en un contador de centelleo para muestras 1i-
quidas Beclsnan LS 7 000 & Packard Tri Carb 2425. lLos filtros de las unidades se
colocuron en frascos de centelleo con 1 ml de dodecil sulfato de sodio al 1% en
EDTA (4cido etilen dinitrilo tetraacético) 20 mM a pH 8 ajustado con NaOH, duran
te 24 horas o durante 20 minutos a 70° C para romper las membranas del tejido. A
los frascos ya frios se les anadio 10 ml de tritosol y se cuantificd la radioac-

tividad. Los resultados se expresaron como sigue:

dpm colectados en el perfusado
% de Eflujo =

dpm colectados en el perfusado + dpm presentes en el tejido.

dpm = desintegraciones por minuto = cuentas por minuto del perfusado - cuentas

por minuto del blanco / cficiencia del contador de centelleo.

EL [3H]-L—Glutémico (actividad especifica 45.8 Ci/nmol) y el {?HT—GABA
(actividad especifica 40.2 Ci/nmol) se adquirieron de New England Nuclear Cor-
poration. La GDH extraida de higado de bovino y libre de amonio, ¢l NAD y el
ADP de levadura se adquirieron de Sigma Chemical Co.
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VI.- Resultados.

VI.l Niveles del dcido glutdmico endégeno.

En la tabla N2 1 se puede observar cue la concentracién de glutamico de
tectada por la técnica modificada de Hughey et al.(1980) es de 32.4 nmolas/mg
de proteina'en los tecta normales, en tanto que en los tecta denervados 10 dias
antes , en los que se presupone un pérdida importante de terminales dpticas se

aprecia una reduccidén de aproximadamente el 40% con respecto a los controles

(P >0.005).

Tabla N¢ 1

Tectum Control Tectum Denervado

nmolas/mg de proteina nmolas/mg de proteina
32.4 % 0.96 19.5 I o.70
C 5 ) C 6 )

Determinacidén de los niveles enddgenos de dcido glutdmico en el tec-
tum denervado y el tectum normal de ranas cuyo ojo derecho fue enucleado 10
e . R
dias antes. Expresado cn nmolas/mg de proteina ( media = error estandar).

Entre parentesis el nimero de determinaciones. P 20.00§ .

n
VI.2 Liberacidén de [“H]-L-Glutamico y [SH]-GABA a diferentes in-
tervalos de tiempo.

El eflujo basal del dcido glutamico tritiado de las rebanadas del tec—
tum se muestra s6lo en los dos minutos anteriores al pulso depolarizante en
las graficas 1, 2 y 3. El minuto marcado como cero sefiala la aplicacién del

pulso depolarizantc en presencia © en ausencia de calcio.

A intervalos de 10 y 17 dias postoperatorios, los tecta control mues—
tran un pico de ‘liberacidn de giutémico inducida por la depolarizacidn en pre
sencia de calcio de 1.6 y 1.3 veces el eflujo basal, en tanto que cuando el
calcio es eliminado el pico de liberacidn es de 0.8 y 0.70 veces la linea ba-

sal respectivamente (significancia de la diferencia 0.5 para ambos periodos).
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En las gridficas la y 2a se observa que no existe diferencia en la liberacién
por depolarizacidn del glutimico tritiado en ausencia de calcio entre ambos
tecta por efecto de la enucleacidén unilateral, mientras que en las graficas
1b, 2b, ¥ 3, se aprecia una reduccién aparente en los picos deliberacidn por
depolarizacién en presencia de calcio en el tectum .dencrvado con respecto al
control. Debido a la variabilidad en el pico de liberacidn entre los experi-
mentos individuales, no fue posible cuantificar de manera confiable esta re-
duccidn, asi que, para visualizar mejor las diferencias entre las distintas
condiciones en que se ensayd la liberacidn, se tomo para cada experimento la
sumatoria del eflujo del [3H]—Glutémico después de dar el pulso depolarizan-
te restando previamente a cada punto el Gltimo valor del eflujo basal y con
estos datos se construyd la grifica N2 4.

Con ayuda de la prucba estadistica de Student se compararon las suma-
torias del eflujo del amincdcido entre ambos tecta y entre las condiciones de
presencia y ausencia de calcio. La tabla N2 2 muestra los resultados de esta
prueba , con base en ellos se puede decir que:

1) Para los tecta control a 10 y 17 dias de sobrevivencia postoperatoria exis
te una diferencia significativa (P >»>0.1 y P= 0.025 respectivamente) entre
los eflujos de glutdamico en presencia y en ausencia de calcio, lo que indica
que existe una liberacién calcic - dependiente de cste aminodcido.

2) El eflujo de [3H]—Glutémico inducido por el agente depolarizante en ausen
cia de calcio no fue diferente significativamente (P<£L0.1) cuando se compara
ron los tecta control contra los denervados para 10 y 17 dias de sobreviven-—
cia, por lo que se puede concluir que la enucleacidon nou alectd la liberacidn
independiente de calcio inducida por depolarizacidn.

3} A un intervalo de 10 dias postoperatorios se observa una reduccidén no sig
nificativa (P<0.1) del 13% cuando se compara la liberacidén de glutdmico en
presencia de calcio entre el tectum denervado y el control. En tanto que a
intervalos de 17 y 33 dias es bastante clara la presencia de una reduccién
del 27% (P>0.05) y del 34% (P> 0.025) respectivamente en el tectum denerva-
do c¢on respecto al control.
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Grdfica N2 4

ZE delstiujo despue’- de! puiso depolarizanie da [3b(]olu00'mlcn menos ol eflujo bosal de rebanadas de
tectum o'p!lno de ranos cor un ojo enucleods. 9)i0,b) 17,y ¢} 33 dlas de sobrevivencio p ostoperatoria.
Tectum control.

RN vecium denervado.

yjo

2% Ef1

X% Ef 1

Eflujoe

%

12—

22—

oo

{+) Presencio.
{-) Ausancia.

a) 10 dics.

1%0’ +

{=)Ca¥+

#) Ca*t Promediot E.E. (—)Co** PromadiatE.F
de |4 experimentes, do 6 enperimentos .

b} 17 dias.

&fc.w

{

) Cat?
t#) Ca** Promedios E.B. (~}€a* +t Promedio ¢t £.E.
44 10 expeorimentss, ¢e 4 exporimentos.

I

-¢) 33 dias.

(4) Catt

+

}Ca*
) Ca*t Promadiot E.E. de 7expsrimentos. =34~



TABLA NQ 2.~

Significancia obtenida por medio de la prueba de "t*

cuando se comparan las condiciones experimentales en
. . 3 .

que se ensayd la liberacié6n de[ ﬁ]L-Glutamlco.

Tiempo de sobreviven

cia postoperatoria.

Condicién experimental gue

8& compara.

Valores de

P.

10 DIAS Presencia de Ca++ Vs ausencia 0.05 >P > 0.1

de ca*™* en tectum control.
17 DIAS Presencia de Ca"_+ Vs ausencia

de Ca++ en tectum control. P = 0.025
10 DIAS Presencia de ca’’ vs ausencia

de ca™ en tectum experimental. P < 0.1
17 DIias Presencia de ca™ vs ausencia

de Ca++ en tectum experimental. P < 0.1
10 DIAS Tectum experimental Vs Tectum

control en presencia de cat?t - P4 0.1
10 DIAS Tectum experimental Vs tectum

control en ausencia de Ca’ ' P < 0.1
17 DIAS Tectum experimental Vs tectum

control en presencia de Ca++. P > 0.05
17 DIAS Tectunm experimental Vs tectum

control en ausencia de Ca++. P < 0.1
33 DIAS Tectum experimental Vs tectum

contrel en presencia de ca*™*. P < 0.025
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Como control de la técnica empleada para medir la liberacidn, se ensayd

el efecto de la cnucleacidn unilateral sobre la liberacidén del GABA en el tec—
" tum a los 10 dias bostoperatorios. En la grifica S5a se muestra en la curva de

liberacidén una reduccidn aparente de la liberacidn en presencia de calcio enel
tectum denervado, sin embargo, al obtener la sumatoria del eflujo y tratar los
resultados de la misma forma que a los anteriores (grifica 5b) se encontrd que
esta reduccidén no era significativa (P<0.1), por tanto se puede decir que la
enucleacidn no afeccta la liberacidn de GABA estimulada por depolarizacién en

presencia de calcio a los 10 dias postoperatorios.
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VIX.- Discusién.

Uno de los criterios para postular a una sustancia como neurotransmisor
es su presencia en las neuronas que probablemente lo liberan. En ¢l caso del a

cido glutdmico este criterio no es tan claro debido a su papel en el metabolis
mo

da
En
el

energético, sin embargo se ha demostrado que su concentracidén es mias eleva-
en el SNC que enotros tejidos (Waelsch, 1951 citado por Lépez Colomé, 1983),.
estudios sobre la variacidn regional de la concentracidn de aminoidcidos en
cercbro de rana se ha reportado la existencia de niveles mas altos del glu-
tamico en el cerebro medio y en el tectum Sptico queen olrum reglones (Mitchel,
Taberner y Yates, 1974; Yates y Taberner, 19706).

En un intento por corrclacionar la degeneracidén de terminales nerviosas
con una caida en la concentracién de su transmisor, Yates y Roberts (1974) enu
clearon el ojo izquierdo de ranas y reportaron en el tectum denervado una pér-
dida significativa de glutdmico del 26% a los 7 dias y del 30% a los 14 dias
posteriores a la enucleacidén. En este trabajo se encontrd que cxiste una reduc

cién del 40% en la concentracidn del acido glutdmico en el tectum éptico, cuan

do éste es denervado por la enucleacidén del ojo correspondiente 10 dias antes.
Esta reduccidn rdpida en la concentracidén del aminodcidu =e corrclaciona bien
con una pérdida rdpida de terminales Opticas en el tectum reportada por 6stcber‘g
y Norden (1979) y corrobora los estudios de Yates y Roberts (1974).

Orto criterio importante es la presencia de un sistema de remocidén del
transmisor del espacio sindptico, Shank et al. (1973) demostraron en el cere-
bro aislado de sapo un sistoma de captacidn de alta afinidad para glutdmico en
neuronas, células gliales y sinaptosomas. Se ha reportado ademds la presencia
de un sistema de captacidn de alta afinidad dependiente de Na* para el glutdmi
co en el tectum éptico de la rana (Roberts y Yates, 1076; Massieu, 1985). Sin
embargo, Roberts y Yates (1976) no encontraron efectos sobre la captacidén de al
ta afinidad de esle aminodcido en el tectum, provocados por la enucleacidn uni-—
lateral y atribuyen esto a la presencia de un sistema de captacidn de alta afi-
nidad del glutdmico por la glia y por tanto no resulta inesperado que no sélo
no exista una reduccidén en la captacién, sino que se observe un ligero aumento
a causa de la gliosis que la misma enucleacidn causa.

En un estudio previo Massieu (1985) demostrd que el dcido glutdmico es 1i
berado de manera dependiente de ca** por el tectum Sptico. En el presente traba-
jo se tratd de evaluar el efecto que sobre dicha liberacidn provoca la enuclea-—

cidén unilateral y se encontrd que:
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- En los tecta normales se pucde .observar la existencia de una libera-
cidn dependiente de. calcio del Acido glutimico, lo que corrobora lo reportado
por Massieu (1985).

- Al compara los tecta denervados con sus controles respectivos secncon
tréd que la liberacidén en ausencia de calcio no sufrid alteracidn significativa
en ningun peirriodo de tiempo. Dado que las células gliales proliferan.después de

la enucleacidn , es posible que este tipo de liberacién no se vea afcctado por

la reduccion de las terminales retinales, porque la glia sea capaz de liberar

glutimico de manera independiente de calcio.

La liberacidén en presencia de calcio, caracteristica de los procesos
neuronales (Mideli, 1973), no se vio afectada significativamente a los 10 dias
postoperatorios a pesar de que dsteberg y Norden (1979) reportan una pérdida de
terminales retinales del 40% a los 5 dias postoperatorios y a que en este tra-
bajo reportamos una reduccidén del 40% en la concentracidn del glutdmico a los
10 dias de la enucleacién. AGn cuando no podemos explicar "el que no se.vea a
fectada 1a liberacidén a este tiempo, lo que pedria estar en contra de la postu
lacién del glutdmice como transmisor del nervio éptico, consideramos que la re
diceidén en la liberacidn del glutdmico en el tectum denervado con respecto al
control a 17 y 33 dias es bastante clara (P >0.05 y P> 0.025 respectivamente )
para suponer que dicha reduccidén es una evidencia mas que apoya La posibilidad
de que las terminales de las células retinales que inervan al tectum sean glu-
tamatérgicas.

- La liberacifn en presencia de calcio no se redujo tolalmente en nin-
gun periodu postoperatorio debido tal vez a la persistencia de fibras épticas,
Matsumoto y Scalia (1981) rcportan fibras Opticas amielinicas a las 6 semanas
de la enucleacién. Por otra parte nose elimina la posibilidad de que el tectum
utilize el glutidmico como transmisor en alguna conexion tectal local é que al-
guna otra aferente tectal sea glutamatdrgica.

La liberacidén de GABA inducida por depolarizacidn y en presencia de cal
cio no mostrd alteracidén cuando se compard el tectum denervado con el control
a los 10 dias postoperatorios, tal como se esperaba por ser éste un transmisor
inhibidor y el nervio déptico una aferente excitatoria al tectum. Sin embargo ,
a periodos mucho mis largos se podria encontrar alguna alteracién en la libera
cidén del GABA ya que Yates y Roberts (1974) reportan una pérdida en la concen-
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tracidén de este aminodcido del 40% a los 41 dias posteriores a la enucleacidn,
atribuible a la degeneracidn transneuronal de células amdcrinas o estrelladas.
Si a partir de ésto se cstudiara la distribucién del GABA y de otros aminodci-
dos que se postula estan presentes en el tectum, se ampliaria el campo de in-
vestigacidn sobre las bases neuronales de la integracién visuomotora del tec-
tum. Esta clase de estudios integrados a las investigaciones que se desarrollan
paralelamente, sobre la anatdmia y fisioldgia del sistema visual, podrian con-
tribuir a dilucidar el proceso de la integracidn y analisis de los estimulos vi
suales que desenboecan en una conducta determinada.
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VIII.~ Conclusiones.

Existen evidencias de que el &cido glutdmico tiene un papel en la trans
misién de tipo quimico en el tectum, la alta concentracidn del aminoicido,. la
captacién por un sistema de alta afinidad y la liberacién dependiente de Ca'™.
Sin embargo, esto no demuestra necesariamente que actiie en las terminales dp~
ticas que inervan al tectum, para tal fin es de utilidad considerar las altera
ciones que la denervacidén unilateral provoca. En este trabajo se ha corrobora-
do que la enucleacidén de un solo ojo induce la caida de los niveles normales
del acido glutdmico y se ha demostrado que ain cuando en un principio no es muy
claro, existe un decremento significativo en la liberacidn dependiente de cal-
cio en Jos tecta denervados a distintos periodos de tiempo. Esto demuestra que
existe una alta probabilidad de que las terminales épticas que inervan al tec-
tum sean glutamatérgicas.

Para contribuir a 1s dilucidacidn de esta posibilidad resultaria de uti
lidad estudiar estos eventos y sus alteraciones en las distintas capas del teg
tum para localizar dentro de este centro visual las terminales glutamatérgicas.
Ademds, el descubrimiento de antagonistas y agonistas especificoa del glutdmi-~
co serd sin duda de gran ayuda para determinar la actuacidn de este aminodcido
en el tectum.

Este trabajo representa un primer intento por reconocer a los mediado~
res quimicos que actian en vias especificas del tectum, lo que puede en un fu-
ture integrarse a 1os conocimientos anatdmicos y fisiocldogicos del sistema visual
de la rana, de tal manera que se haga posible el enlendimiento de la forma en

que las vias nerviosas son capaces de integrar y analizar un estimulo cxterno
para producir una respuesta motora adecuada.
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