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RESUMEN.

La dinorfina es un potente péptido endégeno ampliamente
distribuido dentro del sistema nervioso central. El efecto de
este péptido ha sido poco estudiado, concentrandose su estudio
principalmente al efecto que tiene en el hipocampo. La sustancia
nigra reticulada es uno de los sitios con mds alta concentracioén
del péptido v en esta Area sélamente se han llevado a cabo unos
pocos trabajos farmacolégico-conductuales. Lo anterior se
discutirda en la Introduccién, las secciones de Anatomia y en las
Caracteristicas Farmacoldgicas de la Dinorfina.

En el presente trabajo se analizan 1los cambios en 1la
frecuencia de disparo de 1as células de la sustancia nigra
reticulada subsiquientes a la aplicacién local del péptido.

Se realizarén experimentos agudos empleando ratas macho
albinas de la cepa Wistar, anestesiadas con halotano y fi jadas
en un aparato estereotdxico. 6Se efectuaron registros unitarios
extracelulares en la ENR. La frecuencia de disparo se registré
con la ayuda de un procesador de espigas conectado a un
registrador. El péptido se aplicé por medio de presion de aire en
la vecindad de 1la célula registrada mediante un sistema de
electrodos de doble barril que conmiste en que a la pipeta de
registro se une una pipeta inyectora, la cual se conecta a un
aparato de inyetcién por presién de aire.

La identificacién antidromica de las células se realizd
estimulando en el drea terminal y registrando en el soma. Se
utilizaron 1la latencia fija y el choque de potenciales como
criterios para identificar actividad antidrdémica.

Los resultados indican que 1la administraciéen local de
dinorfina en la SNR produce una disminucién en la frecuencia de
disparo . Dentro de la poblacién neuronal existen algunas células
que muestran una disminucién menos acentuada en la frecuencia
de disparo y otras no modifican su frecuencia de disparo aun
cuando el péptido se haya inyectado repetidas veces.

Cuando se realizé la identificacién de las poblaciones
celulares dentro del nicleo utilizando 1a estimul aci én
antidréomica, se observé la existencia de tres poblaciones de
células para cada grupo de eferentes. Una poblacién mostrd una
marcadada disminucién en la frecuencia de disparo cuando se
aplicé la dinorfina (3I9.6%), otra poblacién mostré una
disminucién menos acentuada (38.5%) y la dltima (21.6%) no la
modificé aparentemente

Se discuten los posibles mecanismos involucrados en estos
tres tipos de respuestas, que paodrian implicar la presencia o no
de receptores especificos para la dinorfina o la existencia de
dos estados diferentes del receptor especifico para el peptido.



1.~ IMTRODUCCION GEHERNL

l.os genglios basales son mslhirucbvras zubcoortical oz dorivadacs
del telencéfalo, que seogin sce el onfogue {(anoabdmico,conductual,
eombrionlégico o fiziologico) con el cual seo estudien, compronden

diwvarsos el os. Actualacnte y de tratande dco uni ficar

criterios,se considora a esho zislems foremado poy o)l caudo-
putamen (o estriado on algunas ospecics), el globo palido, ol
nicleo entopeduncnlar, 1a suslancia negra y ool odcloo sublalanico
(Brodal, 1982).
lLas  funcionecs do los gangliosg bazalos  se han inferido
principalmente de sindromes clinicos, con bascs o Jas  cualoes
han establecido su dwmportancia  en el contrel del  wevdimionto
voluntario o dinvoluntarie. For cjemplo, las lesiones on el
cstriado y on ol glebo pdlido producen corca de Hungtinton
(MeBoo-  ob aly, §276h), las lesiones en el ndcleo subleldamiceo
producen  heowibalismo (Carpenteor cb al, 1981) y Ja Jezion de 1a
N eslriado-nigral produce la enformedad de FParkingon
Hornyliicvwicks, 1966). l.a sigiionbte  seccidn =obre  anatomia
proetende dar un panorama general de las relaciones  esistentes
entyre log diverses cowpenentes  del sistoma de Jos genglios
basales, para poder btencr una visién genoral on donde integrar la
Jdinformaci on que proporcionan loz experimentos rcelizados on oste
trabajo. Como el propdsito del presente trabajo  fue estudiar la
accidn  clechrofiziol sygica del péplido dinorfina adii nd slrado
Jocalmente on la suzbtancia nigra reticulada, en la secccion final
de  eszta introduccion so describen estudios zobre Ja distribugion

y e} efecto de la dinrfinag en ol sistoma nervioso.




O .- OMATOMIA DE LOS GAMGL TS BASALES.

En csta =cccion se rovisard brevemento Ja analomia do Jos
principales componentos de los gonglios basales, ye gue @l ndcleo
que  estudiaremoz, Ja sushancia negra reticulada formwa parte  de
peto zicstoms. Ndemids so reovisardn los conestdonece y componentes
del civeuibto gue forman los ganglios basales. Esta zocoion scrd
de utjlided para la localizacion y  la dntegrecidén de la
informaci én  presentada en Joz resulbados vy en la dizgugion
(Figura 13,
1)~ Estriado.

En los mami foros pequelive como los rocdores, o) cauwdado v el
putamon forman una 50l a maga grande, ol caudo-putamen o ostriado.
A este nmicleo lo atravicsan fibras gque descicndon de da corbeza
y que  forman la cdpsula intorne. €l ceudado ze continde a  lo
large del centricwlo laloral, v el pulamen zo sibva a un lado de
1s capsula intorna.  En los carndivoros y primates ol cstriado os
relativamente was  grande gue cl pubamen y 1a  cdpszula intorna
separa ambos nidcleos perzialmente.  El cucrpo estriado contiena
células do tanafio modio (12~1B wn) on una relacian 5021 vy cédlul as
de  Lamaio grande (20-30 um) on wna proporcioen 20:). Estudios
utilizcando Ja técnica de Golgi indican gque oxisten por lo  waeonos
dos tipos distintos de células, las llamadas "con ospinas" y las
“gin espinas”, denominadas asi por  presentar o no oeon o Jas
dendritas, estructuwraz  de ecste bipo (Passilk et al, 1979).  Lau
células pegueles y =in egpinas biecnen axones corltos, Jlas cédlulas
con esplnas tienen arones largos y pueden btener el cuorpo pegueio

o gqrande (Fassilk el al, 1979,
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Figura 1.- Esquema que representa los principales componentes del

; sistema de Ganglios Basales.



En una zerie de trabaijos de Graybiel y Ragsdale  (1978,a,b)
=e ha  estudiado wenbddicancnte Ja comparbtimentalizacisn ded
eatriasdo, Esta compartimentalizacion ha sido sugeride por estos
avtoroe vlilizando avdorradiogratia, inyecciones de perotidasa
de radiz foorte (HRFY, e histoguimica, especialmonle csta dltima
para 1a acchbileolina, En 19229 [apex habia  va doseritbo
Yagyupacionceg bubnilares” on ol cstriado, semeijasnbtos o islas. N
estaz "agrupaciongs tnbulares” e lee hs donodd nsdo "estriczsomnaz”
o el gato vy "porchez" en las vratas (Braybieol  Regsdsle, 1978
ayb)e Ezke arveglo anatomico ha desperbado o intorés por
descubriyr  suw posible correlabo funcional. Uzendo técnicas
inmanohi sbogrdmi exz sc ha oslablecido gue en ) eshiisdo do
gatos, so  albloraan cztriosomas ricos on encefalines, con
cstripeomas pobreos on scohilorlinag (Greybiel vy Regsdale, 1981).
Tambidén se hae reporbado la onistencia de estriosomas do Sustancia
F {Graybic)l y Ragsdale, 198)1). Por ovidonciazg avlovyradiogrificas
e muestre que lag fibras aforocntos cstriatales originsdas en fa
corteza y on el bdlamo Lorminan on agrupeciones bubulares de 0.5

1.0 min de didnobro (Hunzle, 19783 Garybiel y Ragsdelo, 1978 a,b).

pferentes.

Las aforoentes al esbiriado se originan al  wenos  do cinco
fuentosr  corleza, ndelecos Inbralasdinaros tal dmbcos,  sustancia
negra compackta (8HC) ¢ nacleos del rafé y locus coruleus ( lehlor,

1281) .

Corteza.

l.as aferentes mas  pomerozas al o eztriasdeo =on }

]
"

queo



proviencn deo Yaz  Capas 11T ¢ 2 ode 1. corleza (Jones v Bieey
1977, Esxiste  un acwerde gonoead do gue estae cie o daportante
par & una poshul ads  zubdidsion vogionsd ool ozt iedo <

consccocntononte cs relovante pors Ios moooed smos doe salida do

a estodiar erbo

este el oo (Disxe ot 23, 1977 Divac 9830 .

proyecci érr =e hey uwtilizcadeo ung gran corieded de Léonicas  los

) 1

grupos  de Carmen y col. LIF83,19860) , Cowan . Fooeldd (§7&6)
dodicaron grandos esfumrzos para cstudisr cela vie. Ocorce do los
pesibhles nowr QL ainsmi S0IGE, ne ovdste w0n ningin métode
inmanchi stoguimice ni histoguinico pare ddenbificer rules de
glutamalo on el cerchro, ni Lanpoco ningan antagonizsls cegpecifico
gue seo zolisfactorio. HeGeoeor cb al, %77) y Divac clb oal, 4977)
han lesionzdo Ja  .ia corbico-estriabal y  hen epconly ado una
disminuci dn del  40-50 N en la copbura de alba  afinided del
glutamalto o©n la fr=ccion sinasplosowal dol cabriadbo. Por olhvo
lado, no sc¢ puede  descartar  al azperbalo come v posible
participe do esla rubta, pucslo gque el glubamelo vy ol osspartato
mostraron  jdénticy  afinidad on su captura por log sistemas de
alta afinjdad kGoor ol al, SFFy . S5in cmbargo on ©) cetrdado
cuiste vna rolacion de &3t on el contenido de glutamsabto y  de
aspartale, 1o gue sugicore quo esta via podria ser oexclusivamante
alulamatérgica; aunado a qu las lesiones: on psta rute
producen  una disminuci on del nivel del glutamate en @) ceorebro,
pore no de obros aminodcidos Kim ot al, 19748,

Usando bLécnicas do  marcaje con porodidaza de raiz  fuerte
s0  han obsorvade proyecciones intoerhemisféricas al cstriado que
surgen de células de las cepas 111, IV y V de la corteza vostral

(uitai eb al, 1974; Joned et al, 19773,




Micleos Intralaminares del tileamo.

tha de las aferentes iwmporbtantes al eczbriade ce 1a gue Jdene
de oz nmdeleos intralaminares  del  tddamo. tglta via oeta
Ltopogrificamente  organizada  y g0 exizbencia ha gido  domosbhyada
con estudios do degeneraci on vetr égrada (Fowell vy Cowan, 195860,
degeneoiraci on antor egrada (Mehlor, 19663 v marcaje veologrado con
HRF (Maats el oal, 19271), Los noarobransmisores de csta proyeeccoion

adn ne eskan claramente establecidos (MeGeor el al, 1981).

Hagleos del rafd.

Hna  yuta =eroclbonindrgica al  eslriado swgo on ol vafkg
dorsal.  Las  células deo origen de este tracto son novronas del
grupo B 9 cn o) rafd dorsal descritas por Dadstrom v Fute on
1264, En ecsta via se han hecho csbudios de degoneracidn aplicando
tokinas  cepecificas para la serotonina como 1a  p-cloranfebamina
con lo gue sco la ha podido rastrear on btodo su btrayecto (Hattori
et aly, 19786). Fccicnbomente se han deomostrado cblulas de  eoste
niclen gue no contionen serotonine, poro quo tamblén proyoctan al

estriado (Trulson, ot al, 1985).

Sustancia tlogra.

E] sistona aforente mds estudiado es la proyocodon
dopamindrgica nigro-estriatal, deomostrada por primerae  wver en
1964, con cskudios do hiszstofluorescencia, realizados por e}
grupn  suweco (Dalhstrom vy Fuxe, 12613 Ondén ot al, 1944,1960).
Postericrecnle, Ungorsted (1974) woslkré que esta via puede sor

dividida ©on dos partes: 1la via dopaminérgice nigro-ostriatal




ariginada  en lao parte compacta de la sustancia nigra y que
proyeckta «)  cshriado, y una&  wia dopaminérgica meso)iobica
originada on las cédlulas medialos de la parte compacla de 1a
sustancia negra, que Lerwmina pringipalmentc oh el micleo  del
tubdrenlo ol fatorio.

Fikai ob al, (1974) han mostrado Ja oujstentia de tibras  a
la sustancia negra, a 1os nicleos intralaminares del Ldlamo y a
Ja corlteza que convergen monoeindpticamente en neuronas  de la
proyococd éon estriatal. Las células do la sustancia nogre fueron

caracteri zadas por estimulaci on  ankidrémica vy domos bradas

—

anstémicamente inyectando HRF, En la rata, se ha vislo que as
células gue dan origen a la  proyecciéh  higro-ecehiiatal  son
neuronas  deo bamaivo wedio con wn didmebtro aprowimado doe 185 um,
ovales y wmidbipolares (Faudl y Mehler, 31978). Esta wia ha sido
postoriormente  cstudiada cmpleando  mélodos tan diforentes como
Ja téenieca del dcido gliogilico para catecolaminas (Lindvall
Ciorklund, 1974, inmunohisloguimica para tivosinae hidrovilasa
(Fickel ot al, 12762 y lesiones con &-0HDA (Hahlor et al, 1973).
La conclugidén de todos osltos cueprimentos paroce genoiral y dice

que Jag vélulaz que coaponen eslta via, son dopaminédrgicas.

Otros.
o han deoscrilo fibras provenienltes del globo palido que
terminan en el cuerpo estriadeo cuyo nouwobtransmisor se  desconoce

(Arbukhnobt ot 23, 19823 lcOoer b al, 19843,

e g




Efcrontos..

El prinei pal blanco de Yag Proyerci ones efor ontes
cstriatalos cx la sustancie nogre reliculasda (SiRD . =i
estudios  de degenersci on s=e ha confirmado cehka sia (Qlauka el al,
1978). Estudios de wicroscopia cleclrénica  indican gue las
fibras mielini:udéa procodentez del csgtrdiado bermdnan on
dendritas de la sustancia negra coumpaecla gue invaden Ta  porcidn
reticwWada  (Crofosd vy Rinwik, 19270 Hatlori ol aly,  1975).
Inyocciones de HRF han mostrado gue las células tipo If de tamafo
wmedio "con cspinas®  s=on las gue ge oparcan inyectando la onzima
on la SHR (Grofowvad, 12755 Bunney y Nghajenion 1976). .

lLa snsbancia negra y el gleobo palido conbtichen un albo ni el
de GNBA vy do la onzime detormipante de le sintesis del
aminoacido: la descarbodilasa del adcido glubdsd co (GAD) (Chalwors
ot al, 1270}, Intorrumpicndo la viae cztrisdo-nigral con un corte
0 con uwha Yesion local izada, =o disminuye ol nivel de GAD en 1a
8MR vy en ol globo palido (Garcia-Munoz ob al, 19773 Fonnum et al,
1978« fdomds, en elegantes brabajos de btincioen inmunoci bogudmica
para GAD s ha ostablecido la ocxistoncia de terminales
GABNGtrgicas on la SHE (Ribak ok al, 1277 . Ezto ha =ugorido quo
Ja ruta descondente cstriado-nigral se exticnde del  estriado
Cauda} al globo padlido y dezeaboca on la 8HEL.  Ndomds, Kim ob al
(1971)  han  sugorido que 1a rute descendente del ostriado a la
sustanci a negra exbiende ramificaci oncs axonales al giobo palido.
PleBeer ot - al (1973 vy Fonmu eb al (1978)  enconbraron  que  al

intoerruispiv s conesién enbire el estriado y el globo pdlide Ja

actividad do la GOAD disminuia en vl globo pélido.

L]




e ha uwtilizado Ja dpsuwnociloguimiea para daualizar
encefolinag:  tanto on el estriado como ci el globe pdlido.  HMucha
de  1a lincion encontrada on el globo pdlidoe parece parlenccer a
teraninalos norviosss  con cuerpos localizaedos on el astiiade
Matzson ot 2y, 1277, Sc ha encontrado odeads, gne o) ni el de
oncefalinse  dissinuye en ol globo pdlido despuds do lesionar ©l
caudado (Hong et a), 1977a2).

Forr otro  1ado, mediante Jeosiones del Lracto estriado-
nigral  se ha demsostrado btambién, disminucidon oen los niveles do
Sustanci® P oon 1o sustancia negra (Manazawa ot a), {277}, lLos
cucirpes de les wélulas con Sustancie P estdn localizados en ol
estriado rostral. a=imsso se ha descarlade Ja pérdida del
péptido on la sustancii negra reticulada despuds de  inyeecionos
de Acido kainico on la parte anterior del eatriadu (Hong ok al,
1977 3 Dvl Fiaco et al, 198%; Otsuka y Honishi, 1983,
Recientomente =o ha domosbtrado que hay newronas en la S5HC reciben

botones sindpticos gque contienen sustancie £ (Ravai et al 1987).

2) .~ GLOBDO PNLIDO.

Este nicleo cstd  forwmado principalmente  por  céludas  de
tamafiv grande, muchas de ellas con forms de huso y  dendritas
Jargas. Tambidédn so han  descrilo nowonas peogueiias coh poeag
dendritaz (Fox ot al, [271). El globo pidlido es una de las
principales estructuras que recibe fibras de salida del estriado
(Fapoz, 1941, En lodas las especies, o©l globo pialido westad
dividido en dos partes principales: o) pdlido inkorno » e pdlido

externo. En los roodores, carnivoros y  otros  aem feros no




primateg, ol equivalonte del pdlido intorno oz llenado nucleo
crtopedunci) ar (Graybiel ot aly 1987). La digstingion entic los
dos scgmentos  del globo pdlido ez igporlante pucs  aangue  sus
conegiones  aferentes zon zimilat oz, Jox dog  zeogmenbtos  Liepon

distintas conexiongs cfurontos.

El globo pdlido, come ol micleop entopeduncular y  Ia
sustencia nigra, conticncn una concentracidén auy alla de nowonas

OABN%I gl cazs, diztribuidas dorzo-caudalmente {Magzi y HebGeer,

1983,
fferentes.

La coperidn maz iwmportante de fibrag al globo palido procede
del estriado, la olra aforoncia clara procede del nuacleo
subtaldmico. lLa aforencia esblriatal ltormina on ambeos  s=cgmenlos
del globe palido. Como ye se menciond, Ja vie estriado-palidal
utiliza GABY,  cohcefalinaes y pogiblemente Sustancia P (De) Fiaco
et al, 1982; iebBeor et a1, 1984), ol transmisor usado por la
conerion del nuvclee zubbaldmico no =e conote  (HeGeor et al,
1281). Tambidén sc ban reportado aferentes del nicleo accumbens al
gtohbo pAlido que nzan GNARA comd newrobransmi sor (Scarnati el al,

1283).

Blobo PAlido wizmo).
Exisle wna conexién masiva del globo pdlido wberno  al
nacleo subbtaldmico {(MHavta v Meohlor, 19663 Carpenter y Strominger,

1276) para 1a gue se postula al GABN como el neuwrolransmisor




utilizrado (HeGooer ot al, 19840,

Brilizando las bécricas do avtorradiografia pars microscopia
de luz vy para microrcopia electronica, Heltori ol wl {1R75)
presertaron ocvidencia do una proyecclon dol gleobo palidoe oilern
hacia las nowonas dopaminérgicas de la suslancia nigra compacta
CHHEY . MeBeer et ol (1973) pozlularen al GADR como ©) candidalbo a
tran=misor de czba proyeccidn, Realizande un corto enlre el globo
pdrido 3 1a  susbancia nigra compacta o leozionando ol globo
pdlido, go ocasiona una disminucion oo la actividad de la 60D
en Ja  suslancia nogra (MeBGeory, ot al, 19273, Tambidénh so ha
reportade wna  conesién del  globo pédlido o] estriade cuyo

nourolranszmi cor se desconoee (Berfen el al, 19825,

Del Glebo Filide interne (o Niclge Entepedunsular).

lL.a principal proyeccidn de csto nicleo en Ja rala va  hacia
el tdlamo, principalmente sl nacleo ventro-medial (FTY. Mo se
conwcen los  bLransmisores on esta via (Mebeer ot 2), 1984).

Con cxporimentos de degenoracidn de fibras, Hauta vy Mehler
(1966) documentaron la existencia de una via pdlido-begmental.
Exporimentoz reociecntes clrcunscriben csta proyococidn al  nuecleo
peduncul o pontino (Craybiel (979, Tambidén oxishen prucbaz de una
ruts  del globo palido interno al campo prorubral o ndcleo  del
campo de Forel, conocida como 1a vis pilido-prerubral (Graybiel
Ragsdale, 31979) . Fibras palido-haboenulares han zido descritas
uvtilizando principalmente marcaje rebrogrado con HRP y se indica
gque s lJa habdénula lateral ol nicleo que recibe a eslas filbras de

proyecci én {(Her kenhiam y Hauwta, 1977).




).~ SHEINAHCTH TEGRN.

Fup descrila por primera ves en 1867 por Yieg d*Onyr,  reci-
big ezte nowbre por la pigmentacion carascteristice que aucsbea
comt  resullado de nma alta concentracion de nowromcl anina,  Ja
dopamine.

lLa susbancia negra ha sido dividida on dog partos: wna parbe
dorsal  con cuerpos celulares bastantec juntos 1lamade sustancie
negra compacka (SHC) oy una seccidn larga y  ventraly 1) amada
sustanci s nogra reticuladae (SHR) en la cual las nouwonas estin
digperzas. L2 dopamina, eon contacte con el paraforualdehido
crabia s0 estractwa de tal forme gue se vuelve  fluorescento
cuangn 1o incide la Juz wiravioleta, Gracias a csba Ldcnica se
supy que on la SHC se oncuentran muchas nowronas gue  sintetizan

dopamina  (Dahlstrom y Fuate, 19643 Fallon vy Hoore, [278).

Lag intoracclones sindpticas que ocwren dentro de la
sustancia negra son muy cemplojas. N 1a SHE lleogan  immorables
dendri tas do laz etlulas de i SMC, dendritas que se ha
demostrado conticnen y }iberan dopamina (Cuelle y Iveorzen, 19783
Cheramy ot al, 198§). Se ha visto que la dopawmina liberada de las
ldehdritas inhibe tonicomente la acltividad de laz newronag
dopamindrgliecas vecinas, o través de contactos dendrodendriticos
(Cheramy ek al, 1981}, Tambidén =0 ha propucshto gue 1a liboracion
de dopamina en la SHR puede modificar la liboracién del
neuwrotransmi sor  de Jas fibras aferentez a 1a B8HRE 2 Lraves de

contactos dendroaténicos (Dray et al, 197&).




Existen daktos aunque controvertidos, deo la oxishencia  de
aferentes de Ja amigdala o Vo SHC . Se ha vislo que wlilizando
inyeceionee  de HEF en la SHC del mono, aparccen algunas células
debilmente  marcadas on 12 amigdala (Bunney vy Oghajanlan, 197683
Krettel y Price, 1978). Sc ha descrilo una afarencia a 1a SHC
provenionte do la vegién predptica latorad del hipotdlamo (Comrad
y Ffaff, 1976; Houbka y Domesicl, 1978) para la cnal lilaver et
aly 1979 v Sofrondew (1980) sugicron a la odcitoclne v a la

YASOPresina come Lranzmi gores,

So posztnla una aforencia del noacleo del rafd dorsal a la
SHIC. Despids deo inyectar HRP on 1la SHC, sparpon gran cantidad
de células marcadas en e] rafd dor=zael (Dobillier b al, 1976
Azmitia y Segal, 1%78)., La mayoria de las nouronas ostudiadaes
del rafé dorsal  son scorobonindrgicas, aungue orizten células
cuyo  neurobransmisor no esg la sorotonina, vy que  sc encuentran
también on los ndcleos del rafé (Trwlson, el al, 198%). 6&in
ombarge, debido a la concenkracion de sorotonina deteraiinads on
la SHC . 0 postula que esta via sew prodomi nantenente
soroltonindrgice  (Ungorsted, 1278a). Oxisbo una aforconcia  que
procede del ndclee begments] pedunculepontine  (Graybiel, 1977)%
estudios del  grupo  de MeGeer indican que al  menns la  parte
ipsilators) de 1a Jia pucde vhkilizar a la acetileonlina como  Ta
snstancia transmisore (Hobeer et al, 1984). Este vio o demostreé

con  pstudios de warcaje retrégrado con HRP (Dray oF al,  1976),
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Tambidén ze digcute sobre una conoxion cnfre o gleobo p&lido
sterno (Grofocd, 19753 Hablori ob al, 192753 Donney vy Aghajand an,

1976) o o) globo pAdido venbead (Fim et al, 1978 v 1a 8HO usando

comn nonrolrapsmi zor al GARN v quicd & la Susbancia

e

Exicten aferenciaz a Ya BHE avm on discusidn, comp  Jas
provenicntos  do 1a cortooa, e s postula wtilizan como
newr by ansmi fsor a) 4oido glubdmico, al ONBN o 2 ambos aminedcidos

(Rippsil vy Walborg, 1969).

A la Sustangia Hegra Relrjiculada.

La mayor oy guiza la principal rubta eferente del  estriado
proyeocta ipsilatoralmente hacle 1a sustancia negra y forma le via
estriado-niqgral (Vonecida, 19603 Grofova, 1979). Esta via smiuge de
noewronss  de  tamaio medio con espinas (Somagyy el al, 1981,
Muchag  fibras estriado-nigrales hacen contachos wo-dondrd b cogy
oh Ja sustancia neogra del gato, poro en las rates los botones
ago-somabicos parecen scor més comunes (Hassler ebk al, 19785), Esla
wia o uss GAEN, (Garciag-Munoz ot al, 1977, Sustancia P ( Obtsubke v
Fonishiy 1983%) y Dinorfina cono newobransmi sores {(Vincent ot al,

1282; Zamir ot al, 1983).

Efgrentes
De la Sustancia Heora Conpacta.

Existe una conewion nigro-estriatal de fibras gue conticonen
dopamina, gue se originan en la SNC o A%, estas fibras se
encuentran  junlto con una via minoritaria que proviene do  Areas

dopamindrgicas 1lamadas A 8 y A 10, Estas drecas (A8 y A1)

(34




Figura 2.- Esquama tomado de Faull y Mehler, 1978, que

L reprllcnta'lal eferentes de 1a sustancia nigra reticul ada.



proyectan fupdamentelmente 2 1a cortezs Uinger=zted, 1971, £]
sigteomna dopamindéigico o uno do Jogs wds cstudi ados on o) cerebio.
Las  vies dopamindérgicas fucron primero deoscrites por Delhsbrom y
Fosre, on 1954, nweande o} mgtodo histofluotezcente Pa i
catecolaminas, dessrrolledo por Felchk ot al, en 1582, KHeltudios do
marcajoe yelrograde fran dowosht ado quo esla Sia [s3=
fundamentalmente  ipsilatoral, pero con un componente aonor  gue
proyecta al lado conbtiralalteral (Pritzel ot al, 1983 Conzolasiong

ct 21, 1985 .

De_la Sustancia beyra Reticulada.

lLos oferontes de 1a sustancia negra reoticuwlada =on hacia ol
coliculo superior, el ndcleco vepkro-medial del LAlamo ¢ hacia 1a
formscidn reticular de la protuborancie (nucleo pedancul o
ponting) (Faull y Mehlor, 1978).

lLag  fibras nigro-lLeclkales fueron domostiyadas por Fawll y
Hehter oo 1978, on estudios autorradicgraficos sc he  mostrado
que  las célulaz de esha proyeceion csbtdn agrupadaz en  conjuntos
dontro do 1a SHR, lo gue podria indicar gue tasbién agqui  oixdstoe
una compartagentalizacién en por lo menoy Lreg fZonas:  a) una quo
proyecla ol kecktum, b)) una zona que proyocia ol btdlamo ¢ ©) obkra
que proyectas a la formacién rekicular pontine, (Figura 2). E)
GNBA, ce la sustancia utilitada por las fibras nigro-tectales. Nl
practicar Jesjones on 1a 8HR, =c obser 4 que 1a GAD disminuia en
un 40% eon ol colicuwlo suporior ipeilatoral (Vincent el al, 1978).
Medi ante autorradiograftia sec zugicore que las  fibras nigro-
tectales torminan, on grupos, on los dos torcios superiores del

zoliculo superier (Graybiel, 1978).

|
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|.ag fibirras  nigro-taldmicasz  fooron deseribas wbid)izandoe
Ldenicas do traﬂsportc rebragrado vy antordgiado (Graybiel, 1078,
Se ha enconlrado gue usah al GARN como nouwroly ansmi sol (tHedr cen
y Bhadamr g 1772)0 Coendo se lasiona la suslangia negra sc produce
una  dizminucidn on la zetisvidad do Ja GAD y on 1o concenbraci on
do GNBA on ol ocleo coentro-medi al del Lalamo (DiChiaras ot al,
1979, Stary vy Kilpatvicik, 1981).

lLas  fibrag do  proyeoccion al Ladlano zwgen de  diforenboes
partes do Ja SHR (Faull v Hehlor, 1278).  £1 principal lugar do
terminacion de opsbe tracto, on el mono, €8 la parbe conlbral -
antérior del tédlamo (Carpentor ot al, 1978). Los estudies con
HRF indican qgue se origina principalmente de células on la region
lateral de la SHR (Carpenter ol al, 1876). Estaz nowonas bienen
SOMAE qr sndes y  forman  columnas, ATgunas poscon aRones
divergenteos gue conectan no sdlo al talamn, sine tambjén o)
coliculo SUPCII o} celo  ze domostréd wbilizando marcadores
retrégrados fluorcscentos (Benbivoglio ot al, 1979 . Un estudio
clectrofizioldgico, jndics que cshas nowonas con colalerales a
dos nocleos reprosenban del 30-53 % del total deo las céluwlas de
Ta BHRE (Dendau el al, 1278).

l.ag  filwrase nigro-kteguenkales {ucron descritss por  prisgra
vex  por Cajal (I211).  Seguan daleos avtorradiograficos rocientes
las fibrag nigro-togecntales torminan on la partec compacta  ded
nicleo tegmonto pedunculopontino (Graybiel, 1979). Con ostudios
newroqud i cos,  se poshtula gue el GABN cs ]l Lransmizor on estka
vis (Childs y Gale 1987,

lLag conciiones cfeorentes de la SHRE que ne sélo proyeclkan

ipsilatoralaonte sino gue tambidn  tienen un  mecnor  coaponente

ke Eopied T




hacia ol olvro extromo dol homisfordio cercbral son lag gue van al
coliculo  suporior vy #l Lalamo, Ezlbe trabajo sec 13l a  cabo
utilizendo inyoeciones en la sustancia nogra roticuleds do HRF
conjugada con aglubinina  do gormen doo bvigo MGR-HEFD .l
procesar oz cortes de lejido se cizuwalize la warcs Urangportada

anterograda y vebvdgradamenle, (Gerfon ok aly §J982),

A) .- FHICH ED SUHETALGHICOD.

Ezto nicleo o= Ja dnica parte de la region Ealimica  con
bordes cibowrquitectdnicos poco definidos. Sin cobeargo 2 posar de
50 bawaiio pequetio, eshke micleo ticne regiones definidas  de

entradz 3y de salide {(Carpentor ot al, 1981).

rentes.

jus
1=+
E

En eshudios autorradiograficos sze  ha domnostrado 1a
existencia de una proyeccidn de la corteca moteors, al nicleo
subtal dmico (Hartwman von Honakow ot al, 1978) . 0Olra afereoneia
masive &l micleo subtaldmico broviene del globo palido oxterno
(Carpenter ok al, 1981). cen estudios con marcaje roelregrado
anterdgrado  on el gato, =c ha mostrado la cuistencia de cesla
proyeccidn (Graybiel, 1979). Alguneps  estudios propusicron  al
GOABA  como  candideto a ncwobtiransmisor en esta wia  utilicando
datos obltenidos con btéenicaz inmunohizstoguimicas  quo  revel aron

albta actividad de la GAD (Fonnum ot al, 1978).




Efcrentes.

ta principal  proyccoion de sxlida ded | mwicleco  =zubtal dwico
terminsg on aabos scgoontos del gleobo pdlido vy en la parte venbtral
de la =znsbtancia negra relicwladay como Jo probd 1a  ovidencia

apor-tatla por estudios antorradiogrdficos (Havbke y Cole, 1978;

Yan der ooy et al, 1980).

COMENTARIO GEHERN. .

tos circwilos de conexion cnbre los ganglivs basgales  son
muchos, eoxiste wna  inborrelacidén profusa de los  di foreonkes
componentee  del cisloma en asbos homisforios. Ezto habla de gue
o5 oty probable gue ©l daro on unae do las esbirucbuwras del
zizkona, repercuba en la actjvidad del resto de 1os componentes y
gue cuslguier alteraclén on la transmisidn, sc dobord roflejar en

un desequilibrio on el conjunto do estructwas,

Comn g menciona on la seccidn seobre lag  coneriones
atorentes a Ta BHEy  Ja dinorfina es un peplideo involwerado oh la
transmisi éon entre el estriado y la SHR.  El ostriado sc ha wvisto
eome  una  eebructura integradora de la informacion procesada  en
los genglios basales, wicntras quo la SHR rropresenta uno de  los
principales nuclees de salida del sishtema (Deniaw ek al,  1978;
Doudet ot »1, 1984). FPor lo tanto, cstudiar & los bransmisores
que =2 Jiberan on Yas  vias aferontes a la SHRE e: do gran
fel vancl e  ya gque costas sustancios van a8 afeclar de diverse
manera  Ja nowotransmigion eon la SHE ¢y por Jo tanto van &
modi ficar la integracidn que se realiza en este macleo 1o que

finalmente se va a braduciv on un comportamicnto  mobor, funcién

12




primordi =l de los ganglios basales.

Ho o han ezbudi ado Jog correlatos elccliuwfizivlégicos, de
loe cambios obeervados por o aplicacidn de dinorfina, on 1a SHR.
Fuestro inlterés ha gido oebudi ar dichos cambi oz
eleelrofisioldgicos  on laz cdlulas do lu 8HR consceotivos o la
aplicacién dol  péplido,. Es jwmporbtante agregar un pdorafo  goe
precise wcjor  los dalbos  acerce do la odistencis de la wia
dinorfinérgics ecstrisdo-nigral. Yincent ob a3 (31982) dowmoasty aron
Ta mudutencia de 1a via medianbte iomunohislogquimics. En las vatas
contirel e aprecis wnz desa malla de fibras inmunoreoasctd vas  al
péptido dontro de la zona roticulada de la suslancia  negra, queo
ze oxbtieonde a la zona compacta del miszwe nicleo p cublren boda ol
adres de la SHE, variendo un poco =u conecenlraci én  prosentando
giran inounoreackividad en la parte lalkeral y wedial de 3a SHR
bandas do  fibras fucrtemeonle fluorescentes adyasceontes al  cruz
coerabiri, cuandeo se inyecto Acido ibobidnico en Ja  cabeoza  dol
cawdado, ze ocbservéd una  mwrcada disminucidn on ol nnmocro  de
fibras inmmoreactives en la SHRE de) lado lesionado, FPaliiowits ot
al (1981 con ©l objeto de doterminar la fuente y le  bopografia
do Ta dia csiriadé"niqrﬂl dinorfidrgica Jezionaron on io
i ferentes sitios del cstriado. Ellos enconbtraron que despuds de
realizar corlbes a nivel del ansa lenticwlariz, esto ez on 1a
cubors del pauwdado, los niveles deo dinorfina decasn nolabloemente
thasta un BOW, Lambidn :oncluyeﬁ que el origén y cw=zo de los
axones  gue transportazn ol péptido parcee ser similaés 2 aquellos
que  conbtienen  GARAY vy sustancia Po Fallon cb al (1985 en uwn

cstudio realizado con  inmuanoreactlividad cnecuentran  gue ta
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principsl sforencis de dinovfing & la SHRE vieno del caoda-putamén
» E2in cwbarge Yaz o aforenles 2 1a SHE z:orgen do 1a i gdal a
central 5 del tdpobilawo. Qecovee de Ja selidae de fibraz  de
dinortineg do Ya SHR pe ge sabo ain casd nada. anloz Jdo pasar a 1a
speeion  oHporiacntal, eE convenienle  rovisar algunos de los
dates  sobre JTa dizhbribucion y accion de esle péplido en el

siztoms ney vl oso.

CARACTERIST TEAS FARMACOLOGICAS DE LN DIHORFINHN.

La dinorfina es un potente péphido opioide gue fue aislade
y secuentiado por Goldetepin ob al on 19772,

Lo fomilia opioide do los péplidos deriva de tros  productos
genéticos difeorentes,  la proencofalina i, procw sor de péptidos
rolacionados con la  flet-onccfalina 3y la  Leou~eneofalinay 1o
prooncefalina B (prodinorfina) precwsor de la dinorfina y  de
la alfa~-nco-ondorfina vy la pro-opiomelanocorbtina precur sor de ]a
beta~oendorfina y  de  alguneos  péplidos no opivides, como la
adronocor bicotropina  (ACTHY  Kabiddani et =1, 1982). Los tros
precursgores dan  Jugar cuando menos o1& diforentes  péptidos
ppioides activos. Los procesos proleclilticos para cada uwno de los
Lroe precursores parccen ostar  reguledos do une mancra  distinta
en los diforentes teiidos y regiones del cercbro (Weber ot al,
19684 . fFavece ser que Yoz btres procurszorecs de 1oz opipides
pucden genorrar péptidos con diferontes longitudes do cedens.

La prooncefalina B o prodinorfina o una proLocins procursors
caompucsta  de 256 aninvdcidos y que contionela secumncia de la
beta-neo-cndorfina, 1a dinorftina y la bLeou-encefalina en =u regi én

carborilo terainal. Se le llamd "B* para distinguirle de la
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Dinorfina-32

1 S

(H) Tir-Gli-gGli-Fen-Leu-Arg-Arg-1le-Arg-Pro-iis-

17 20

Leu-Lis~Trp-Asp-Aan-Bln-Lis-Arg-Tir-G1i-Gli-

32

Fen-Leu-Arg—-Arg—Gin-Fen-Lis-Val -Val-Tri (OH)

Figura 3JI.- La secusncia 1-17 corresponde a la dinoréina Ay 1la

20-32 a la dinorfina B. Notese que la dinorfina A contiene 1la

secuencia (1-35) de la Leu-encefalina. (Datos tomados de Fischli

0T 4L, 17UL) .



propncefaling alelads dol tedido sdronel, 1lamads desdeo conlonces
proencefalina N akidani cb al, 1982,

e dinfine e aizlo originalwente de la piluwibtaria  del
puerco (Beddzlein ok al, 1972, imicialaente  como un
tridocapépltida. Postoriormente Fischli ob al (1982), describieron
wna  dinortina do 4,000 dallonecsg, gue contonia 32 aminedcd does.
Contenido en la sccuencia de los 32 amincdcidos so cncuentra, oo
lTa region amino kerminal, wn hepladecapéptido  1lamnado  desde
cntonces dinorfina 0 (I-170, vy on la vegidon carborilo Lovminal,
e)  lridecapéplido proviamente descrito, o) cual s=c Ic  denowind
dinorfine B (1-13. La dinorfins B bticene Ja eigma seounecncia -7
que 1a dinorfina i, poro la diferencia esbriba oo gue Licne a la
ligine on la posicién 190 en Tugar do la posicidn 1) de la
dinorfina A, La dinorfina A conkicne 1a zecuencia de Ja  lL.ou-
oneccfalinae (Figurse 3). Con athodos inauwnochistoguimicos, se  ha
dempzbvrado gue 1a dinordina B tiene una dizbribocion wmadz  amplia

gue la dinorfine 0, on el corebro de la rate (Webor vy Barchas,

G =0 cowpara la dighribucion relativa, en el cerebro, de los
produckos do la pro-~dinorfina, =0 obsorve diforonte procesami ento
proteclitice. Uno de los principales productos cs la dinorfina 1-
g8 y édsta s0 doeriva de la dinorfine A. 8 se comparan  las
concentyaciones de laz dos dinorfina (0 y §1-B) a Lrawves del  wso
de anticuerpos &l tamcnle cspecificos para cada une, st obsorva
que 1a concentracion on molas de los dos péptidos no o constante
en ©l corebro. En ol estrizdo por ejemplo, la concversidn de

dinorfina My 2 dinorfine -8 os mucho was complela,  que on la




wéduda cpinzd o en o) Jobio nowwal doe Ya pitwitaria, Exto o,
on ol estriasde, tods la dinorfina A se procesa & dinorfina 1-8,
en cambio on lag olyar ezbrucburaz;,  solamenle una  parle  de

dinorfina & ©s convertidea en dinorfinae 1-8, quodando gran

cantidad de) péptido en forwe do dinorfina 0 (Mebor el a), 1983,

Midiendo inmunoreascltividad o los di forentes péplidos en ol
tejido nerviose do la rata y caraclorizando =  éstos con
cromatografis 1iguids de alba presicién (HPLECY, =so he eslablecido
gue tanto la al fa-neco—cndor fina, como la beba-neo-ondor fins,  1a
dinorfing 1-8, la dinorfina A y la dinarfina B, esldn presonteg
en el cerebro de ¥a ratay,  agi come bambién Ya dinor fina 22 (Cone
ot a1, 1983).

El conceplo de verios receplores 2 opidcoos viene de los
estudios pioncros do Hartin y su grupo (1976) sobre la asccién de
los opidceons on la atdula czpined del perro. Uzandeo vslos dabos,
junto con loz estudios deo contaclo in vitro, laes propacact ones deo
miscuwlo }iso (lord oh aly 1977) y los cstudios clinigoz {(Houde,
1979, se ored la siguienle clasificacidn de roceplores a

opidceos:




RECEFTOR

s

Dolta

Fappa

Epsilon
Sigma

(Wood,™.L., 1281).

o naloona s
vecpolores olpicides.

l.a dinorfina

eespncifico, diforente al de oltros poptidos
Sigma. e postula que el rocoplor para 1a
lappa « Los cstudlos seo han realizado en cl
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et oal, 19, daabiéne 2o ha reporbedo gue e dinor fing  inhibo
zigni Fival)  mmente Jog contracoiones produci daz cldelvicamncnto en
el conducto doferente de concio, (Chavkin et al, 1968724, Go ha
mos tyado que el eonduchto  defoarenle conbicne Holusisanente
recoplores  kapps  y  quo la potencie inhibidore del  péptido,
depende ded bicmpe que esté on contaclo con la  proparacidn.  En
esta miams proparaclén, los agonistas a olros roceplores cono m,
deltas o sigma no inhiben laz conliaccioneos (Chavlkin ot al, 1782,
fAzi pues, so he concluide quo la dinorfing 18 3 poziblomonte la
dinm fina 1-2, =ean los ligandos cndogenos para los recoplores
lkappa {(Corbotl ob a1, 1983,

En estuwlhios cleckrofisiologicos siluados en e hipovanmpo de

Ja rats, s he demostrado gque 1os agonislas a los roceptoros mui

w

v i gma causan predomi nantomenle excibtacion do las  nowronas,
miontrasz gue los agonistas a recoptores kappa, causan depresidn
de 1a sclbicddad (Brookes y Bradley, 1984). rmbosz cofeccloz son
antagond zados por la nalokona, indicando que son ofcctos modiados
por reoceplores &  opiéceos. Sin ombargo, cislon datos
contraedictorios desde ol punto de visle electrofisiolégico,
respecto al efecto producido por la aplicacian do dinorfina on el
hipocampor  Henrilisen cb oal, (19872) onconlrsron gue la aplicacidn
microclectrofordética do dinorfina, al fa-neo-endorfinag, dinorfina
1-13 y dinoirfine 1-8 wcitan & un &74% do las NOWE On&s
muostreadas, siende dste un efecto bloqueado por Ja naloxona.
Mentras gque une 12% de las nowonas restbantes  muestiran una
inhibici on y #lgunaz mag, aucshran uwna breove rezpucsta inhibidora

seguida do una respuesta cxcitadora. El grupo de Chaviidn (1983b)



doescribe quo Ja adminlstracidn de dinorfina en lag nowonas de la
capa G4 1 del hipocampo incromnehta ¢} Lamaie de laz czpigas
producidas  por  ecstimulacidn orlodrémice de las colaltoralezs de
Schaffeor. Ezslo ha Jlevado a ponsar, gue ol ofccle deo la dinoefina
consisle on sumentar  la excilabilidad de elgunes célulaz del
hipocampo. En obro trabajo dol wizwe geupo (Chackin ol 2}, 1989,
realizado banbidn enorebavaedaz do hipocampo 3 cen ol péptido
agregado al  liguwide do peorfusgion, =c mucsbra gue o) opioide
ineremonty la gensibilided de las cédlulas piramidales (CH 3 a la
estimn ) aci on cléclirica, y que ol ofcelo es blogueado por 1o na-
Torona,  En wsle caso los awlores concluyon gue el incromento en
13 sensibilidad ez dobido a 1 dinovfina y  gue cele péplido
podrias  wsta normalmente involucrado en la regulacion de la
excitabilidad do Jla capa de céluwlos pivamidsdes Y 5. Gin
cabargo, Brookez ,  Bradley (39810, on cstuwdios realicados  on
ratas  y  wbn la dinorfina 113 aplicada po ivnboforesi =,
oncontra on gqee do 18 células reglstiradas, 1o activided en 39 fuc
gdeprimiday, 1 e¢Inlas se ocicilaron y 9 no sufricron ningon cxonbio.
De cstos dalos, =e concluyd gue oiiston distinbtas poblacionez de
newr onas tn £} hipocampo caracltorizadaes por una o ogpuesta
diforento. o la adminisliracion del péplido. Se he propucsto  guo
una inhibicion producidas por la dinoerfina zobro Jag inloernouwronas
GoBNdrgicas onistontes on este nacleo, podrie llever al  efeocto

neko obeor vade,  consislonte on oscitacion. En obrag cshrucboras,

"

com? en las célalas awdbrales dol bulbo olfatorio 3 &n la
aferenbko: priwariaz de 1o médula cspinady 2o ha descr i Lo Laabd én
vl fondmono de oxeitacidn produacide por la aplicacion de

dinor fina,  sugiviendoze goo Ta desinhibici on poode S0 Oh el -



nismn  gonoral importante do Ve accion de Jus opiwides on o)
giglomy nerdoso cenbirel dlicell ol oo, 17805, £1 mizns  grupo
Fambién sugiere goe Yoz dndornowron=s  Jababidor = Ohbndr gl cas
son el blanco prisario do les sisblowes de fibres que contionen
cricet alinazg,

En cultives: do céluwdez dol ganglio do Yo p=aiz dorsasl
vlilicande Léenicasz de vegislro inbtracelvilar, sc hae observado gue

1o dinorfinag aplicade localwenle wmicdianko wr gistona doe presidn

do eive,  diswminuye la dwrscion del poloncial due sgeoidn. 3o
postnla que  este poloneial zc producido por de  cnb ada de
calcio, va  que odn on prosconciae de T gue es un blogueador  de
canales do vodiog ©} c.woinlo ze sigue preszonlado con Tas  wizmas
coractoristices do duwscion vy forea do la  espige; so sugirio
gue el jeceptor = la dinorfine, onoezlaz célulag, podria czter
acoplado a un cangl do calcio depondicente de voltadoe  (Mors y
McDonald, 19817,

Ern esbudio: Farmscol dgico-conductuslesz, ze ha .isto gue la
dinorfinag pucde pstar  dnvolucrade o prrocosos epilépticos
crénices "kindling" (Froovlecki b aly 1983, Por cijomplo,cuando
ac  pro.ocan ablagues por osbimul aci on subuwbial repetids, on leo
amigdala del concio, cuishe un swupento en lo inmunorreachki sddaed
a la dinorfina que no =0 obsorva on concjos no oslinulados
utilizados cOomw conlrol. Ezte  aumenlto aparente on la
concentraci én del péptido, sdélo poicee Lener lugar on ol sistema
limbico y porsisbte por lo menos un mcg. Quizd ezlo pucda hablar
del papel gue juega ol péplido en manteonor el proceso  de

epilepsia, dnducida por czlimlaciéon  subumbral  reopeltida.  Se




propone que tal vez la dinorfina sea liberada durante la
ocurrencia de los ataques o0 que quizd sean éatos, los que
incrementan la wutilizacion de la dinorfina. Por otro lado,
Przewlocka et al (1983) describen que la dinorfina vy la
activacién de los receptores kappa tienen accion anticonvulsiva.
Cuando a ratas macho se les inyecta por via venosa el agente
convul sivante pentilentetrazol 5 minutos después se les
administra dinorfina intraventricularmente, el péptido reduce
significativamente los ataques clénicos. Eate efecto es
antagonizado por la naloxona.

Tambi én se ha encontrado que la aplicacién de dinorfina en
el téctum de la rata produce pardlisis de lazs extremidades
superiores y una reducciéon en las respuestas nocicaptivas. Esta
pardlisis es parcial, estd relacionada con la dosis vy se
revierte espontaneamente., La pardlisis no se presenta cuando se
administran andlogos de las encefalinas con alta afinidad por
receptores mu.o sigma (Faden y Jacobs, 1984).

La administacidén directa de dinorfina en 1a SNR de ratas
causa una anomalia locomotora. Se produce giro contralateral,
cuya intensidad depende de la dosis. Los fragmentos de dinorfina
1-17, 1-8, 6-17 y 1-13 {nducen giro, siguiendo un orden
decreciente en cuanto a su efecto (Herrera-Marchitz et al, 19684).

Utitizando técnicas de inmunorreactividad, se han aportado
datos indicativos de que la via estriado-nigral utiliza no sélo
GABA y Sustancia P como neurotransmisores, sino también
dinorfina (Vincent et al, 1982). Zamir et al, (1983) con el
empleo de técnicas de inmunorreactividad con anticuerpos

especificos, se ha mapeado la distribucion de la dinorfina en el
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sistemy norviozo conbrad vy oen osto ceso, Ja guslzaeia nigre  ha
sido unp do 1oz nigleos con wsyor Junerreachi cidad a) peplido,
Sogin Heber y Barchaz (1983) otrosz ziliosz con olie conteonido o
fibras y terminalos immmorroachivaz a la dinor fina, aungue  on
cantidadoz  monores que  eon la SHE zon: ¢l macleo  del tracto
enlitario, 1a eetria berainediz oy los  fibrag  aizgosas del
hipocampo.  En ol hipotilane , loe siguientes nucleos presentan
una pogueis cantidad de inmunorrcactividadt Jaker al, dor=omedi al,
supr aoplico, paraoentricular, niael cos poriventiricular ¥
apterior. También se encucnbra dinorfina on = cdpsula inkaina y
on ol nelen entopedunculary  en ol globo palido y on ol naoclow
accunbens. 5S¢ obser can comRsE inmunorrcacti&us one Ja amigdala, o
hipetal amo, el meleo  accuabons, 1o cortocoe oy el el ado
tMHncent eob al, 1982 Hobher y Barchaz, 1985,

En las ralas, 3o bha obsorvado una densa wells  de  fibras
jnmunorreactivas 2 la dinorfina, provenientez del csiviadoy,  gque
proyoectan e la sustaocia negra  (Mincenl ot oal, 1980, La
distribucion de la inmunorreachLisidad en la  BHE Al Ay EQ
ghserva  unae  alls concenlracion on la parte wedial 5y laeleral.
Después deo la  injyeccien de dcido iboténico en la cabeza  ded
caudado, 30 obsor.a una marcada disminucion de fibras
inmunorreactivas on 1a SHR del lado lesionado, por 1o tanbto, on
ol sistema  descondente  estriado-pigral  la  dinorfine parcee

representar  obira sustancia branzmizora o wodul ador a.

El interds de osle Lrabajo sc ha conlrado en  estudiar ol

ofecto de la  aplicesidn de dinorfina, zobre 1a  ackisidad

tJ
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eldotrica do las células de SHRE. Tebido 2 que Ta dinorfina parece

participar on el sisloma do poew olivanzalsores del eslriasdo hecia
la SiR, »y csle nacleo roprosenta una de las principeles das  de
salida ded circuibo dee los gonglios basal sy el eos
relacionados con el conltirwl del moviwmicntbo olvwnbario [
involuntario (Sandorzon, ot o], 198%). £n estidios clinicos

zobre enforncdades como el Parkingon y la corea de flinglinton, =o
ha destacado  la iamporltancia de la integrided de cstos naclcos
para 1a acti didad molora normael. Ez muy probable gue o dinorfina
Jucgue un papel isportanbte on la regulacien de la  bransmisidn do
informacion provenieonte del cstriade, quizd pueda snfluir do
alguna manera on la informaci én que sale a Lraves: de 1o SHR. For
1o tanlo, sze considerd relevante come un primcr paso hacia s

carsctorizacidén  de  su accién, en eoste complojo sistema, el
estudiar el efecko de la adwinistracion local de dinorfina sobro

la actividad ceolular en la SHR.



I1.~ SECCIOH EXFERIMEM{IAL.
A~ Introducci di.

El  descubrimiento do la imporbante parlicipacion de Jos
pépltidozs on ol  sistems de newwoblansmisorcs do los  ganglios
basalez wfrcoce wn nuveovo elemento & conziderar, Hay giwe hacer
nobta  que oxiste una gran cwricdad de péphidos cn los  ganglios
hasales. Por cjomplo, 1a Sustancia F oze cncuchbra on Pao via
estriado-ndgral (Otsuks y Honishi, 1983 3 las cncefalinas (Met-
encefalina  y  Leu-cncefalinad ge han chconbiado o laz fibras
estriado-prlidales (DelFiaco ot al, 1982). El papol fisioldgico
de los opidccos ce dctualmenbte maloria de  discusion: preguntas
relativas ol mecanismo do regulacién de estas sustancias en Ja
Jiboraci on do newrolransmi sores, s aceion cond nodi Ficadores de
las  propicdades do aeembrana de las células rocoplorasz y ol céno
pedirian  regiil ar o] cofcclo del newrobransmi zor sobre las  células
bl aneco, 50N algunos de los grandes  problomas de T as
nourocicnci ag. Min mds i 8o pionsa que loes popltidos pueden estar
actuande no s26lo como newobtransmisores on el sentido clisico  de
1a palabra, =zino que puecden cstar siendo liberados junto con un
newrotransmisor y de esta manera estar modificando el cfecto que
1a sustancia  bLransmisora btuvicra por si sela  (Lundberg vy
Hochfcit, 1983) . Se sabe tambidén gue el cfecto de los péplidos os
do  larga duwracidén (minukos) comparado con ¢} efececlo do los
nourobrsnsni sores cldsicos (segundos o nenos) y esbo pucde sor
otro factor gue modi fique la respucsta en 1o newrona blanco.

La dinorfina es parte de este familia de péplidoz opioides;

para donobkar su exkraordinaria polencia, =zc leo denomind din del
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griege dinamis que significa poder. En <l ilee de)  cobayo  es
apr o madamente 700 voces nds potenl e guo 1o Leou-encofal ine.  Sus
efectos con ecstc lejide son blegucados  complobamcnte por la
naeloxons, pore Ja aparocide afinddsd de la naloxone es 10135 parte
de Ta gne Blogues o e Lew-cnecefalina. ©n ¢l vas deferens  ded
raton, Ja dinorfing cs I veces mds potenle que 12 Lou-oncofaline
(Goldstoin ot a)l, 1979, La dinorfine so coovenbia disheibuidsa
en todo el smistoma norviose central, sungue no de maneres
homogéneca (Hebor y Barchas, 1983). Uno de los zitios con wmAs alta
concentracidn, oz la sustancia negre reticolads (BHFY (Zamic ot
al, 1983).

L.a BHR oz un nicleo cuya parbicipecion en Ya  expresion
mvtora e sido amplismente ostudiada (Dray, 1979 Gawrcia~Mufoz,
1983, Esto micloce se considera un gilio inportante para Ja
zalida de la informacidn procesade on los ganglios bhasasles  tanto
desde wn punto vizlta analémico, como conduchual (Gar wi a~-Munoz
ot al, 19277; Foull y Hehler, 19785 Fabtifo y Garcia-lMuiion, 1985).
Comp ya =o menciond on la inbkroduccién general (seccion  de
eforentes deo la SMR)Y, 1o SHR posee tres cforenteos principal est
e} wmicleo venbro-aedial del bdlamo, ©) coliculo suporior vy 1a
formacidn reticular pontina (Dendiaw et =1, 1978 3 y b; Guyenet rt
al, 1978; Faull y tHehler, 192783, Los cebudios clechrofiziol dgicos
y  bhioquimicos han mostiado que al menos las cforontes nigrales
hacia © coliculo suporior y al ndcleo venbro-medial del  Lé&lamo,
pucdon cn algunos cases, ostar conzliluidas por colastorales de la
misma newronpa (Gndoergon et al, 19773 Deniau ob o al 1978a). El
novw atransmisor  contenido o pstes vias os  inhibidor, se hé

postulando a1 GARN como la sustancia nbilizada (Hagy oF al, 1978

[
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DiChiara ob al, 1979),

Comne = 1E] wenci onado (moocd on do atrabtomi a
correspondi enke ]l czlriaede) la via gztilado-nigy al topresenta

Ta principal aferencias a la SHRYy v wbilicas como novwoby ansmi zores
2l  GABN (Garcia-Munoz ot 21, 1877)4e la Susboncia B (Otsubka
Fonizhi, 1283% y a la dinorfina (Mincen! ol al, 1987 . B zabo
que ol GABA cs el nowotransmizor  dnhibidor  por oxcelencis
(Florey, 1261 5y que la suslancia P es un péptido gue produce
excitaxzidn doe las ncuronas de SHRE (Otsubke Fondzghi, 1983),
Aungue s ha  cstudiado el ofecto doe la dinorfina on olras
reglones tel  cercbro, no so sabe cudl oz su efccto sobre 1a
actividad oléchkrica de las célwlas de 1o SHE, i zichnde oshke
fnucleo wunk de los =zitios con mayor concenliracién del péptido.

En  eske trabajo zc  decidie ecstudiar el cfcclte de Ja
dinor fina sobre la actividad cléctrica de las células do la SHR.

I a hipbtesjs propucsta predice que Jo aplicacidn local de
dinorfine debe disminuir ol patrén de disparo de lags células  de
la 6BHR, Ezlo sc postula porgue on zistewas diforeonbtos, cowe ol
hipocampe se habis estudiado el cfecko de le aplicecidén de la
dinorfina (Drookes ol al, %81, waoskrandosce quc el péphido
disminuye  1s frecocncla de disparo do la mayoria do las  células
estudi adas. ddeonds, ovisten datos de que ocn general los péptidos
hiperpolarizan a las newonas (Barker el al, 19783 iHcoll ot al,

18801) .

o
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B) .~ MATERINL, METODO v FROCEDIMIEMTO.

ar Gnimales v procediwiento de _anestesia.

Se realizaron oxporimonbtos agudos on ratas wacho aibinaz  de
Ya cepa Mizbar, coh pesos entre 250 5y 280 g. Para iniciar la
anestesis oz ardmale:  sc dopositan on un recipiente de plastico
cerrado concclado o wna mangucra por la goue circula halolano
(ICTY (2 0. El ninel de anestédsico so controlae modiante ur
caporizador (Drager) por el gue circulaba wna mezela de D2 - CO2
(PG4 -~ &% respocli vemento).

Uiva JeT aneshegiado el animal, ze 1o praclicd una
traguocostomia y se le fijd una canula pliastica en forma de "Y".
Una galida do la cdnula conceta a la manguera por la gue circula
1a meccla del ancstésico 02-CO02 y la obire salida o un extractor
de wvacio gue ayuda a manlencr constante ol niel  de  ancelesia
(0, 8-0.6%W duwrante ol roegistirod, £1 scedente de  anestesia
expelido por el  apimal s=c pazo 2 un recipiente que  ceontione
acel to minoral  en ©l gque so disuelve el halolano, La
temperatura  corporal  se manbuve a 36-37  gradeos  cenbrigrados

modi ente colechones de agua calicnle cambiados regul armente,

)y~ Cirugia, materiales v eguipo para realizar el  reqistro
pleeirofizielogico.

Cuando  1a inkubacion tragucal so cowplebaba o] aniwal  era
fijado & un spairato estorcolético (David Fopf 7000).

El  yecgizbtro dbvacelular unitariop sg efcchud en la  parte

reticulads de la sustancia negra. €l tirdpano se reelizéd con las
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ziguicnles coordonadas coslorecobisices tomando 1z subw s Brogea
como roforencias postevior S02 wuy latora) -3edS e Fa Larra do

lo= dncisgivos s fijd & —2.5 i,

E1 regizlro fe vrealize con microelcchbrodos do idvio (ol
Systeas  Ine.  Tlo.  &0Z0)  oblenidoz con un estirador de pipolas
(David Kopf modole 700 Ci. Loz clectrodos con ywma pund = do §2
do didmetvo, = Jlenaron con una solucion do oznl do Fonlamina al
2% en accbtale de sodio 0.5 He La dmpedanci= de los cloclrodos fue
de 10-18 Mohms medids 2 100 Hz con wn probador de rozistencias
(Winston Elecoctronicze BL-1GOD), Elvclcctrodo tenia wnido por 1a
punta, aediante pegamento (Loctilo) una micropicta de  inyeccidon
{(zigstema deo doble barvil) (ver zZeccion ). Loz eleckroden  so
introdujoron con un miciromanipulador hidraulico (David bopf o7
W hasta wia profundidad do 7.0-8.% mm a partir de o superficie
cortical, Para llovar o cabo los regisbros conlrol leocazlizados en
Ja SHC, =c tomaron las aizmes coordenadas crleorcoldnicas que para
la SHR exceptusndo ¢l oivel wortical que fue de 6.9 - 7.0 mm.

Fara cl rogisbhro eldctrico se wtilice o1 siguiente equipo
Figura 1Y El microclectrodo de roglistro se coneccta mediante un
Jambt-c de plaka clorurado el cual croa una union no polarizada oy
libro de ruwido con 1o solucidn idndca en el cleclrodo  (Skinner,

127%)., EY  atambre de plalta ze conccla a un proanpli ficador,

antiguaeonts  1lamado "seguidor de calodo”. £l prcamplificador
tiene wuna Jopedancia  do entrada wuy alla falredodor  do oo

Mohmzd, wna ganancio de ano y wna impedancle de selida baja (150
LA

ohing) (Grasg Inzkr., HIP 513 EY . Ezke 3 su oo, ozhkd concchado a

wn amplificador de corvienlte alterna (NG, Girass Instr. & 51} ).

[}
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Los filtros que se wlilizaron cn eslo amplificador Fuoron JOO Mz
para o) do baje froecuencix,  {eshto $ilbro ziv.o pars omover el
componoente & 1lodndolo o Yticrre o Lravdsz del cepocitord? 30 003
Hz  para ©) do olle {rocuencia ¢ dsle cs un civewito  acoplade-NC
que utiliza loas cuslidades dol caepacilor que por lone wna bajo
jmpedanci a para scoiales do slha frecuencia p wna abla jupedancia

pat s frecucncd s

bajas pornile pasar schales do alle frocuencias
rechazando lag de baja frecucnciad. Lo zplificacidn nbilizada

fue  genorazlacnte do 50-100 voccoz. La senal del anplificadaor  so

envio a un osciloescopio (Telkbronix 5113, boa bose de Licmpo del
osciloscopio gencralmonte sc fijé on S mseg/dici=idng valor quo

pormi Lid btonor un panorama complebo del covenlbo regiztrado, adewmds
do incluwir Jo gue socede un poco antes y  un poco dospuds do Ja
eebimilacidn, on cazo necesario,

La sgeal awplificada se conecho Lambién o un procosedor  do

espigas (Digilimer D 130) con un nivel scleccionable de voltaje o

ventana, para digitalicar la senal. Estou es, cada ez gque  una

u

enal  cruzs el nlvel seleccionado se gencra un pulso cuadrado on
2] procesador.  La csenbtana os monditorcada on el oesciloszcupio y
ajustads cuando se requicre. la seial digitalizeds osld coneectada
a una bocina y 8 un conbtador, el cual cada 1,25 =zeg produace un

pulsn eléctrico con un voltaje proporcional ol ndaero de  pulsos

actuinul adoe  en  osze Licmpo. sonal =c envia a wn graficador

il

(Colo~Farmer) para obtener hislogramas de frecucncia.

En  algunaz ocaziones se btomaron fotografias do Ya pantalla
del psciloscopio. La memoriae fluorescente do la panlalls  permite
fijar uno o wadz trazos. Fara ello ze ulilizd upna chmara Teklironix

(C-5CY. EJ} ticmpo de aporbtuwa fue de 2.5 sog. Se wtilizd rollo

A4
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FOOG N8N (Polarold 667) de revelado instanbtinco.

B ddenti ficacion clectrofiziol égica  do laz celul ag
registieadaz come portenecicntes a la peblacidén de le SMR se
ctoectud por s=u Jocalizacion, frocuencia de dizparo , forwa ded
potenciel (Gracc ob wl, 1979, La vorifilcacion finel se realizd
histolégicamenle. E} drea do regizlio s wmarod inyeclando azul
de Fonlbamina conbenido en Ja pipets do vegisliro. Con czte fin se
pasd  al final del exporimento corrvicnbe negabiva ( 001w/ 30-460

mind .

).~ Cirugia, _materiales y eguipo pars pealizar la__estimulacison

de las cferentes nigrales.

ILa egtioulacion fue cfectuada en el nmicleo opkro-uaedial) del
Ldlamo  (WHT) en una seric de ciporisentos, en obra scriec en el
colicula superior (C8) vy finalmente on 1a forwmacion reticu)ar
pantine (FRF) o sea on las eforentes de le SHR (Fowll y  tlelhiler,
1978 ). E) Lrépano =zo realiczo para cada una de Jas eslbructuras eon

las siguicnles coordenadas:

Fosterior Lalboral Vorkical
VT 2.8 - 1.3 - 6.8
Coliculo supoerior T3 - 1.0 R |
FRE 7.7 ~ 1.0 - b.1

Se tomd 2 la subtuwra bregma como punto do reforoncis  para las
mediciones del anteoroposteorior y ol lateral y a la suporficie de
la corteza para la medicion de la vertical. En un grupe piloto

(n=10) se vorificaron las coordenadas ecstorcotdricas.

l.og glectrodos de ecstimwlacion btu.icron Jas  siguienkes



caracterjshicas: bipolarcs Lraencadoz  de AGCr O inmitidable
recubleorto con beflén (Milthuwr D, Drivor Cor. Las  puntas zeo
SCpalaron apravimadenente 1w La  dwpoedancias  de estos
clectrodos modidas on un probador de resislonciae DL-1000 Minston
Electronic Co. fue de 30-50 Eohmz. La dspedancia bawbién se midio

"in silu " dando leclturas quo oscilan en ol misno rango .

Fara Ja esbindlacion ze ubilizé ]l zigujienlo cquipo inkegr a-
do  al do registro proviencnte descrito (Figura 1 033 Cuaando una
ezpiga  csponbianca  cruzaba el nivel de voltaje fijado en o)
procesador de osplgaz, o pulso cuadrado genorasdo, =0 eonvid a un
programador de pulsos (Bigitimer D 00} para indciar uwn cicle do
! seg de duwracion 3 Hz). El programador geonora pulsos o biempos
definidos por el experimentador que girven para  acli.ar obtras
pleras del equipo. Con ol inicieo del ciclo (ticepo coro) so
dispart cl barrido del oveciloscopieo y con un relardo variable (-
20 mseg) sc dizpard el estimddador. El ecstimulador se connctdéd a
ZUURT A Uha unida& de corriente conskanbe (CCUy,  Grass CCU 1 0.
Lo duracidn de los pulsos se ajusld on el estimulador & .2 mseg,
el wolbaje se fijé en el valor neceosaio para lograr wina  zalida
méimzx en la unidad de corrdente constante de 1.5 wh. Esta unidad
s conecld al elechirodo bipolar colecade on @) nacleo A

estimal ar.

di.~ Sustancias.

Se ubkiliz¢ dinerfina 1-92  (Sigma) 50 pil, disuelta en
solucién salina normal (0,2 % ) pH 7.0. En algunocs owperimentos

(n=12) =o administro Liresil-2,5-dh -3H diporfina 12 (fuersham),

8



Figura %.- Fotografia que muestra el arreglo del

microelectrodo de vidrio (A) unido a la pipeta de inyeccion (B).

L.a pipeta de inyeccidén es obtenida en un jalador de pipetas David

Kopf 700 €, Juego se dobla en dnguleo con calor y bajo un

microscopio de luz =e rompe la punta. Se une al wmicroelectrodo

bajto wmicroscopio y se pega con una Qoma especial para vidrio

flLoctite). Parea evitar una separacién en las puntas se deja secar

en una cémara hdimada,



i concontracion 5O nll, disuclla on s=clucidn =alina normal, pH

7.0, Esztog cuporimcnlos so reealizaron con el objelo de confirmar

Ja prescocie do Yo dinorfinas aplics x kravés do Ja pipeta de
inyeccidn (vor scccidn g oméds adelanbtod.

Conw conbkraol zc ulilize naloionz {donada por el . Harion-
Landais, DufFont) disuwella oo solucidn salina normal pH 7.0, a uns
concentraci on de 2.0 mg/kyg de peso, aplicada inbtraperitonealwente
o de 0.2 ug/'kg de poso, saplicada intravenozamente por wmedio de
una canuwda puosta en la vona femoral 4o a una coucenbracion de
Q.02 mg/ml cuando se aplicd localmente por modieo del sistema doe

dobie barril.

@), ~ Procedigiento_para el vedistro exbtracelular en la_ sustancia

NRgr .

En una primors chapa dol disefio cxporimental so localizaba
unz célula que por sus caracleoristices de frecucncia de  disparo,
forma de la cepiga y profundided coincidicra con leg criteriosz
doscrilos on la litoratw a como perlecnccientc & la SR, En up
grupo control critorics similares pero particulares para ¢l caso,
ayudaron  a la idenlificacién de células en la SHEC (Grace et  al,
1979 . Una ver Yocalizaeda la c6lula so procedia a2 regislrar la
frocuencia de disparo basal de 12 nowona nediante <l procoesador
de espigas y ¢l  graficador durante 3 minukos. Despuds  so
aplicabs la dinorfina vy se anolaba ol pomento y la presién usada
en el hiztograma dc freocuencia. Se continuaba  wonhid boreando 1a
frocuencia de dispairo de la célule con cl péptido aplicado por lo

menos 10 minubos wmdz, =zegin lo permiticra la sobrevivencia de Ja

i
-a



tloc"rgon bipolar
10-18 Mohms Azul - hme
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Figuwra 4.~ Diagreaas dol diseRo exporimontal. & oy
actividad uwiilaiica & nivel de la custancis nigra relicu
W acroelectliodu de vidric., Se czliomle cn unc
eiperinentos en el nucleo ventromedi=l del talamo (N
otrea se&ie wt eslismald ¢l coliculo superior  (E:
finalmcntc la formacidn roeticular pontina (O}
naturalessa  antidrémica st voriiicd por la prucbe di
frecuencia kassl do dispore ¢ oregastre duranle

postariormentc sc inyoeld la dinorfina. Lot regich ou f]
la aplicacidn do l& diroga st contindaron por cusnde smunoz 15 miv,
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Figure 7.o- Prucba doe chogue pers coads celrvcture ostdnud ada,
Ly Gopiga cwpunltdineay Gy polencial antidrénicoy 1 susenciz de

Swetencial  enlidr duico (prucba de cotision o choque), T barridor

L pupkl pukelus.




célula,

En  algunpz cuporiwmcnlos adewds do graficsi,  sc graboe 1a
attividad coelular para an andlisis poslorion.
.- Inyeccion del fdrmaco.

Como yva = indicd anbos, la pipeta do inyeccion cslaba unido
por la punte ol eleclrodo de registre, wmodieonte uwn pegamento
especial para idirie ococlite). Ezta pipeoba tenia un difdmelro on
la puanta de eds do 10 um ; ostaba pegado 2 wna  distancia
aprostimade de 300500 wn do la punta del eleclrodeo doe registro
(Figura S). El cleochbrodo do inyecceidn se Jlenaba con el Fhrmace a
probar . =¢ concctaba mediante uwn Lubo flowible de Leflon a  un
apsrato  inyector por un lado, 5 por otro a una llave que
proporciona  adre comprimideo (Picosgpritzer 11, Geneoral  Yalve).
Esto aparalo proporciona pulsps de inyeccidn  de  duwraci én
«ariables 3y Licne un mandeclio para poder regul) s 1a presion de
lao inyeccldén., Sc whilizaron pulseos do 50 mseg do dwecidn, con
presjiones gue cardizbon entre 10-30 pei (Jibraz/pulgsda coadradad.
fntes  de dindcia ¢l exporiacnlo se probab: €l sisteoma de
inyeccion, sc llonabe 1a pipeolta con ¢l féarmaco, zc concclabsa bodo
el mistema do inyeoccidn y se aplicabs une proesidn de S-20  psig
1a aparicidn de wia poguena geta cn le punba del  clechkrodo, =e

observabs bajo ol microscopio.

2.-Reqgistro de  células deg SHE__identificadas antidromicanente,.

Adonds  del regizstro baszal  en la SHE  awnado a)l  cleeto
sitbhsecuonte de la dinerfina , se realicaron otrez experimenlosz en

loe cuales ¢l zikio de proyoccion de esda cdlula inyechada con
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dinorfinas  fne precdamcnle jdentificado (Figura Y. Hiha kb
localizads wne  célala gue cumplia los reoquizilos para sor
considerads cowo  porbonceicnle = 3a o SR, 2o procedia a1 a
cEbiaud acidn del macleo oforonto, gue  on o wne =oric de
eperimchlos =7 fuc el ndclew conlio-medi <1 del bAlame OO,
cn obra =eric 7)) ]l coliondo supcvior (€5 y  finslaente la
formact dn rebicular punling (FRPY (n=73:.

Cuado e registraba wun polencial producido por 1a
cstimul acidn on o)l nncleoe efcrente, 2o evalud el cédracher
antidromico dol polencial, su latencia y sw wabral. Le nsbuwaleza
antidrémica e los potonciale: pro.ocados por 1a esbimuwd acidne
registirades on 1 SHR se probé on ceda coso modl anle le pruecba do
colisién do poltenciales (Mall,  §1968) . E=ta prucba se baza on e}
principio do gue le coincidencia on ¢ tiompo y ©l cspacio do oun
potenci al gque viajs on genbide anbidrowmico y olre espontinco  que

visja on sentido ortodrdéwico, produce lz anuldcidén de ambos

i

potencialos =i dzlog viajan por lao mismas fibra o anon.

w

Faia ofoctusr  osla prucha se ajusbé la  venbana del
procesador  de  cgpigas viswalaenle en el osciloscopio, de  hal
maneyra e une cEpige  csponbdnea que cruzara  este nivel do
voaltaje disparase an pulszo on el programadory  con  uwn relardo
sploccionable.,  En ol osciloscopio, sc veogislréo la pzpiga
espontinea, seguids  del artefacto de esbimdacion » 1a ospigs

antidrdmica. £l reterdeo indcial onbre le cospiga cspontanea .y ol

‘pulsp de esbimuwlacion se fijaba a wn calor aproximadanente 2
VREOE ol de la 1zlencia. £l retardo o a di sminuddo

progresi samenke hagta obgervar la anulacion de la cEpiga



ankiderdmica.

Connpry elrada la nalwaleza  antidrémice del cvenlo, L]
registresba 1y frecucncia basel de disparo por 3 minutos con Ja
ayuda  ded  procezader de espiges y ol graficador, dogpuads se
procedia o aplicar la dinorfina sefaldndose en ol graficador el
momento de  Ya  inyeccion y  1a presion segada. o conbinucba
graficando la frecuencia do disparo de le célula por cuando senos

15 minubos mads.

) .~Verificacidn histoldgica.

Al Final de los experimentos €c procedid a inyocctar azul de
pontaminsg  a traviés del clectrode de registro, wlilizando para
este fin corriente negativa aprorimadamente 0.1 v durante " 3040
minutos. Fostoriormente se sacrifice al ardaxd  apcdiante wuna
sobredosis do anestezia. 5 enbrajo rapidasente ol corebro ¢ =c
fijo sumergidéndolo en un vial gque conbenie formaldohido 21 10 %
y sacarosa al 1 . Cuando mehos Wia semnana  despuds ze corhkd en
wn cridstato (Damon "IEC ) on rebaznadas do 30 umn que sc montaron
en portaoljctos cubicrtos con albdmina de hucvo, 5Se peywmilid gque
ze scearan loz corles on la albidmine uwtilizendo une esbufa
bactoriologica a &0 gradoz conligradeos. La Lipncion e realizé
con violota do cresilo uwlilizendo lee siguiente técnlcay los
cortes B hidrataron en  agua doslilada por i minuto,
posteriormente se  introdujeron en la solucidn de  dolota do
cresilo (O.1é6 %) dwante 30 segundos aprosimadamente, a conbinua-

e

cidén  se deshidrataron gradealmente on alcohol clilice al 70, 9§

y 100 %, =c dejan  aprostimadamenle 15 zeq en cada  selucidn.



Finalmente 2o aclararon con ilol 50 2o wmonblaron ol pesina
sintdtics dituida on wilol. La worificacide lhds=toldgica se
realiza  on <l witroscopio doe los {(Zedssd wbilizande el Allas  de
lonig y Elipol (12&3).

En 1a  sgerie de okperimcnktes on loE  que e realizé
esbimidacidén  antidrémica, el silio do estimulacién Lambidn se
marcd pasando une corvicnhte deo 1.0 @h durante & zog (& mCoud onbe)
a  Liraves ded cleclrodo de cstimuwlacion., Bl zitio do registro se
marcd iguaxl  que on los priaocroe cxporimentos y la béonica

histolégicea fuc Ja mizmo.

o). Merificacidn de la presspcia de la dinorfing.

Cuando =zt utilizéd dinorfine marcada con btritio con el fin de
verificar gi la droge se cstaba inyecctande, ) sibkio de registro
fue  marcado igual que en las ocasiones anleriores 3y el animal
fue  zacri ficado comn s ouplicd previanente. E) cerebro  ze
o tirajo rapidamente y se corbtd con un bisturi ©n la regidn
correspondientoc 2 SHRE. Sc lecalizo el punte azuwl del celorante
gqueo indicaba la zona, en gue se cfoctud ol registiro.
Aprovimadancnte 1 wan alrodedor de 1a cona de regizbro se corte vy
50 puse ch un vial de centelleo gue conlendia 1| ml do NCS. Comp
control y siguicndo los wismos pasos, se exblrajd un blogque del
mismo tamado, de la SMHR conbralateoral al registiro. Los viales se
zsometieron o S0-60 grados centigrados para permibir gque el CHS
dizolviera o} tojido y postoriormento se les agregé JO ml de
tritosel. los viales se guardaron en la ozcuridad por 18 horas,
para disminuir la cantidad de luz absorbida durante la

mand pul aci 6n, antecs de  contarse en un contador de centelleo



liguido., Faia el bekal do cuenlas so wbilize 1w de Ja zolucidn
do dingr fina maercada on oun vial de centellep junto core GHS y la
wivna canlidad whilizads do brilosel.

) e Outorcadiom-afis.

Fara rrealid zar 1a auwboriadi ogr =Fi o, =0 whilizaron
portachjclos de vidrio de 25 X 7S awy  perfectamente lavados
degengrazados, cubiorkoz con una  capa de gelabina  al 0.5 W
diludda en agua deosbilada. A estla gelebine se le agrogd un agente
antfmicotico {azide deo sodio 0.20). Sc permilic  guo 1oz
portaobietes se scecaran anlos de adherirvles los corles.

En une primcra ekapa, ratas Wistar do 250-260 gr de peso, se
sacitd Flearon  con un creeso de ancstesia, ©l cercebro 2o oxtrajo
rapidamente y o pasd a un cricsktateo en donde se reslizaron
cortes  coroneles (10-15 um) a nivel de la SHR.  Los corbes  so
colocaron cn los portachjelos preparados para cste fin y @ se
pusieron a seccar on uwe corrientle de adve frio. Con el objeto de
lavar del  tejide peptidos  ondogeonos, Whe v eI 5CCls oz
porlacbiclos, sc  dincubaron por 19 min 2 temperaluras asbiente en
un buffor brie-HCl G317 M ogue contonia 5O ud de BTR ¢ 100w - de
HaCl 2 pH Taé. l.oz corles 5o lavaron 2 veces mds por S oainutos
en  cada poazion con buffor  Lrig-HCl, pH 7.& & Lowperabura
swbionle. Loz corleos lasados sc dincubaron on una  solucién  de
Lirosid -0 (M -3H-dinor fina (Qwarshamn? 5 nll disuwelba en buffor
triz-Hol, duwranle 20 min & 20 grados conlrigrados. Una  veo
terminada  Ya dncubacion, los corles so lavaron dos  veces  con
buffor triz=-HCl a coroe grados centrigrados duwrante % min en cada

ocasion. Despuids 20 paszaron por  agua deskilada y sc =ecaron en

44



frio (291 grades  ceonbedgradao yaogue el calor  deshace  1a
golatios on o cusal ezbd monlados los cortes. FParo voalizar los
conbreolez, & 1z =olucidn gyee conbtonia & 1= divorfina mareada, e
Je agregd  nadodonn 3 We concontiecidn finsl de 10 @bl En osla

nueyva  zolucion sc incubaron oz o b Glios  conltioles  se

resdizaron seloccionando algunas preoparzciones de las  incubades

tanto con dinorfine fria como won naloiong 2ol a. Una .oz sccas,

50 pasaron 2 .dales de centelleo con §owl de CHS (Naer shamd para

disolver e} teojido, dezpuds zo agrogaron 10 ml de ki besol,  se

slmacenaron on la oscuridad por 24 horas y entoneez so contaron en
un contador de contelleo liguido (Bechmand,

Una wveoz Lterninado ol procediamiento de dncubacidn ;  lavado,
loz ebtros corkos une VO3 EQCOE, S0 Pasarei & un cuarto oscwe
donde so cubricron con la caulsidn  (Hodal: HTRE 3. Una  vez
realizada csla cbapa, los portacbjetoz sc dojaron zeccar ¢ so
almacenaron  on cajas oscuras y on frio dwanbe 3442 somanas.
Concluido ) bicmpo do dwpresion, los cortes zc ro.elasron (Doktol

diluwido 1

1 en agual) ¢y om0 Fijaron con  (fijador lodal).
Fosteriormente z¢  obesorvaron al wicrozcopio de Juz  y fueron
fotografiadoz. Olgunos cortos adyacenlo: s tiveron con violeta
de creeilo.

En una ektapa poglarior, con ol fin de bralar de marcar 26lo
las célwdas de la SHR gue so cestaban regislrandeo y Lrater de gque
la anborvadiografia buviora  wmenes  marca incepeci fica, cl

nperimento  do roegistro se reslizaba de la misma formae descrita
anteriormentc  (b,o) pero en eczbe cazo, como ¢ descvibid on la
seccidn g, la pipeta contenis dinorfina britiasda. Une  ves

obzervado y cuentificado el cfeclo del farmaco  inmediatanenbte se



5

procedia a) secrificio del aniwal con une szobrodesiz Jeo anesbeozia
y el corebro se ooitbras o vépidamsnle,  so pazaba a un criosteto y
ze obtenian corbeos coronales do 30 wble El Lratamicnlo de los
coitlos 4] reslizd como 26 acaba do describir para 1a
sutorradiogirafia,  loz corleg se dejaron alwscohados para la
impresion do lz marca radiactiva en la emulsion. En esta ocasidén
ya que la marca o mdy pota se almaccnaron duranloc & ms0s. S

revolaron bajo les mismes condiciones descriltas anloriormente.

id,—- Egtadistica.

Ser realizaren  prucbaz de o de Student  peara grupos
relacionados, comparando 1s media do los cion datoz de los tros
minuwtos de regiztro basal contra la media dio cien dateoz  despuds
de la eplicacion do dinorfina. Esto sc reslicéd con la ayuda del
REOGE ama estadigbico Siskona Interactivo de findlisis
Bioestadistico (SINDB) pare Ja conpuladora FDR-LE dol Inslitubo de

Fisiologi= Colular.
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Figura B.- Diagraneas tomsdos del nllas de Fonig y Elippel en
donde st muestran on diforntes planocs los sitics doe registro de
mucztiran ol eitic de

&h BhRe LOb Circulos negrow
rgiztre y aplicacidn de la dinorfina. Las estrellas mueestran el
sitiv de registre y &plication de 1o dinorfina marcada con
radicactividad, vy los circulos blancos aucetran ¢l sitic en dondc
st registraron células quo ne medificaron zu patiréen de  divparo
doopuds G o aplicacidn de lo dinoriine.

lag Céludas




C) .~ RESULTADOS.

fecto d dinol na_ e a_sust ia ticu .

Siguiendo 1los criterios descritos en la literatura, se
registraron 30 células como pertenecientes a la BNR cuya
localizacién fue verificada histolégicamente (Figura 8).

Se registrd la frecuencia basal de disparo de las células
durante 3 min, Después se procedidéd a aplicar la dinorfina. 21
de las células registradas (70%) mostraron una disminucién en la
frecuencia de disparo. En promedio la disminucién fue de 53 +
147 con respecto al nivel basal de disparo para cada célula
(100%) .

En algunos tcasos no se observd ningun signo de recuperacion
de la frecuencia basal aidn cuando se registré por tiempos tan
largos como una hora. En otras ocasiones las células mostraron
una brusca disminucion en la frecuencia de disparo y después una
pequeXa recuperacidn sin llegar nunca a su nivel basal original.

El  30% restante de la neuronas muestreadas no presentd
cambios en su frecuencia de disparo (Figura 9).

La latencia desde el momento de la inyeccion hasta el
momento del efecto maximo en este caso fue de 0.7-4.1 min (X%

2.04 + 1.1 min).

L) Efecto de 1a dipnorfina marcads radioactivanente administrads
en_sustancia negras reticulada.

Con el objeto de probar si las células que no respondian a
la aplicacién del péptido estaban recibiendo la droga, o si la
pipeta se habia ocluido en el trayecto, quizd con el aismo

tejido, ase procedié a aplicar dinorfina marcada con tritio. En
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Figura 9.~ Hi;tooramas de 4{retuencia de las células
‘repgistradas an S?R. Se registré 3 min el nivel basal de disparo y
" dospués  (triangulo) se adninistro la dinorfina. €) eje de las
abscieas dndica 3a frecuencia de disparo de la ceélula por
seqﬁndo. €l ejtc de Yag ovrdenadas el tiempo. Se anexan diagramas
de los ﬁ!anos del Ntlas de llonig y Klippel que indican los sitios

de regietro,



este grupo, se registraron 10 células a las cuales se les
administre la dinorfina marcada, se cuantificé su efecto y luego
se verificé la presencia de la marca. En 8 de las neuronas
registradas se encontré radioactividad (486 + ©64 cpm arriba del
blanco) o sea que la pipeta inyecté dinorfina en 83 % de los
casos. De estas células donde se observé radicactividad 6 se
inhibieron y 2 no modificaron su patrén de disparo. For lo tanto
se puede pensar que algunas de las células que no responden si

recibieron la droga, pero no modifican su frecuencia de disparo.

) Efecto de la dinorfins administrada en 1a sustancis negra

Con el objeto de aclarar si el efecto de la dinorfina es
egpecifico para las células de SNR, o0 si en otro tipo de células
ocurria también una disminucidén en la frecuencia de disparo, se
decidié probar la accién del péptido en la SNC. Utilizando el
mismo diseXo experimental se registraron 10 células en este
nacleo. Se utilizaron 1los criterios reportados para su
identificacién y se corrcboré el sitioco de registro con 1la
histologia posterior (Figura 10). 8 células no modificaron su
patrén de disparo cuando el péptido se aplicd adun cuando éste se
inyectd en repetidas ocasiones. En 2 neuronas aumento la
frecuencia de disparo (%55%) con una latencia de 1.57 + 1.32 ain,

(Figura 10).
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) fect a_dinorfina re administr n
neqra compacta.

Tratando de probar si la falta de respuesta en las células
de la SNC era debida a que la dinorfina no se habia inyectado,
también se probé la presencia de la droga utilizando dinorfina
marcada con tritio. S5e realizaron 2 experimentos, en los 2 casos
se encontré marca y correspondid a células que no modificaron su
patrén de disparo.

e fect (] id
administracidn de dinorfina en la sustancis negras reticuwlada.

Con el objeto de estudiar =i el efecto de la dinorfina es
farmacoldgico, se procedié a aplicar naloxona, un antagonista de
receptores opidceos (Pert y Snyder, 1974). El disefo experimental
fue el siguiente: en un primer grupo (n=4) la naloxona se aplicé
intraperitonealmente cuando 1los electrodos se encontraban 1 mm
arriba de la SNR. Después se buscéd una célula que reuniera las
caracteristicas descritas para neuronas de SNR y se le apliceo
dinorfina. En estos casos el efecto del péptido fue de menor
duracién y amplitud vy la célula recuperd su frecuencia basal de
disparo (Figura 11).

En un segundo grupo (n=2), una vez que xe encontré una
célula, se procedid a registrar su frecuencia basal de disparo
por I min y luego se le aplicé la dinorfina, se permitié que el
péptido tuviera su efecto y entonces se aplicé la naloxona por
via intravenosa. En eate caso, la disminucién en la frecuencia de
disparo producida por el péptido fue inmediatamente revertida,
(Figura 11), Hay que hacer notar que la amplitud de la espiga del

potencial de accién se redujo cuando se administréd la naloxona
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Figura '11.- En las figurae A y E se muestra @] efecto de la
apllcucion de naloxona f.p. 0.2 mg/kg de peso 20 min antes dof
experimento. Como se indica con los triangulos, la aplicacion de
19 dinor¢ins disminuyo la frecuencia de disparo, sin embargo el
efecto fue de meror amplitud y de meror duracion. En C primero se
aplice la dinorfina (triangulo) y se obtuvo un claro efecto en 1»
frecuencia de disparo, dospués cc aplictd la naloxona (flecha)
0.02 mg/kg de peso {.v. y el efecto se revirtié. En D se muestra
1a dieminucién en e) tama®o de la espiga después de la aplicacidn

de 1a nalouona.



por via intravenosa (Figura 11 ); posiblemente el mismo efecto
ocurrid con la administraci6n i.p. pero como ésta se hizo previa
al registro no se pudo observar.

En dos ocasiones, utilizando un sistema de tres electrodos,
2 de inyeccién y uno de registro, se inyectd naloxona localmente
después de haber administrado dinorfina, en estas dos ocasiones
también se revirtié inmediatamente el efecto inhibidor de la

dinorfina.

) Ef r
reticulada.

Se realizaron 3 experimentos en los cuales utilizando 1los
electrodos de doble barril, se registrd la frecuencia de disparo
basal de células en SNR y después se administré solucién salina
normal (0.9 % NaCl) pH 7.0 a diferentes presiones (5-20 psi).
Esto se realizé para probar si el efecto era debido a un
artefacto mecanico. Se encontré que la frecuencia de disparo de
1as células muestreadas no mostré modificaciones, por 1o que se
puede pensar que los cambios obtenidos con la inyecéidn de la

droga no son un artefacto fisico debido a la adicion del liquidoa.

R _Efecto de 1a dinorfina en la SNR adminintrada ¢ celulas de
eroyeccion taldmica.

Se registraron 9 células como pertenecientes a las eferentes
nigrales hacia VMT. Una ver que se probdé la presencia de un
potencial antidrémico (figura 12) y se realizé exitosamente 1la
prueba de colisién, se tomaron las mediciones de latencia,

corriente umbral vy tiempo de choque. Se procedié entonces a
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registrar el disparo basal de la célula y el efecto de 1la
dinorfina. La latencia promedio fue de 3.5 + 1.05 ms. Este valor
se tomé como el tiempo existente entre el inicio del artefacto
de estimulacién y el inicio del potencial antidrémico (ver
abajo). La corriente umbral promedio fue de 13B0 + 620 UA ¥ &e
definid como la minima corriente necesaria para producir un
potencial antidrémico en el 100 % de los casos. El tiempo
promedio de choque fue de 2.5 + 0,6 ms. Se consideréd como tiempo
de choque el retardo minimo entre el potencial espontineo y el
inicio de la estimulacién, que lleva a la desaparicién del
potencial antidrémico. La velocidad de conduccién de las
fibras, en promedio de 0.98 m/seg, fue calculada como se indica
en la Figura 15. Hay que hacer notar que este valor es relativo
ya que el axén no proyecta en linea recta.

Las células de proyeccién taldmica mostraron una disminucidn
promedio en la frecuencia de disparo de 25.48B #+ 10.22 %
consideradas como un S6lo grupo. S5in embargo la poblacion swse
puede dividir en 3 grupos: 1) células que muestran una
disminucién en la frecuencia de disparo mayor al 30 % que en este
caso es el 33.33 % de los casos 2/9 2) un segundo gQrupo que
presenta una disminucién entre 15-30 %} aqui se agrupa la
mayoria de los casos (44.4 %) 4/9. 3) agquellas que no presentan
cambios en la frecuencia de disparo 2/9 (22.2%) (Figura 12 vy
Tabla 1),

Hay que hacer notar que quizd esta %sea una divisién
arbitraria, obtenida meidnate el procesamiento estadistico de los

datos, y que en realidad se pudiera decir que s6lo existen dos



poblaciones de célulae, las que muestran una clara disminucién en
la frecuenica de disparo como respuesta a la aplicacién del
péptido vy otra pablacién que no responde cuando se administra la
dinorfina. Sin embargo, las graficas y la estadistica parecen
sefalar la presencia de un grupo que responde en menor medida al
péptido (Figura 12). La latencia para notar el efecto méximo de
la accién del péptido en aquellas células que responden al

péptido ex de 1.88 + 1.64 min.

h) Efecto de la dinorfina en ENR en células de proveccion tectal.

Siguiendo el mismo diseRfo experimental que se utilizé para
la estimulacién en WVMT y el registro en SNR, se procedid a
estimular otro de los nicleos eferentes de la SNR, el coliculo
superior. 8Se registraron 7 células como pertenecientes a la via
nigro-tectal que en promedio presentaroﬁ una disminucién en 1la
frecuencia de disparo después de la aplicacién del péptido de
30.29 + 146.8 % con respecto a la frecuencia basal. Como en el
caso anterior la poblacién se puede dividir en tres tipos, el 42,
B8 7 de la poblacién 3/7 presenta una clara disminucion, la cual
como en el caso anterior corresponde a células con una inhibicion
de mis del 30% con respecto a su control basalj otro 42.8 4 3/7
una disminucidon media (15-30%) y un 14.2 ¥ de las neuronas /7
no pressntan una disminucién apreciable (Figura 13 y Tabla 1),
Hay que hacer notar que los promedios se tomaron como el punto
en donde we presenta la méxima disminucién después de 1la
administracion de la dinorfina.

Los potenciales antidrémicos tuvieron una latencia de 4.52 +

2.51 mseg, un tiempo de choque de 4.83 + 1.33 mseg y una
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corriente umbral de 730 + 320 uA. Las fibras presentan una
velocidad de conduccidén de 1.05 m/seg.

La latencia, tomada como el tiempo desde el inicio de 1a
inyeccién, al momento del efecto miximo en estas células fue de
3.2 +_1.77 ain.

() Efect e la di ¢ SNR $1ul ! i g
formacidén reticular pontina (FRP).

Con los mismos criterios ya sefalados, se procedié a 1la
estimulacion en el nicleo de la formacidén reticular pontina (FRF)
otro blanco eferente de 1a ShR.

Se registraron 7 células que presentan una disminucién
promedio de 35.47 + 13.88 %. Los resultados también se pueden
subdividir en tres tipos, el primer grupo corresponde a las
células que presentan una disminucién de mds del 30% con respecto
a su basal y que correspondié a un 42.86% de la muestra (3/7),
otro grupo que presenta una disminucioén poco notable (entre 15 vy
30% con respecto a su basal) y representa 28.57 % de la poblacién
{2/7) y un tercer grupeo que no presenta cambios notables (con
disminuciones de menos del 15% de su frecuencia basal) y equivale
a 28.%57% de la poblacién 2/7 (Figura 14 y Tabla 1),

La latencia promedio fue de 4.86 + 1.77 mseg, el tiempo de
choque de 4.57 + (.62 mseg y la corriente umbral de 390 <+ 90
UA., La velocidad de conduccién correspondié a C.57 m/seQ.

€1 tiempo que tomo el péptido en actuar desde el momento de

la inyeccidén hasta el momento de su madximo efecto fue de 2.86

1+

1.96 min.

Hay que hacer notar que en todas las células del grupo A, o
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sea aquellas que responden a la presencia del péptido
disminuyendo su frecuencia de disparo en mds del 30%, la taza
inicial de disparo nunca se recupero, aun cuando en algunos casos
se registro hasta una hora. En las células del grupo B, que son
aquellas que disminuyen su frecuencia de disparo entre 15-30%
cuando 3se aplica la dinorfina, el retorno al nivel basal de
disparo es variable, pues algunas incluso aunque se recuperan un
poco no retornan totalmente al nivel inicial.
- fia.

Existieron diversos problemas para realizar la técnica.
Aunque se obtuvieron algunos cortes y algunas fotos, éstas no son
todo 1o bueno que se quisiera, pues al parecer aunque existe mis
"fijacion" en el 4rea de la S5NR, el '"ruido de fondo" es
bastante intenso en todo el corte en general. En otros cortes
existié el problema del grosor y de la actividad especifica,
pues las preparaciones eran bastantes gruesas para la técnica
(6-12 uM) y la dinorfina utilizada tenia muy poca actividad
especifica por lo que al revelar la preparacién, casi no se pudo
apreciar el sitio de fijacién, sin embargo se adjuntan algunas
fotografias. Existe un analizador de marca para autorudiogrdna
1l1amado Computer Assistant Densiometer, en el cual los cortes con
ruido de fondo pueden ser analizados y se puede obtener una
lectura de la marca fijada a un sitio particular habiendo restado
toda la marca inespecifica. 8in embargo, en el caso particular de
esta tesis, el aparato no estuvo a la disposicion del proyecto.No
se pudo continuar perfeccionando la técnica, pues la fdbrica que
marcaba el péptido (Amersham) dejé de producirlo, siendo la dnica

compa®ia que fabricaba dinorfina marcada.
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onduccion de las fibras nigro-talamicas, nigQro-coliculares vy
:}tdro-FRP se obtuvo mediante el cAlculo de la distancia entre el
sitio de estimulacién y el de registro, tomando en cuenta las
_loordenadas experimentales anteroposterior (AF), lateral (L) vy
~T‘ft‘¢ll (V). Para el cdlculo del calibre de estas fibras ase
finplno la férmula corregida de Gasser . Ge ejemplifica con los

:?atdp qbtnnidol para la via nigro-talamica.




DISCUSION.

De acuerdo con los resultados obtenidos, cuando la
dinorfina se aplica localmente en células de SNR, un 40 % de
las neuronas muestra una clara disminucién en la frecuencia
de disparo, presentando ademas la caracteristica de que en
los casos en que las células se registraron hasta una hora,
nunca recuperaron su nivel basal de disparo. El 30 %
restante se divide en aquellas células que presentan una
pequefa disminucidén y las células que no modifican su
frecuencia de diiparo. En la prueba de inyeccién con
dinorfina marcada, en un 83 % de los casos se encontré que la
droga se inyectaba, esto nos permite afirmar que existen
células gque aun habiendo recibido el péptido no responden.
Estos datos quedaron mas claros al realizar los experimentos
registrando las células que previamente se habian
identificado antidrémicamente como perﬁenecientel a alguna de
las eferentes de la SNR. Agui también =@ observée la
existencia de 3 poblaciones de neuronas, dependiendo de su
respuesta al péptido, encontrandose una poblacidén que
claramente disminuye su frecuencia de disparo con la
dinorfina, perteneciendo quiz4d a las células con receptores
kappa, una segunda poblacién que presenta una respuesta de
menor duracién y amplitud siendo quizé células con recpetores
mu para los que la dinorfina tiene menos sensibilidad, y una
tercera poblacién que no modificd su frecuencia de disparo
con la presencia de la dinorfina (Young et al, 1986) . Al

aplicar naloxona, gque es un antagonista de receptores

e W




opiéceos, (Goldstein et al, 1979} se obtuvo en el 100% de los
casos, una reversién clara del efecto del péptido, esto
indica que la dinorfina aplicada estd actuando en las
ct¢lulas de SNR a nivel de receptores (Corbett et al, 1982).
Con 1los datos anteriormenté citados es posible postular
que el efecto de la dinorfina en las células de la BNR es

farmacol égico.

El método de inyeccién por presién de aire, permite la
aplicacién local de la sustancia a probar, sin alterar en
general los pardmetros eléctricos de la célula al ser
inyectada la droga con corriente, como por ejemplo sucede con
la iontoforésis, sin embargo, en algunas ocasiones la presion
empleada empuja a la célula lejos del electrodo de registro o
1a dafa, presentando también el problema de la obstruceion de
la pipeta de inyeccién durante el trayecto hacia el sitio de
registro. FParece importante discutir agui la désis de
dinorfina empleada, al principio se decidié probar la
inyeccién de 50 nM, cuando se noto que el efecto era de larga
duracién y amplitud, camo un ensayo se redujo la
concentracion de dinorfina a 50 pM, como adan con esta pequefia
concentracidn se continuaren notando los sfactos del faérmaco
se decidié segQuir el protocolo con esta désis, sin embargo es
evidente que la realizacion de una curva désis-respussta

hubjera sido ideal.



1. Fosibles efectos farmacoldgicos de la dinorfina y la

naloxona.

For otro lado, sobre los efectos de la dinorfina en la
SNR es posible pensar que la disminucidén en la frecuencia de
disparo de las células se pueda deber a una
hiperpolarizacién de la membrana de estas neuronas. Esto es,
que el péptido pudiera estar desplazando el potencial de
reposo de la célula a niveles mas negativos, produciendo asi
el que sélo con depolarizaciones mayores se pueda alcanzar
el umbral de disparo del potencial. Se padria decir que la
célula en estas condiciones es "menos excitable".

Existen datos de que los péptidos, en general
hiperpolarizan a las neuronas (Nicoll et al, 1980), esto
podria dar uwna indicacién acerca de la razén de la
disminucién en la frecuencia de disparo de las células de la
SNR con la dinorfina, aunque seria necesario realizar una
investigacién para poder aclarar el punto, pues durante los
registros realizados para este trabajo no se midid el tamaRo
de 1a espiga antes y después de la aplicaciéen del péptido,
una indicacidn de la posible hiperpolarizacién de las células
seria un aumento en el tamado de la espiga después de aplicar
la dinorfina. Ahora bien, existe ademés la observacion de
que la aplicacién de naloxona disminuye el tamaio de la
espiga, y aumenta la frecuencia de disparo, tanto en las
células que previamente habian sido sometidas a la accion de
la dinorfina como en neuronas controies, sin la presencia de

ningun otro farmaco. Este resultado se ha repor tado



previamente para células de dopamina (Hommer, et al, §1983) y
se postula que estando las neuronas inhibidas ténicamente
cuando se administra la naloxona se abole la inhibicidén, vy
subsecuentemente se reduce el tamafo de la espiga. Esto
podria reforzar la idea de que las células s0n
hiperpolarizadas por 1la dinorfina, aungue 1la manéra de
probarlo es realizando experimentos de registro

intracelular.

2. El efecto de la dinorfina es prolongado.

Fartiendo del hecho de que la dinorfina disminuye la
frecuencia de disparo del 40% de las neuronas de SNR , llama
la atencién el largo tiempo que dura el efecto del péptido, y
aunque se ha postulado que las proteasas degradan répidamente
a los peptidos, el efecto que se observé al realizar este
trabajo experimental fue que la disminucion en la frecuencia
de disparo era de larga duracién. Esto se puede aclarar con
los experimentos realizados por Garzén et al (1984) en donde
se incubd la fraccion sinaptosomal P2 con naloxona tritiada
por 30 min. Yy depués se agregé dinorfina y se midié cada 5
minutos la naloxona fija remanente . Ellos encuentran gque a
los 30 min la ICS50 de la dinorfina 1-13 es 20 nM. Aunque se
ha descrito un rdpido metabolismo del péptido “in vivo", la
persistencia de la inhibicion es muy grande., En el trabajo
sefalado arriba se hicieron estudios en los cuales la
fraccion P2 sinaptosomal se incubé con dinorfina marcada’

con tritio por 20 min, después las fracciones sinaptosomales



son lavadas y centrifugadas é veces en buffer y resuspendidas
en un medio con un potente agonista marcado. Se encuentra que
compar ado con el pegado en el grupo control (<110 +mol/mg
pegado) las membranas sometidas a la dinorfina casi no
permiten que se pegue agonista (5 fmol/mg pegado).

Fara explicar el hecho de que la inhibicidén producida
por la dinorfina sea de larga duracidon BGarzén y s8u grupo
proponen tres mecanismos: 1) la dinorfina se disocia muy.
lentamente de su receptor permanenciendo pegada y activa
después de que el ligando libre es degradado, 2) la dinorfina
induce cambios de larga duracién en el receptor, que
persisten después de la disociacién y degradacidén del péptido
y/o0 3) la dinorfina libre permanece en altas concentraciones
en el microambiente que rodea al receptor. Aungque ain nho se
puede distinguir entre estas posibilidades, la primera
hipdtesis parece ser la miés consistente con la lenta
velocidad de disociacién del péptido establecida en
experimentos realizados por este gQrupo. También pareceria
estar de acuerdo con el aparente efecto no-competitivo del
péptido encontrado en los estudios de pegado (Barzén et al,

19684) .

X. Receptores a la dinorfina.

Por qué existen algunas células que no responden?. Una
posible explicacién de este hecho podria deberse a la
presencia en las células que responden de receptores kappa vy

a su ausencia en las que no responden. Young et al (1986)

S



realizando estudios de pegado, proponen que en tejidos ricos
en receptores kappa la dinorfina se liga fuertemente, pues es
su receptor natural, sin embargo en tejidos con baja cantidad
de receptores kappa, como es el cerebro de rata, la dinorfina
no solo se liga a su receptor especifico sino que también se
une con bastante afinidad a recpetores de tipo au. Esto
también podria explicar poque algunas célulias responden de
forma mas evidente al péptido, serian aquellas que tienen el
receptor kappa, las neuwronas que tienen una respuesta de
menor intensidad y duracién serian aguellas que tienen
receptores mu en donde también se estaria uniendo la
dinorfina, y aquellas células sin respuesta no tendrian
ningun tipo de receptores opidceos. También es posible que
estos receptores existan en dos estados de afinidad, una alta
y otra baja, como se ha visto en el receptor D2 de dopamina
(Creece, 1982) por 1o que 1las células que muestran sélo una
ligera disminucién en 1la frecuencia de disparo podrian
contener solamente receptores kappa en el estado de baja
afinidad. Una posibilidad que hay que contemplar es gque
la concentracién de dinorfina empleada en el trabajo de tésis
sea mds baja que la constante de afinidad del receptor por el
péptido. Garzén et al (1983) reportan que la IC S0 del
péptido es 20 nM, por lo que casi se podria descartar la
posibilidad de una interaccién inespecifica o débil sin
embargo hubo casos en los cuales la dinorfina se administré
repetidamente (Figura 16) teniendose por lo tanto un efecto

de suma en la concentracidn de dinorfina aplicada a una
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Figura 16.- Histogramas de frecuencis de células registradas
en 1a SNR, que fueron sometidae a variac aplicaciones de 1la
dinorfina., Como se puede observar, algunas rcponden claramente al
péptido (B), =in embarao otrae parecen no modificar su ffecuencia
de ﬁéscarga (A). Loe trianguwlos indican el eaomcnto de la

inyeccién y la precién usada en librac/pulgada cuadrada,



célula. En varios casos las neuronas que recibieron repetidas
aplicaciones del péptido no respondieron con cambios visibles
en la frecuencia de disparo, pero en Aalgunos casos Si
disminuyeron su tasa de disparo, en estas células el fendémeno
se podria explicar por el concurso de receptores diferentes a
los kappa, quizd receptores mu, que como ya se dijo antes
tendrian menor sensibilidad por la dinorfina y por 1o tanto
se necesitaria una mayor cantidad del péptido para tener un
efecto. por dltimo las células que no muestran ningun efecto
con la administracién de dinorfina podrian no tener
receptores para ningun tipo de opiaceos.

Hay que destacar que dentro de la sustancia negra, el
efecto de 1la dinorfina parece ser especifico para la zona
reticulada, ya que cuando el péptido se aplicé en la zona
compacta, en 8 casos no hubo modificacidén al patrén de
disparo de las células, y en 2 casos hubo aumento de 1la
frecuencia de disparo, quiza4 debido a que el péptido produio
un efecto neto de excitaciéon al inhibir a las células qque
agtaban inhibiendo a las neuronas de la zona compacta . El
caso en el aumento en la frecuencia de disparo nunca sucedié
en la SNR. Esto parece més claro si pensamos que es a la zona
reticulada a donde llega la inervacién estriatal que contiene

dinorfina (Vincent et al , 1982).

4. Dinorfina, un modulador o un neurotransmisor?.
Un punto importante cuando se habla de péptidos dentro
del sistema nervioso central es la discusién acerca del papel

que Jjuegan, Yya como neurotranamisores en el sentido clasico




de la palabra, ya como moduladores. En general se puede decir
que una de las diferencias entre péptidos y transmisores es
que el efecto de los péptidos es de larga duracién (minutos)
comparado con los transmisores, (Lundberg y Hokfelt, 1983).
En un trabajo de Barker et al (1978) en que se prueba 1la
modulacién que ejercen las encefalinas sobre la transmision
de glutamato y glicina en neuronas en cultivo de la médula
espinal, se propone una interesante diferencia entre
transmisores y modul adores. Se dice que los
neurotransmisores estan involucrados en una activacién breve
de una conductancia a iones especificos acoplada a un
receptor que es independiente del voltaje. Estd conductancia
cambia momentdneamente la excitabilidad de la membrana. La
aplicacién sostenida del ¢transmisor lleva a wna répida
inactivacion de la conductancia acoplada al receptor a través
de un fenémeno conocido como desensibilizacién. En cambio la
interaccién de los péptidos con la membrana postsinaptica
puede sger atribuida a un efecto neurohormonal de los
péptidos. Esta forma de comunicacién involucra una regulacién
de larga duracién de 1la conductancia dependiente [ ]
independiente de voltaje en cé¢lulas especificas por los

péptidos liberados .

5. Coliberacion con GABA.

Es importante sefalar que la mayor parte de los

neurotransmisores que coexisten o se coliberan lo hacen con
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péptidos.  Por ejemplo en el tadlamo del gato el GABA y la
somatostatina coexisten o también coexisten CCK y dopamina en
el 4rea ventral tegmental de la rata (Lundberg y Hoekfelt,
1983).

Con estos antecedentes es posible suponer uwn papel
modulador de la dinorfina en el sistema estriado-nigral,
quizA modificando el efecto del GABA. Es necesario hacer
notar que aunque los somas GABAérgicos y dinorfinérgicos del
estriado no parecen ser 1os mismos, pues la via de GABA
procede del estriado caudal y parece ser que la de dinorfina
de la parte anterior del estriado (Vincent et al, 1982)
tanto el aminocdcido como el péptido se comportan como
inhibidores, siendo 1la inhibicién producida por la dinorfina
de larga duracidén., Seria un problema interesante el tratar de
aclarar, ®i el GABA y la dinorfina se liberan por la misma
via y en células comines, de esta manera la dinorfina podria
acentuar o prolongar la accién inhibidora del GABA.

Con respecto a la posible interaccién de la dinorfina
con el GABA vale la pena mencidnar el trabajo de Garant vy
BGale (1984) en el cual encuentran que la neurotransmision
mediada por GABA en la SN puede ejercer una accion
anticonvulsivaj cuando administran bicuculina intravenosa en
ratas observan que la infusidén de muscimol en la SN reduce
significativamente las convul siones. Este y otros
experimentos confirman hallazgos anteriores del mismo grupo
en los cuales la inhibiciéen de neuronas de la SN puede abolir

las convulsiones inducidas por la bicuculina. Se sabe que



cuando sSe aplican agonistas de GABA a la SN se inhiben las
neuronas y las eferentes del nucleo (Dlianas et al, 1978).
De acuerdo con estos datos parece ser que la facilitacién
ejercida por 1la SN en las convulsiones afecta mas la
propagacién de éstas que la iniciacién de las mismas, esto &€
desprende de los resultados obtenidos cuando al aplicar
estimulos convulsivantes restringidos a la 8N , éstos no
provocan convulsiones mientras que cuando se aplica muscimol
intranigralmente no cambia 1la latencia de los sintomas
iniciales de la actividad epiléptica. Todo esto pareceria
indicar que las eferentes nigrales ejercen su influencia en
el mantenimiento o en la propagacién de la actividad
epiléptica generada en el cerebro. Tomando en cuenta los
resultados obtenidos en esta tésis, y el hecho de que las
células que reponden a la dinorfina forman parte de las
eferentes de la 8NR, podria pensarse que el péptido pudiera
actuar como anticonvulsivante con la ventaja de tener una
accién prolongada. En un articulo anterior (1985) de lom
mismos autores, sefalan que la infusién intranigral de
dinorfina 1-17 la cual se une fuertemente a receptores kappa
no porporciona proteccién contra las convulsiones producidas
por electroshock, sin embargo la infusién de dinorfina 1-13
que e& menos selectiva para los receptores kappa, y que es
degradada a metabolitos como la Leu-encefalina, si tiene
accidn protectora contra las convulsiones, pues ' sus
metabolitos tienen alta afinidad por los receptores mu, que
serian los directamente involucrados en la proteccion contra

las convulsiones.
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Aqui es conveniente mencionar que existe una
considerable evidencia farmacoldégica del papel que desempeRan
los péptidos opioides en el control de la ingesta de comida y
agua . Se ha mostrado que las drogas que atctuan como
agonistas a los receptores kappa producen hiperfagia (Jackson
et al, 1985, 1986) Gosnell et al (1986) administraron
intracerebroventricularmente dinorfina 1-17, D-ala MePhe Gly-
ol encefalina vy D-ser, leu encefalina, peptidos que se
postulan como agonistas de receptores kappa. mu y delta
respectivamente. Los tres péptidos estimularon la ingesta de
comida, pero la dinorfina estimuld este comportamiento a
désis mas bajas que los otros peéptidos vy la magnitud del
efecto fue mucho mayor (Gosnell et al, 1986).

Resulta interesante discutir los trabajos de Przewlocka
et al y Przewlocki et al (1983) quienes reportan que la
dinorfina muestra una significativa accidén anticonvulsivante
en contraste con otros péptidos, ademds la inmunoreactividad
a la dinorfina aumenta cuando se producen estimulaciones
subumbrales repetidas en 1la amigdala del conejo . La
administracion de dinorfina protege al animal de convulsiones

clénicas, siendo éste efecto antagonizado por la naloxona.

En este mismo contexto son relevantes las observaciones
de Herrera-Marchitz et al (1984) quienes dado el paralelismo
existente entre GABA y dinorfina en la via estriado-nigral vy
de la posible co-localizacion de las dos sustancias, comparan

los efectos obtenidos con la inyecidén intranigral de GABA o
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de dinorfina. El GABA induce una rotacién contralateral muy
intensa pero de corta duracién mientras que el efecto de la
dinorfina es de una hora. Esto podria atribuirse a un
fenémeno de cooperacidn entre un neurotransmisor clasico vy
un péptido, semejante al observado en el sistema

periférico por Lundberg y Hoefelt (1983).

Por otro lado, Faden y Jacobs (1983) encuentran que la
infusién intratecal de dinorfina 1-17 provoca pardlisis
flacida de los miembros superiores, relacionada con la dosis
del péptido administrado. Esta pardlisis se presenta entre
los 4-8 min de la infusién de la dinorfina y es completa vy
espontineamente reversible. 8in embargo el efecto se
prolongté hasta por 2 dias. Tal vez la dinorfina intratecal
esté influyendo en las eferentes de la SN, en este caso en la
- salida del colicﬁlo superior, gue segin reportes de Deniau et
al (1978b) puede estar relacionado directamente con
motoneuwronas. Se ha encontrado alta inmunoreactividad a 1a
dinorfina en las porciones ventral y dorsal de la médula
espinal (Zamir et al, 1983). La aplicacion de la dinorfina A
intratecalmente produce efectos antinociceptivos dependientes
de la ddésis cuando los animales son sometidos a pruesbas
conductuales como el retiro de la cola al aplicar calor y la

flexion de 1a cola al aplicar presién (Herman et al, 1984).

&, Interaccioén con dopamina,
Aqui es importante comentar los trabajos de Walker et

al, (1987) quienes encuentran que la morfina incrementa los
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niveles estriatales de DOPAC mientras gque un agonista
especifico para receptores kappa el US0,488 causa una
disminucidn en la liberacién de dopamina en el caudado,
sugiriendo una disminucién en la actividad de la dopamina.
Los resultados de este trabajo son consistentes con la
posibilidad de que los opidceos modifiquen el comportamiento
motor, al menos en parte, por su accidn en células de
dopamina de la SN. Hommer y Pert (1983) encontraron que 1la
morfina administrada por iontoforesis inhibe una clase
especial de neuronas de la SNR que pueden ser células
inhibidoras. Los autores especulan con el hecho de que
péptidos parecidos a la dinorfina puedan ejercer su accidén en
el caudado a través de receptores kappa en este nicleo, en
donde s ha encontrado. gran cantidad de este tipo de
receptores, con la sustancia P actuando principalmente

postsinapticamente,

7. Interaccién con la sustancia F.

Al mencionar a la suastancia F es importante comentar el
trabajo de Collingridge y Davies (1982) en el cual se aplica
sustancia #, sulfato de morfina, Met-encefalina y GABA
mediante iontoforesis en la SNC y SNR y se rnqil;ra la
actividad extracelular. La aplicacidén de sustancia P o
morfina en neuronas de SNC no modifica el patrén de disparo
aunque excita sin embargo al 50% de las células muestreadas
en SNR. ta Met-encefalina no provocd cambios cuando se

aplicé en BNC e inhibié al S50% de la poblacidén muestreada en
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ENR., Para explicar la activacién del sistema nigro-estriatal
observada cuando se administra local o sistémicamente morfina
o sustancia P se podria proponer que la accién de estas
drogas puede ser mediada indirectamente, posiblemente en SNR,
en donde la sustancia P y la dinorfina podrian estar actuando
sobre un misme tipo de neuwronas. Tal vez la dinorfina padria

estar regulando el efecto de la sustancia P o a la inversa.

En este contexto hay que citar nuevamente a Herrera-
Marchitz et al (1984) quienes discuten la paosibilidad de que
la estimulacién del metabolismo y la liberacion de dopamina
por el GABA sea mediado por neuronas inhibidoras tal vez de

dinorfina en la 6NR como propusieron Grace y Bunney (1979).

Bobre la posible interaccién de dinorfina y sustancia P
es muy importante discutir el estudio de Nylander y Terenius
(1986) en el cual se administré cronicamente durante 10 dias
dosis de haloperidol a un grupo de ratas y de clozapina a
otro grupo, las dos son drogas neurolépticas. Encuentran que
en la sustancia nigra, no ocurre ningin cambio significativo
en los niveles de dinorfina con el tratamiento de
haloperidol, sin embargo los niveles de sustancia P estén
diasminuidos., En el grupo que recibié el tratamiento de
clozapina, los niveles tanto de ia dinorfina como la
sustancia P estan elevados. En el estriado el tratamiento
con haloperidol disminuye el nivel de dinorfina ligeramente,
y no afecta a la sustancia f, la clozapina no modifica el

nivel de dinorfina, pero incrementa el nivel de sustancia P,
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De sus estudios en el globo pdlido y el hipocampo Se puede
concluir que el efecto mds prominente de los heurolépticos es
en el estriado y la sustancia nigra. 8in embargo se puede
apreciar que 1los dos sistemas de péptidos (dinorfina vy
sustancia FP) estan afectados diferencialmente después de
interferir con el sistema dopaminérgico. Rl parecer el
haloperidaol sélo disminuye los niveles de sustancia P en la
6N, sin afectar los niveles en el estriado, indicando que el
bloqueo de los receptores de dopamina incrementa la actividad
de las neuronas de sustancia F causando la deplecién del
péptido en la terminal. Los niveles de dinorfina en el
estriado y en la SN no fueron afectados.

La clozapina tuvo un efecto diferente al haloperidol, la
diferencia de la accién de la clozapina puede radicar segun
los autores en la alta actividad anticolinérgica de la
clozapina comparada con el haloperidol o en diferente
sensibilidad del receptor. Esto hace interesante la relacion
gntre dinorfina y clozapina, pues la clozapina es un
neuroléptco no cataleptogénico y clinicamente produce pocos o
ningun efecto colateral extrapiramidal comparado con el
haloperidol, por lo que la influencia divergente de la droga
en el sistema de péptidos de los ganglios basales es de gran
interes. La dinorfina una vez més puede estar jugando un
papel de gran importancia en la regulacién de los efectos
motores colaterales en el tratamiento clinico con
neurolépticos, pues de acuerde a los resultados presentados

en este tésis la dinorfina parece que di sminuye la
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excitabilidad de las neuronas de la SNR, por lo que este
seria otro punto a tomarse en cuenta en futuros andlisis de
las drogas usadas clinicamente en el tratamiento de sindromes

motores.

Un problema importante que deberd tratar de resolverse
es el definir 1la interaccién de la dinorfina con la
sustancia P, o aun mas complejo, una interaccién entre
sustancia P, GABA y dinorfina. Una forma de tratar de
dilucidar si 1la dinorfina es un modulador © un transmisor
quizd sea probando el efecto de la dinorfina, habiendo
bloqueado los transmisores GABA y sustancia F con
antagonistas especificos. Esto sélo se podria llevar a cabo
utilizando rebanadas, a las cuales en el baRo de perfusion se
les puede agregar tanto los antagonistas, como los péptidos.
En estas condiciones podria registrarse en una célula de SNR
el efecto de 1a dinorfina, y agreagar al bafo GABA vy
dinorfina para ver si hay efectos sumatorios y prolongados vy
comparar posteriormente con el efecto obtenido con la
dinorfina sola. Lo mismo se podria hacer con la sustancia P,
Frobablemente de esta manera se podria dilucidar si la
dinorfina estd teniendo un efecto de potenciacién, respecto
al efecto normal del GABA o tiene un efecto totalmente
distinto.

También seria importante tratar de aclarar la posible
regulaciéon ejercida por otros neurotransmisores socbre la
transmisién de dinorfina. For ejemplo, Li et al, (1986)

proponen que la dopamina mediante la via nigro-estriatal
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ejerce una regulacidén sobre el metabolismo del peéptido. La
inyeccidn de apomorfina incrementa de una manera dependiente
de la désis, la inmunoreactividad al péptido en el estriado y
la sustancia nigra. Tal wvez también podria existir una
regulaci én de las neuronas colinérgicas interestriales sobre
las células de dinorfina.

Herrerera—Marchitz et al (1984) llevaron a cabo estudios
farmacol 6gi co~conductuales, inyectando el péptido
estereotaxicamente en la SNR. Observaron que la aplicacidn de
dinorfina porduce giro contralateral dependiendo de la désis.
Sin embargo, cuando el agente liberador de dopamina, D-
anfetamina, es inyectado subcuténeamente 1 hora despuds de la
dinorfina, tiempo en el cual la rotacion ha disminuido
notablemente, se produce un marcado aumento en la rotacién
contralateral, sugiriendo que el péptido directa o
indlrectahente activa neuronas de dopamina en el lado de 1la
inyeccién. Con la misma idea, el trabajo realizado por el
grupo de Quirion en 1985, obaerva que el tratamiento crénico
con haloperidol incrementa marcadamente el contenido de 1la
dinorfina y de Leu-encefalina en el estriado y en la SN. En
ese trabajo se postula que el sistema dinorfinérgico
estriado-nigral est4 bajo modulacién dopaminérQica. Estos
datos se vuelven ain mds interesantes si tomamos en cuenta
que durante la enfermedad de Parkinson, el control
dopaminérgico del estriado esta disminuido, siendo probable
que la liberacion de dinorfina en la SNR estuviera
modi ficada.

Antes de terminar esta discusién, seria muy interesante
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plantear algunos experimentos que no se realizaron en su
momento, pera que seguramente serdan incluidos en la
continuacidn de este trabajo. Uno de ellos consistiria en
tratar crénicamente a los nimales con antagonistas a GABA vy
después realizar los experimentos de registro en SNR vy
aplicacién de dinorfina, para tratar de ver si el efecto del
péptido es igual al obtenido en condiciones control. Otro
experimento sin duda muy importante seria estimular los
nicleos aferentes a la SNR y registrar y aplicar dinorfina en
SNR para estudiar el efecto transindptico, lo cual
evidentemente seria de gran utilidad.

Como se puede apreciar, el campo de investigacion de los
péptidos dentro del sistema nervigso central es muy
interesante, y dentro del circuito de los ganglios basales es
todavia poco 10 que se sabe acerca del papel de los opioides.
Par lo tanto se hace necesario profundizar en el tema vy
definir el papel que juegan los opioides en este sistema. De
alguna manera este trabajo de tésis ha tratado de aclarar la
funcién de un opioide endégeno como lo es la dinarfina, en el
funcionamiento correcto de los ganglios basales. Este
trabajo trata de hacer mas exacta la vision de los
mecanismos involucrados en el control del movimiento vy
afinar los métodos hasta ahora aplicados para el tratamiento
de las enfermedades relacionadas con alteraciones en el

sistema de los ganglios basales.
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CONCLUSION.

Basandose en los resultados obtenidos en el presente trabajo
de investigacién, se concluye que 3
1)e- La dinorfina disminuye la frecuencia de disparo del 70 % de
1a neuronas de la sustancia nigra reticulada estudiadas y no
produce respuesta en el JI0% restante.
2) .~ Con estos resultados se propone la existencia en la SNR de:
una poblacién que muestra un fuerte decremento en la frecuencia
de disparo, otra que presenta una pequefa disminucidén en esta y

un tercer grupo que no presenta cambios.

3).~ El efecto de la dinorfina parece ser farmacolégico porque

en todos los casos fue reversible por la aplicacién de naloxona.

4) .- E1l efecto de la dinorfina es especifico para las ct¢lulas de
la pars reticulata de 1a SNR,

Se discuten los mecanismos que estarian involucrados en las
di ferentes respuestas al péptido y se proponen afqunol abordajes
axperimentales para tratar de aclarar el papel de la dinorfina

como transmisor o modul ador dentro de la via estriado-nigral.
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