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RESUMEN

El fenémeno de habituacién en el sistema nervioso central
consiste en 1la disminucidn progresiva de la respuesta que se
produce cuando un estimulo, en un principio nuevo, se presenta
repetidamente a intervalos fijos. Aungue la habituacidn esta bien
documentada a nivel fenomenolégico, aun no estan claros 1los
mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo en la médula
espinal del mamifero. Esta tesis propone una accién inhibitoria
progresiva de las endorfinas espinales como parte importante de
los mecanismos responsables de la habituacién de las respuestas
polisinapticas medulares, provocadas por la estimulacion
iterativa (0.2 Hz.) en el nervio sural. Para probar esta
hipbtesis se realizaron experimentos con gatos en preparacién
espinal aguda, paralizados, descerebrados y sin anestesia. Se
ancontroé un decremento progresivo de 1la respuesta refleja
(habituacidn) a la estimulacion del N. sural, registrado en la
raiz ventral, E1l potencial de campo, registrado con
microelectrodos en las laminas IV-V de Rexed, aumentd su voltaje
prograesivamente durante la estimulacién periddica alcanzando el
maximo cuandoc el reflejo en la raiz ventral presentaba la minima
amplitud. La administracién 1i.v. de un antagonista de los
opiaceos, clorhidrato de naloxona, durante la maxima habituacién,
produjo deshabituacién. En cambio la administracién de naloxona,
previa a la estimulacién iterativa impidid la habituacién de las
respuestas. Por otro lado la microinyeccién, en la médula espinal
de un agonista encefalinérgico, D-ala-2 Met-encefalina, indujo
una disminucién en 1la frecuencia de dispare de la actividad
unitaria de la raiz ventral. Estos resultados concuerdan con el
postulado de 1la hipétesis de la inhibicién activa como el
mecanismo responsable de la habituaciodn en la médula espinal, ¥y
sugiere que los péptidos opioides estén relacionados en este
proceso.



INTRODUCCION.

La habituacién es un fenomeno general del Sistema Nervioso
Central (SNC), que consiste en la disminucidn progresiva de la
respuesta bioeléctrica y conductual que se produce cuando un
estimulo, en un principio nuevo, se presenta repetidamente a
intervalos fijos, ( Harris, 1943).

El fendémeno de la habituaciédn fue descrito, en sus inicios,
de manera conductual por Pavlov, (1927); aungque utilizé el
término de "inhibicidn interna” para connotar la disminucién
paulatina de una funcién o de un patrén conductual. Otros de los
trabajos pioneros fueron los realizados por Dodge, (1923) en el
que describe la habituacién al reflejo de nistagmus
postrotatorio, y por King, (1926) donde reporta la influencia de
la rotacién repetida en pichones ciegos.

Una vez instalado el fenémeno de habituacidén es posible
recobrar las respuestas bioceléctricas o conductuales mediante la
suspension del estimulo, o por la modificacién de cualquiera de
los parametros con los que se instaurd, es decir, un cambic en la
intensidad o en la frecuencia del mismo, (Sherrington, 1906;
Harris, 1943; Spencer, Thompson, Neilson, 1966).

El fenémeno de 1la habituacidn, ademds de presentarse de
manera general en el BSNC, con casli cualquier modalidad
sensorial, inclusive mediante la estimulacién repetitiva que
produce dolor soportable (Condés-lara y col., 1981 ); esta
presente en especies que van desde los insectos {( Thorpe, 1956},
hasta el homnbre. {Knott y Henry, 1941). De aqul que la

habituacién varie dependiendo de los parametros con los que se



instaure, el sujeto experimental que se utilice, el sitio en el
SNC en el que se estudie, etc. Se han hecho distinciones entre
los procesos de habituacidén a corto plazo, minutos a horas
(Sarpless y Jasper, 1956), y los de largo plazo, dias e inclusive
semanas (Cstellucci y col. 1978). También se ha caracterizade a
la habituacién como un modelo de aprendizaje negativo,
(HernaAndez-Pebn y col., 1958, Hernandez-Pebn, 1960), es decir, el
fendmeno mediante el cual se aprende de manera paulatina, a dejar
de responder a un estimulo que carece de significado funcional o
que es prescindible para la supervivencia. Dada la diversidad de
expresiones y los cambioé que produce el fendmeno de la
habituacidén en el SNC, sobre todo a largo plazo, se le ha situado
en el campo de la plasticidad (Konorski, 1948; Harris, 1943).

Las caracteristicas fenomenolédgicas y paramétricas de la
habituacidén estan bien documentadas, (Thompson y Spencer, 1966),
a continuacién las describimos:

1. La habituacién se establece cuando se estimula el Sistema
Nervioso, (SN) en forma mondtona. El resultado del decremento de
la respuesta provocada por la estihulacién es la habituacién;
este decremento es usualmente una funcién exponencial negativa
del nimero de veces que se estimula.

2. 51 el estimulo es suspendido o se modifica su patrén, esto
es, se aumenta o disminuye la frecuencia de estimulacion o su
intensidad, la respuesta tiende a recobrarse.

3. S1 se dan series repetidas de estimulos que habittllen vy
deshabituen las habituaciones sucesivas se presentan mas

rapidanente, lo qQue se denomina como potenciacién de 1la



habituacién.

4, Si se aumenta la frecuencia de estimulacidén, 1la habituacion
se hace mds rapida y mas pronunciada dependiendo del sitic del
SNC en donde se esté estimulando.

5. Los estimulos débiles producen habituacién mas rapida

o mas pronunciada.

6. Los efectos de la habituacién pueden prolongarse mas abajo de
cero, o del nivel de respuesta sintética; es decir, cuando se
estimula de forma mondétona por tiempo prolongado, inclusive
después de la desaparicién de la respuesta.

7. La habituacién de 1las respuestas puede estar dada por
cualquier tipo de estimulo.

8. La presencia de otro estimulo, distinto al utilizado para
producir habituacidn recupera la respuesta habituada.

9 Si se aplica repetidamente un estimulo deshabituante, este
estimulo de deshabituacién puede producir en sl nismo

habituacién.

El proceso de habituacién en la médula espinal

El primero en analizar la disminucién de las respuestas
espinales reflejas, en 1la preparacién aguda de perro, fue
Sherrington (1906); que aunque no utilizé el término habituacién,
sino fatiga, para describir el fenbmeno; encontré que la
estimulaqibn mecadnica o eléctrica repetida aplicada en la piel,
tenia comc consecuencia el decremento de los reflejos de rascado

y de flexién en el animal espinal. También observé que 1la



recuperacioén de los reflejos ocufria después de algunos segundos
de descanso.

Prosser y Hunter (1936), realizaron un estudio extenso sobre
la habituacién y deshabituacién del reflejo de flexidn con
la preparacién de rata espinal crénica, utilizando para producir
la habituacidn, estimulos eléctricos o mecanicos en las patas,
cola y nervios del tren posterior. Demostraron que es posible la
habituacién de las respuestas, la recuperacién espontanea y la
deshabituacion causada por un estimulo mas fuerte que el
habituante; también puntualizaron que los estimulos débiles
producen habituacién mads rapidamente que los de mayor
intensidad.

Buchwald y c¢ol. (1965) realizaron experimentos en gatos
espinales agudos, en 1los que reportaron habituacién de la
descarga unitaria de motoneuronas registradas en la raiz ventral.
Encontraron que unidades eferentes silentes, sin actividad
espontanea, con respuestas fasicas de gran amplitud, presentaban
un decremento progresivoe en su respuesta a la estimulacién
repetitiva. En cambio las unidades de descarga tdénica
presentaban, en algunos casos, disminucién en su respuesta y
facilitacién en otros. Estos autores puntualizaron que 1los
canbios de la respuesta refleja espinal estan mediados
centralmente, y no interviene en ella la adaptacién de los
receptores. También encontraron que los cambios en la presién
arterial de 1los animales de experimentacién no se acompafian de
cambios en la descarga de las unidades =ferentes.

Spencer, Thompson y Neilson (1966), trabajando también con

gatos en preparacién espinal aguda, coinciden con los resultados



de Buchwald y col, (1965), y de Prosser y Hunter (1936), en que
la habituacidén vy la recuperacién de los reflejos no depende de
factores sistémicos como la presidn arterial o agentes quinicos
circulantes Yy que este proceso es de naturaleza enteramente
neuronal. Repoertaron que los grandes decrementos en las
respuestas reflejas se obtienen con estimulos de baja intensidad
(umbrales). For otra parte mostraron que el proceso de
habituacién estd presente aun cuando se interrumpa la entrada o
la salida del sistema gama eferente. Sus resultados sugieren que
la restauracién de 1la respuesta por extraestimulos es el
resultado de un transciente facilitador, relacionado con la
interrupcidén del proceso responsable del decremento. En otro
trabajo, Thompson y Spencer (1966), concluyen que el proceso de
habituacién del reflejo flexor espinal puede representar un
efecto acumulativo de 1la depresién polisinaptica de baja
frecuencia y que la deshabituacién es un tipo de sensibilizacidn
sobrepuesta, como resultado de una postdescarga facilitatoria.

Se haﬁ vinculado estrechamente los procesos de habituacidn
y sensibilizacidn, aunque existen puntos contradicterios de si
comparten mecanismos neuronales o &stos son procesos separados.
En este sentido, Groves y col., (1969); Groves y Thompson, (1970)
proponen un substrato anatémico distinto para cada procese. En
concordancia con el trabajo de Thompson y Spencer, (1966) antes
citado, OGroves reportd que las células gque se encuentran entre
las 1laminas II-IV de Rexed, (1952) se habituan y 1las qgque se
encuentran en las laminas VI-VII presentan los dos procesos,

sensibilizacion y habituacién, Posteriormente Egger, (1978)
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encontré una diferencia de localizacion entre las unidades que
se habituan y las que presentan los dos procesos y reportd due
las unidades que producen el patrén sensibilizacidn-habituacidn
en el reflejo plantar se localizan entre las laminas V-VII y son
de umbral intermedio y de latencia larga a diferencia de las que
se habituan, que se localizan en las laminas III-1IV, también de
umbral intermedio pero de latencia corta y concluye que el
modelo de 'proceso dual"” que relaciona circuitos neuronales
independientes es innecesario para explicar la sensibilizaciodn-
habituacién del reflejo plantar. En este mismo sentido Farel,
(1974) con experimentos realizados en médula espinal de rana
propone que el "proceso dual” se puede llevar a cabo en la misnma
sinapsis, aunque no descarta vias anatémicas distintas para estos
fendmenos en ctras preparaciones.

Por otro lade se han buscado organismos con sistemas
nerviosos menos complejos para estudiar éste fenomeno. E1 grupo
de Kandel, (1977), Carew y col. (1979) en experimentos realizados
en Aplysia, aportan pruebas de que el mismo. circuito neuronal con
el que se produce la habituacidén, se produce sensibilizacién a
largo plazo, los dos mecanismos son el resultado de cambios en

la liberacidén del neurotransmisor por la neurona sensorial.

Castellucei y col. (1970, 1978) han estudiado el fenbmeno de

habituacién en el ganglio neural de la Aplysia califérnica,

proponen gque la habituacidn se debe a la disminucién en la
liberacién del neurotransmisor de la neurona presinaptica
sensitiva, provocada por la estimulacién iterativa y que tiene

como consecuencia la falta de activacién progresiva de la
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motoneurona. Esta forma de plasticidad neuronal es llanmada
homosinaptica, por estar restringida a 1la via sinaptica
estimulada. Con base en éstas evidencias se dié lugar a la
hipétesis de la depresién sindptica.

Otra hipdtesis propuesta para la explicacién del fendémeno de
la habituacién es la "inhibicidn activa", (Wickelgren, 1967,
Pearson y MacDonald, 1973) ésta propone que dentro de la cadena
de interneuronas relacionada con le& habituacién -via de 1la
habituacién- existe una interneurona inhibitoria que al

activarse progresivamente da lugar al fendémeno.

Citoarguitectura de la substancia gris medular, localizacién

Los estudios anatémicos, inmunohistoquimicos y
neurofarmacoldégicos sobre las relaciones que tienen las neuronas
de 1la substancia gris medular, asi como las substancias que
median la transmisidn de las distintas aferencias de eésta, han
aportado el conocimiento para entender el papel que juegan en la
trangmisién de la informacidén neuronal, asl como el de 1los
procesos fisioldgicos fundamentales del sistema nervioso.

Rexed (1952) efectué un estudio en la substancia gris de la
médula espinal en el que la describe como una estructura formada
por capas celulares similares a las de la corteza cerebral o el
talamo y hace hincapieé en la base citoarquitecténica del estudio.
Divide a la substancia gris medular en X capas celulares que
denomina laminas, como se muestra en la figura 1. Rexed describid

estas laminas como conglomerados reconocibles de cuerpos
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celulares, con una profusa red de interconexiones entre ellas,
como lo demostraron trabajos posteriores de Proshansky y Egger,
(1977) y los de Scheibel y Scheibel, (1969).

A continuacidén se describiran las caracteristicas
morfolégicas principales de las ceélulas que componen las diversas
laminas con base en los trabajos de Rexed, ( 1952, 1964 ), vy
agregando algunas caracteristicas fisiolégicas fundamentales.

Lamina I. Los cuerpos neurconales se encuentran formando la
parte mas superficial (dorsal), de la substancia gris, son de
tamafio pequefio y mnedio y en ellas se lleva a cabo el primer
relevo de 1la informacién sensorial. Por ésta delgada lamina
cruzan multiples fibras delgadas y medias (A delta y C). Se ha
documentado por varios autores { DiFiglia vy col., 1982;
LaNerolle y LaMotte, 1983; Cuello, 1987; Yaksh v col. 1988.)
usando técnicas variadas: inmunohistoquimica, radioinmunoensayo
(RIA) y degeneracién por rizotomia, que los aferentes primarios
que hacen sinapsis en éstas células contienen substancia P,
aunque existen reportados otros neuromoduladores como: el péptido
intestinal vasoactivo, (VIP) vy la somatostatina no se les ha
relacionado directamente con la transmisioén de informaciodn
nocicaptiva.

Lamina II. Esta es la estructura que junto con la lamina III,
se denonmina " substancia gelatinosa de Rolando'' y es de hecho la
dnica lamina que tiene representacién continua desde el tallo

cerebral hasta el filum terminale. Se ha dividido a la lamina 11

en dos porciones: externa e interna, 1a primera se encuentra
dorsal y 1la constituyen células un poco mas pequeffas que la

interna y con fibras amiellnicas, la porcién interna tiene fibras
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mielinicas de pequetio didmetro y amielinicas. Las prolongaciones
de estas neuronas se extienden, tanto rostro-caudalmente, como a

ladminas adyacentes (IV-V) en sentido dorso-ventral. Son a estas

LAMINAS DE REXED EN LA MEDULA ESPINAL DEL GATQ

Figura 1. Esquema modificado de Rexed donde se muestra 1la
organizacidn laminar en un corxrte transversal de médula espinal de
gato, a nivel lumbo-sacro. La graduacién sobre la barra vertical
corresponde a la profundidad en micrémetros & la que se
encuentran las laminas. Rexed, (1952); J. Cell. Comp. Neurol.,
96: 415-466.
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neuronas a las que se les atribuye un papel relevante |en los
mecanismos de tranamisién nociceptiva, ( Melzak y Wall 1965;
Cervero e Iggo, 1980; Yaksh y Noueihed, 1985).

Lamina IV. Las ceélulas de ésta capa se diferencian poco con

las de la III y su borde ventral es difuso con la lamina |V, los
cuerpcs neuronales son estelares o triangulares y de | tamafio
pequefio y medio aunque en ocasiones se observen de gran (tamafio.
Por responder a distintas modalidades sensoriales no dolorjeosas, a
estas células se les denomina de amplio rango dinamico, |( Wall,
1967) .

Lamina V. Esta se localiza en la parte denominada el| cuello
del asta dorsal, se divide en una zona lateral que ochpa el
tercio externo, presenta una apariencia reticulada y 1la =2ona
medial, los dos tercios internos. Muchas fibras cruzan la|lamina
en forma transversal hacia la parte reticulada. La forma de las
células es triangular y de tamafio grande en la pars lateral y de
tamafio medio en la pars medial; a diferencia de las neurgnas de
la lamina IV, gue no presentan una orientacién definida las
celulas de ésta se encuentran orientadas en direccion
medioclateral. Algunas de las neuronas forman el haz
talamico-lateral y juegan un ,papel importante en el sistema de
comnpuerta de la informacién aferente nociceptiva ( Melzak vy

Wall, 1965; Wall, 1978; Yaksh, 1981; Ruda, 1982).

Lamina VI. Esta lamina tiene su representacién tipica

engrosamientos medulares (cervical y lumbar) y se divide, al
igual que la V, en una zona medial, ocupando un tercio, y en una
lateral. La zona medial tiene células conglomeradas y de |menor

1S



tamafio que la lateral. Las formas que presentan estas c&lulas son
triangulares o estrelladas. Esta lamina recibe informacion
propioceptiva originada en el movimiento de las articulaciones,
aunque también a la estimulacién cutanea, ( Wall, 1967).

Lamina VII. Ocupa la mayoria de la zona intermedia de la
substancia gris y en los engrosamientos medulares se vuelve mas
compleja, limitando medialmente con la l&mina VIII y lateralmente
con la IX. Las células estdn homogeneamente distribuidas y son de
forma estelar o triangular de tamafio medio. Esta lamina es
particularmente importante por dos hechos: i) en su parte lateral
llegan laé fibras del nucleo rubro espinal, y ii) en su parte mas
ventral y lateral, es decir, Jjunto al nucleo motor de la lamina
IX, se encuentran unas fibras recurrentes, estudiadas en un
inicio por Cajal (1910), que inhiben la actividad de las
motoneuronas mediante una interneurona inhibitoria (Renshaw,
1941, 1946).

Lamina VIII. Se encuentra situada en la parte medial ventral
de la subétancia gris, existen diversos tamafios de células aunque
las mas grandes son menores que las motoneuronas de la capa IX.
Se encuentran numerosas fibras que cruzan, via trans comisural, a
la lamina VIII contralateral, su papel funcional es determinante
en la integracién del reflejo cruzado.

Lamina IX. Estd localizada en la parte mas ventral y lateral
de 1la substancia gris, en ella se encuentran varios nucleos
motores, que aunque tiene representacién a lo largo de toda 1la
médula espinal, aumenta en los engrosamientos a causa de las

grandes masas musculares que inervan en las regiones cervical 'y
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lumbar. En ésta capa se encuentran las neuronas mas grandes de la
médula espinal de forma triangular o polieédrica. Estas neuronas
estan ampliamente conectadas con otras laminas principalmente con
la VI, VII y VIII, y recientemente se han reportado conexiones de
laminas dorsales con estos ndcleos motores, (Atsumi y Sakamoto,
1987; Leén-Olea y col. 1988).

Lamina X. También se le denomina a esta zona, substancia gris
central y estd constituida por ceélulas gliales vy fibras

amielinicas.

Existen amplias evidencias que indican que la médula espinal
es un sitio importante de proceso de informacién en los que
intervienen sistemas peptidérgicos, con particular atencién en
los opioides, dronini vy col.(1981). Hunt y col. (1981),
realizaron estudios de microscopla 2lectrénica e
inmunohistoquimicos donde Jocalizan metionina-encefalina y
substancia P en las laminas I y II.

Existen también pruebas de la existencia de estos péptidos
opicides en 1las neuronas relacionadas éon la transmisién vy
modulacidén de la informacidn sensorial y nociceptiva en la médula
espinal, Miller y Seybold, (1987). Ruda, (1982); utilizando una
técnica combinada de inmunohistoquimica y marcado retrégrado con
peroxidasa de rabano, encontrd que las células de la lamina V,
que proyectan al talamo, tienen en B8BuU gsoma receptores a
encefalinag. Estas observaciones demostraron que el principal
gitio =sindptico de modulacidn encefalinérgica en la transmisidn
de informacidén nociceptiva es la lamina V. Aslmismo, Fields vy

col. (1980) reportaron que dos tipos de receptores a opiaceos: el
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MU, con mayor afinidad por la morfina y el DELTA, con mayor
afinidad por las encefalinas, Be encuentran en los aferentes
primarios de pequefio didmetro y apoyan la idea de que existen dos
poblaciones separadas de receptores, una pre y otra
postsinAptica y con una proporcién mds grande del DELTA en los
elementos postsindpticos del asta dorsal de la meédula espinal.
Por otro lado, LaMotte y col. (1976}, reportaron que ademds de
una gran cantidad de receptores a opiaceos en las laminas II y
111, se encuentran receptores en €l asta ventral. Glazer vy
Basbaum, (1981) relizaron un estudio de localizacién
inmunohistoquimica de Leucina-encefalina en médula espinal de
gato en el que reportan una gran distribucién en el pericarion de
células de la lamina I, II y X, especialmente en la pars interna
de la II. La lamina V presentd¢ inmunoreactividad moderada, por lo
cual concluyen que muchas de éstas células son morfoldgicamente

similares y convergen en regiones conocidas de proyeccidn.

En un trabajo reciente, Yaksh y col. (1988). mediante el
método de RIA, en cuatro especies diferentes hacen un estudio
comparativo de la distribucion de varios péptidos, dincluida 1la
met-encefalina y encuentra que en los segmnentos lumbo-sacros, de
todos los animales estudiados existe una relacién de 2:1 y 3:1 de
met-encefalina entre la pars dorsal y la ventral. Estos
resultados concuerdan con la distribucidén de péptidos opioides,
obtenidos por Iinmunohistoquimica, inclusive Be niega la
exixtencia de cuerpos neuronales que contengan péptidos opioides
en el asta ventral, (Sar y col., 1979; Miller y Seybold, 1987).

Hasta aqui se han descrito algunas de las evidencias
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morfoldégicas de 1la existencia y distribucidn de endorfinas y
dinorfina en la médula espinal, en lo consecuente nos ocuparemos
de estos péptidos y sus andlogos sintéticos en la funcidn
espinal.

Algunas observaciones han demostrade <claramente que los
opioides ejercen un efecto directo en el procesamiento de 1la
informacién sensorial y motora en la meédula espinal. La
administracion sistémica de opiaceos a dosis bajas reduce
selectivamente los reflejos de la raiz wventral evocados por
estimulacidén térmica nociceptiva y por fibras A-delta y C, ( Bell
y Martin, 1977). También se ha demestrado la disminucién de la
actividad inducida por estimulacién de aferentes de bajo umbral,
es decir no nociceptivos, (Yaksh, 1978; Einspahr y Piercey,
1980) .

La aplicacioén local de opiaceos ( morfina, levorfanol, etc.)
y de peptidos opioies ( Met-encefalina, Leu-encefallna, etc.) en
el asta dorsal inhibe 1la actividad evocada en neuronas por
estimulos nociceptivos, térmicos o mecanicos, aplicados en campos
sensoriales cutaneos, (Calvillo y col., 1974, 1979; Satoh y col.,
1979).

En la mayorla de estos estudios la naloxona, antagonista de
los opilaceos, administrada sistémicamente o por iontoforesis
revierte la supresidn producida por opiaceos y opioides. Godfarb
¥y Hu, (1976) reportaron que la administracién sistémica de
naloxona produce un aumento en la amplitud de Jla respuesta
refleja medular en el gato. En éste sentido, Henry, (1979)
reportd que con dosis intravenosas bajas de naloxona (0.05-0.15

mg/kg) Be produce un incremento en la descarga unitaria de
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neuronas del asta doreal (l&minas I, IV, V y VI) en el gato vy
sugiere que el efecto de la naloxona es especlfico =sobre la
actividad unitaria nociceptiva. Sobre este punto existen reportes
contradictorios, que se analizaran en extenso en la discusidn.
De la misma manera la aplicacién iontoforética de agonistas
opiaceog y de naloxona en neuronas de las léaminas IV, V y VI
producen inhibicién de la frecuencia de disparo con los primeros
y aumento con la segunda, ( Yaksh y Rudy, 1978; Zieglgdnsberger y
Tulloch, 1979). Estos trabajos confirman el papel modulador
inhibitorio de los opioides enddgenos medulares. Catley y col.,
(1680, 1984) demogtraron- un aumento en la amplitud de 1la
actividad medular refleja extensora en mas del doble del control,
y en la flexora del 130 %; producidos con dosis bajas de naloxona
( 2.5 ug/kg i.v.) y atribuyen el aumento al antagonismo producido
sobre la liberacién ténica inhibitoria de los opioides enddgenos.
En trabajos realizados en nuestro laboratorio ( Fernandez
Guardiola y col., 1982, Pellicer, 1988) se demostrd en el gato,
gue la estimulacion tetanizante repetida a intervalos fijos, cada
20 min, en aferentes cutdneos y musculares produce un aumento
progresivo de la respuesta de la ralz ventrail, mono y
polisindptica que se acentia con la administracién de naloxona,
( 0.2-1.0 mg/kg i.v.). Este incremento progresivo de la amplitud
de los reflejos mono y polisinapticos es revertido por 1la

administracién i.v. de pentazocina, un opiaceo sintético.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pasar de los miltiples trabajos encaminados a la
comprensidbn del fenbmeno de la habituacién, y a casi un siglo del
inicio sistemdtico de Bu estudic se han resuelto algunos puntos,
es decir, estd bien documentado el nivel paramétrico, (Thompson y
Spencer, 1966); inclusive parece estar resuelto el fendmeno a
nivel operacional para el caso de los moluscos, ( Castellucci ¥y
col.,1970) pero no hay evidencias experimentales de que la
depresién sinaptica opere como el mecanismo en sistemas mas
complejos. No se ha determinado el arreglo sindptico ni el o 1los
posibles neurotransmisores relacionados. Con los antecedentes
mencionados proponemos a la médula espinal del gato como una
estructura idbnea para estudiar los puntos citados, dada la
informaciébn acerca de su citoarquitectura y la localizacién de
los neurotransmisores, asi como 1la relativa facilidad de
estimulacion y registro de aferencias y eferencias especificas.

Proponemos que la activacidn progresiva de un grupo de
neuronas inhibitorias endorfinérgicas forme parte del mecanismo
responsable del fenédmeno de la habituacidén de las respuestas
motoras desencadenadas por la estimulacién iterativa de baja
frecuencia en wuna via polisinaptica. Para probar esta
hipétesis, realizamos experimentos con la preparacién de gato
eapinal agudo en los que se obtuvo la habituacién de la respuesta
evocada por la estimulacidn cada 5 seg. al nervio sural. Para
documentar anatomicamente las interacciones de neuronas

endorfinérgicas con interneuronas o motoneuronas de las distintas
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laminas ventrales de Rexed se realizaron experimentos de

inmunohistoquimica a leucina-encefalina.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Preparacién biolédgica

Sé utilizaron 20 gatos de 2 a 3 kg. de peso, de uno y otro
sexo. Todos fueron anestesiados por inhalacidn intermitente de

éter durante 10 min. se les practicd una traqueotomlia y se

canuld para suministrar ventilacidén artificial. Se seccionaron
los nervios vagos con el fin de disminuir la caida de la presion
arterial por la seccidn medular. Se canuld la arteria cardtida
izquierda para el registro de la presidn arterial y se instald un
catéter en la vena safena para la administracidon de soluciones.
Después de estos procedimientos, se realizé la seccidn de 1la
médula espinal a nivel de las veértebras C-2, C-3 y se paralizaron
por la administracién intravenosa de galamina (Flaxedil), con una
dosis inicial de 7-10 mg/kg, y posteriormente 3 mg/kg/h. Por
medio de radiofrecuencia se lesioné 1la formacidn reticular
mesencefalica, con las siguentes coordenadas estereotdxicas:
anterior 2, lateral 2, altura -2; (Snider y Niemer, 1961) con el
fin de producir una descerebraciéon funcional. También se infiltrd
Xilocaina al 2% en los puntos de presion del estereotédxico y en
las incisiones quirdrgicas. Se efectud una laminectomia amplia
para exponer los segmentos de la médula espinal L6, L7 y S1, asl
como sus raicesB ventrales. Para preservar a las estructuras de la
deshidratacibn se hizo, con la piel y misculos de la regién, un
depédsito que se llend con aceite mineral. Se disecd el nervio
sural desde su emergencia del sidtico, y por dos o tres cm. de su

trayecto 8in cortarlo distalmente. En algunos experimentos
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encontramos una segunda rama del sural (cutdnea superficial), en
estos casos Be estimuld por delante de ella, es decir tomando al
sural completo, en la figura 2 se muestra una micrografia de bajo
aumento (8X) del nervo sural del gato. También los nervios se
cubrierdn con aceite mineral. En todos los casos se disecaron vy
cortaron las raices ventrales L6, L7 y S1 para su registro. La
temperatura de los gatos se mantuvo entre 37 y 38 C mediante
calor radiante y la frecuencia cardlaca fue continuamente
registrada en un tacégrafo electrocardiografico. Para los
experimentos todes los animales se colocaron en un aparato de
fijacidén para médula espinal.

Administracion de Farmacos

El clorhidrato de naloxona (DuPont), se administro
intravenoso a una dosis de 0.8 mg/kg. Esta dosis se determind,
por nuestros experimentos de acumulacién de la potenciacion
postetanica, con los que se obtuviercn resultados con dosis que
fluctuaron entre 0.2 ¥y 1.0 mg/kg., mismas con la que se consigue
ocupar por completo los receptores a opidceos, (Pellicer, 1988).
En los experimentos en los que se microinyectd D-ala-2-Metionina-
encefalina, (DAME), (Sigma) el procedimiento se realizd mediante
un dispositivo micrométrico y una jeringa Hamilton de 5 pl,
montado en una torre de micromanipulacidn estereotaxica, (David
Koff). Las microinyecciones se realizaron con la microjeringa
situada 400-500 pm caudal al microelectrodo de registro y a una
profundidad de 1500 pm de la superficie dorsal de la médula. Las
dosis utilizadas fueron de 1 pg en 250 nl, disueltas en sgolucion
figioldgica y administradas durante 1 min, en el control solo se

microinjectd el mismo volumen de solucidn fisioldgica.
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Estimulacidn y Registro o ~'f o S R

Para la estimulacidn del nervio sural se ;olocaron elec;rodos
bipolares de platino tipo gancho. ’

En la médula espinal, se colocaron electrodos de registro en
varios sitios: uno bipolar de platino en la superficie dorsal de

la nmédula ipsilateral al estimule, con el fin de registrar el

NERVIO SURAL DEL GATO

Figura 2. Micrografia de bajo aumento (8X), del nervio
siatico del gato, (rama gruesa) y la emergencia del nervio sural
(flecha). La estimulacidén se hizo mediante un electrodo bipolar
de platino situado a 2 cm. de la entrada al sistico (asterisco).
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potencial de activacién aferente y que denominaremos Balva
aferente. Otro, bipoler de platino tipo gancho para el registro
de la ralz ventral y un microelectrodo de tungsteno o una micro
pipeta de vidrio para el registro del potencial de campo o 1la
actividad multiunitaria, cambiando las constantes de filtrado
para uno Yy otro caso, (potencial de campo, 3 Hz.-3 kHz.,
actividad uitaria, 300 Hz.-3 kHz.). Con la preparacidn montada,
y después de tres y media h. de suspendida la administracion de
eter, (como minimo) se probaron los reflejos mediante 1la
estimulacién de chogues simples 2l nervio sural, con loes cuales
ge determind el umbral de aparicidén de la respuesta en la raiz
ventral que dio la respuesta de mayor amplitud (fibras A-beta}).
Las sefiales que se obtuvieron se enviaron a amplificadores de Ca,
(Grags, P 511-k) con una punta de alta impedancia para las
seffales registradas con microelectrodo. Las respuestas se
grabaron en cinta magnética en frecuencia modulada por un sistema
Ampex PR 2200, y se visualizaron en un osciloscopio de rayos
catddicos de memoria, (Tektronix D 513) y procesaron en linea
mediante una computadora de propoésito especifico (Nicolet, 1170).
Se determiné utilizar al nervio sural para 1la estimulacién
iterativa por diversas razones: i) Es un nervio constituido por
axones de pequefio y mediano didmetro (0.1-5 pm.}, esto incluye a
las fibras A-beta, By C, lo que determina que la informacidén que
transmite es primordialmente sensorial, (Clark y «col., 1935;
Ochoa, 1971). ii) La respuesta evocada en la ralz ventral por la
estimulacién de este nervio se hace atravée de varios relevos
sina&pticos, donde se sabe que se ejerce modulacién

endorfineérgica, (Yaksh, 1981). iii) Existen contrdversias acerca

26



de si el sural es unicamente sensitivo o tiene componentes
motores en roedores, (Martinez-Gobmez y col., 1986) la informacidn
al respecto, en el gato, es escasa aunque en el hombre se reporta
come un nervio sensorial, (Hemsel y Boman, 1960) pudiendose
afirmar que en nuestros resultados anteriores, (Pellicer, 1988)
con la misma preparacidn la estimulacién de este nervio no
produce respuestas monosinapticas en la raiz ventral.

El nervio sural se estimuld, (estimulador Grass S 88) con
pulsos rectangulares de 0.3 ms de duracidén y a una frecuencia de
0.2 Hz. La intensidad del estimulo fue de 2 a 3 veces el umbral,
para las fibras A-beta, 1la corriente utilizada se mantuvo entre
150 y 1500 pa.

Con el fin de determinar el sitio de registro de 1los
microelectrodos, se llevaron a cabo dos procedimientoe: i) En el
caso del registro con nicroelectrodos de tungsteno se marcd el
sitio de registro mediante una lesién puntiforme, producida con
radiofrecuencia. ii) En el c¢aso del uso de micropipetes de
vidrio, éstas se llenaron con uné solucidén de KCL 0.8 M y azul de
pontamina al 4 % . Los sitios de registro se marcaron por
iontoforesis de la pontamina, con 20-50 ua durante 20 min, 1la
resistencia de 1lom electrodos fue de entre Sy 10 Mohms. La
figura 3 muestra un corte transversal del primer segmento sacro
de médula espinal de uno de los experimentos, donde se sefiala una
marca por iontoforesis de azul de pontamina. En todos los casos
se realizo la técnica histoldgica del procedimiento rdapido
(Guzman-Flores y col. 1958), modificado (Sdnchez- Alvarez y col.,

1988) para la localizacidon de las marcas, ver figura 3.



Andlisis de resultados y estadistica

Una vez amplificadas y grabadas las sefiales de 1la salva
aferente, (SA), el potencial de campo, (PC), y el reflejo de 1a4
ralz ventral, (RV); se procesaron en una computadora de propésito
especifico (Nicolet 1170), se promediaron ocho potenciales y se
deternmind el &area de su integral, éstas se graficaron,
(graficador HP 7044-B x~-y ) en papel, se recortaron y pesaron.
Al valor de las areas de los controles se les asigné el 100% . El
analisis de la frecuencia de la actividad unitaria Y
multivnitaria se realizé mediante un codificador de frecuencia,
(Nicolet 1070) y una ventana de voltaje con la que se discrimind
la amplitud de la actividad a cuantificar.

Las pruebas estadisticas que se utilizaron fueron el analisis
de varianza no parametrico de dos clasificaciones por rangos
de Friedman con el que se probd la homogeneidad de la poblacién y
la diferencia significativa de los rangos; La otra prueba fue la
de rangos seflalados y pares igualados de Wilcoxon, esta es una
prueba de tendencias, es decir, otorga mayor significado a las

muestras con mds diferencias, (Siegel,1956).
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Figura 3. Se muestra una micrografia a bajo aumento de un
corte de 50 pm de espesor del primer segmento sacro de nedula
espinal de gato mediante la técnica del procedimiento rapido
modificado. Nétese la marca puntiforme en, tono claro entre las
laminas VI y VII de Rexed, en el circulo negro de la derecha.
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En la figura 4 8se 1ilustra de manera esquematica el

dispositivo experimental utilizado en esta tesis.

ESQUEMA DE LOS LUGARES Y EL MODO DE ESTIMULACION PARA

PRODUCIR HABITUACION EN EL GATC ESPINAL AGUDO

Figura 4, Se ilustra esquematicamente el gitio de
estimulacidn en el nervio sural (S). 5A; ejemplifica el sitio de
registro de la msalva aferente. ME; el microelectrodo con el que
se registra el potencial de campo o la actividad unitaria en 1la
substancia gris medular (S5G). L7 y Sl son las raices ventrales
donde se registran los reflejos medulares. La parte inferior
muestra el esquema de estimulacién: pulsos rectangulares de 0.3
mg8 de duracidén a 0.2 Hz.
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Procedimiento Inmumohistoguimico

Para el procedimiento inmunohistoquimico se utilizaron tres
gatos de entre 2 a 3 kg. de peso. Se anestesiaron con pentotal
sédico (33 mg/kg.,i.p.) y se perfundieron mediante un cateéter
intracardiaco con solucién fisioldgica para lavado, y
posteriormente con paraformaldehido al 4%, en wuna s8oclucidén
amortiguadora de fosfatos a 0.1 M con un ph de 7.4,

Mediante una laminectomia de las vértebras lumbo-sacras se
obtuvo la médula espinal. Posteriormente se postfijo, durante
tres horas en la solucién de perfusidédn, se equilibrd el tejido en
pasos sucesivos de sacarcsa 12, 16 y 18 % y se cortd por
congelacidén en secciones de 25‘pm. de espesor, (Kryostat Leitz
1720) . ’

Para el procedimiento inmunohistogquimico se wutilizaron dos

metodos: complejo avidina-biotina-peroxidasa, (Vector Labs.)
revelado con 3,3' diaminobenzidina (Sigma). Este método consiste
en la incubacién del tejido durante 24 h., con el primer
anticuerpo anti leucina-encefalina, desarrollado en conejo,

despuées de lavado con solucién amortiguadora de fosfatos, ph 7.4
y tritén al 0.3 %4 el tejido sBe incubd por 20 min. en suero
normal de cabra, posteriormente se incubd con el segundo
anticuerpo biotinilado, c¢abra anti conejo y Be realizdé una
tercera incubacién con el complejo avidina-peroxidasa. El segundo

método usado fue el indirecteo de inmunofluorescencia (Coons,




1858), con los mismos pasos que el anterior, con la diferencia
que al segundo anticuerpo se le incorpora el isotiocianato de
fluoresceina, que se hace visible mediante la emision de luz
ultra violeta.

El anticuerpo para leucina-encefalina se obtuvo de conejo. La
especificidad y 1las reacciones de cruzamiento se probaron por
radioinmunoensayo, vy log valores fueron: leucina-encefalina; 100
%, metionina-encefalina oxi; 0.28 %, metionina-arginina; 0.15 %,
beta-endorfina; 0.01 %, metionina-encefalina; 15 %. (Vindrola y
col. 1981). La especificidad del anticuerpo en el tejido se
confirmé por la preadsorcion del anticuerpo primario diluido
1:100 con leucina-encefalina sintética, (Signa) a una
concentracién de 10 -4 M. 1o cual inhibid completamente 1la
inmunoreactividad. El otro control usado fue la omision del

antisuero primario o la incubacién en suero no inmune.
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RESULTADOS

En todos los animales registrados encontramos una
disminucion progresiva de la amplitud (voltaje) de la respuesta
refleja registrada en la ralz ventral S1 (habituacién),
principalmente en aquellos componentes situados ente 12 vy 16
nseg., al aplicar estimulos eléctricos, en forma iterativa al
nervioc sural, estimulando fibras A-delta y B. La maxima
habituacidén de la respuesta refleja se obtuvo entre 30 y 120 min
del inicio de la estimulacién iterativa. La deshabituacién de la
regpuesta refleja se produjo en ocasiones de manera espontanea vy
siempre por Buspensién del estimulo por 10 min. [} por
estimulacioén tactil de la piel de la pata estimulada. La salva
aferente mostrd variaciones discretas en su amplitud, es decir,
auméntos o disminuciones en el voltaje no significativas, durante
la estimulacioén iterativa. El potencial de campo presento
diversos cambios dependiendo del sitio donde se registré; cuando
se registré la ladmina VI o la parte superficial de la VII, no sBe
encontraron cambios ni en la amplitud ni en el valor de su
integral, expresada como el Area bajo la curva. Cuandeo se
registré la lamina IV o V presentd un aumento progresivo,

particularmente en los componentes entre 3 y 7 mseg. obteniendo

su maximo cuando el potencial de la railz ventral presentaba la
maxﬁma habituacién. Por el contrario, cuando se registrd en la
parte profunda de la ladmina VI y en la IX disminuyo

conconitantémente a la respuesta de la ralz ventral, durante el
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proceso de habituacibén, ver figura 10. Con la figura 5, se
ilustra un experimento tipico de habituacién, donde se observan
la SA el PC de la lamina V, registrado con un microelectrodo y 1la
respuesta de RV registrada en Si, la deshabituacioén por
suspension del estimulo y la interrupcidn del proceso por la
administracién de naloxona. En la figura 6, se ilustran los
cambios en las areas de los potenciales de la SA, RV, y PC;
obtenidos mediante la integracién del promedio de ocho
potenciales. El1 promedio de cada triada fue tomado cada 5 min.
Notese la disminuciédn progresiva del area del reflejo marcado con
RV, que muestra algunas deshabituaciones espontaneas como las que
se observan en H6 y H10, y la marcada diferencia entre el control
(C) y H15, maxima habituacién obtenida a los 75 min. de
estimulacidn continua. Se muestra también el aumento en el area

por la deshabituacién. La SA presenta cambios discretos al igual

que el PC.
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Figura 5. Se ilustra el proceso de habituacién por

estimulacién repetida (0.2 Hz. en el nervio sural) y después de
la administracidn de naloxona a una dosis de 0.8 mg/kg. 4i.v.
Cada trazo es el promedio de 8 potenciales. SA no mestra cambios
durante el proceso de habituacién, con la administracién de
naloxona s& acentuan y aparesen componentes de mas de 10 ms. de
latencia. El1 PC presenta un aumento progresivo de su amplitud,
(componente a 4 ms. de latencia), especialmente de los tardios
(8-15 ms.), la naloxona acentua este hecho. RV muestra 1la
disminucién progresiva, (H11, 55 y H14,77 min. de iniciada 1la
estimulacién) de su amplitud, la recuperacién de la amplitud por
deshabituacién (DH 1) y el aumento de la amplitud después de 1la
administracion de naloxona (componentes entre 12-16 ms.)
conconitante a la estimulacién habituante. H 1, 8on los trazos
control.
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HABITUACION Y DESHABITUACION POR SUSPENSION DEL ESTIMULOD
N. SURAL.
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Figura 6. Se ilustra 1la evolucién de lag 4reas de 8
potenciales promadiados. Salva afarente (5A), reflejo de la railz
ventral SL (RV), potencial de canmpo registrado en la lamina VI de
Rexed, (PC). La triada marcada con C es la situacidén control;
entre cada triada de potenciales hay un intervalo de 5 min.,
atinque la estimulacién se dio de forma continua a una frecuencia
de 0.2 Hz. Notese la disminucién progresiva del area de RV, asi
como la deshabituacion producida por la suspensién del estimule
durante 10 min, la duraciétn de los potenciales es de 40 ms.




Cuando Bse inyectdé naloxona, (0.8 mg/kg. i.v.) durante el
proceso de maxima habituaciédn, se produjo una intensa
deshabituacién en la respuesta registrada en la raiz ventral, ver
figura 5. En logs casos donde se administrd naloxona, dos minutos
antes de reiniciar la estimulacién iterativa no se produjo la
habituacién, como se nuestra en la figura 7, en cambio el
potencial de campo registrado en la lamina VII disminuyé su
amplitud, consecuentemente la integral de su area. La figura 6,
ilustra 1los cambios <que presentan la SA, RV y PC cuando
previamente a 1la estimulacidén iterativa se administra naloxona
(0.8 mgs/kg. i.v.). No se observa disminucion en el area del
promedio de ocho potenciales integrados de SA y RV, en cambio PC
disminuye s8u area progresivamente. La tabla I resume los
resultados obtenidoe con las respuestas de RV mediante las

diversas manipulaciones experimentales.

Loe resultados que se obtubieron cuande se registrd el
potencial de campo eﬂ las laminas IV-V durante el proceso de
habituacién por estimulacion iterativa al nervieo sural, muestran
un aumento progresivo de los componentes entre 3 a 7 ms.,
mientras que la respuesta de la ralz ventral presentaba la minima
amplitud. La administracion de naloxona (0.8 mg/kg. i1.v.) acentud
el incremento especialmente de las partes tardlas (~12 ms.) del
PC. La figura 8, ilustra el aumento en el voltaje del PC,
eppecificamente del componente principal situado a 3 ms., con

respecto al PC control, registrado en la lamina V a los 39 min.
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TABLA I

C MH DH NH NDH
100 65.0 * 116.0 114.0 120.0
100 78.4 * 159.9 100.0 117.7
100 69.7 * 87.1 131.0 92.7
100 69.9 * 116.3 189.0
100 56.8 * 78.8 133.7 134.3

Habituacién de los potenciales de RV (las cifras estan dadas
en % del area bajo la curva del promedio de 8 potenciales para
cada caso) producidos por estimulacidén del nervio sural a 0.2 Hz.
En todos los casos la naloxona se administrdé a una dosis de 0.8
mg/kg. i.v. C, control, MH maxima habituacién obtenida para cada
caso, DH, deshabituacidén por suspencidn del estimulo (10 min.)
NH, naloxona mas estimulacioén habituante ( estos valores se
obtuvieron 18 min. después de la inyecciodn de naloxona, NDH,
deshabituacién bajo efecto de naloxona. El analisis estadistico

se  realiz¢ mediante pruebas no paramétricas, (andlisis de
varianza de Friedman de dos vias, y la prueba de mnuestras
pariadas de Wilcoxon). p ¢« 0.05 (*) se consideraron

significativas para n= 5.
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de la estimulacién iterativa, 1la respuesta sinmultanea de RV
muestra una disminucidn en el voltaje, la suspensiodn del estimulo
por 10 min. provocd la deshabituacién de la respuesta en RV

(aumento del voltaje) y el PC lo disminuyé, (trazos marcados con

PH) .

HABITUACION CON NALOXONA PREV}A (0.8 mg/Kg)

2 min 7 min 12 min 18 min 24 min 29 min
SA—Pes PR e R Ot e
AN N M N M
peTN S S TN N TN

34 min 39 min 44min 49 min 54 min 59 min

e A e~ I e I )
A L e e [ —

64 min 69 min 74 min ‘' 79min 10 min Deshabituacicn

i

el
5
| 12
=

Figura 7. Se ilustran los cambios que presentan las Areas de
los promedios de 8 potencialas de SA, RV y PC registrado en 1la
lamina VI, cuandec se administra naloxona (0.8 mg/kg. i.v.) 2 min.
antes de iniciar la estimulacién iterativa. SA y RV no presentan
cambios significativos en sus Areas, PC muestra una disminucién
progresiva, la duracién de los potenciales es de 40 ms.
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HABITUACION N. SURAL 02 Hz

H I
PC RV
LAMINA V
HT
DH

S5 mseg

Figura 8. Se ilustran los cambios que presenta el FC,
(promedio de 8), registrado en la lamina V y el potencial de RV
registrado en la raiz ventral S1. Hl, control, H7, trazos tomados
a los 35 min. del inicio de la estimulacién a 0.2 Hz, en el
nervio sural, DH deshabituacidén por suspencidn del estimulo por
10 min. Notese el aumento en el voltaje del componente a 3 ms.del
PC y la disminucién del de RV. En DH el PC disminuye su voltaje,
con respecto al de H7, mientras RV, muestra un aumento mayor que
en el trazo control.
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El registro de 1la actividad unitaria y multiunitaria a
diversas profundidades de la substancia gris medular y en las
raices ventrales durante 1la estimulacion iterativa dio 1los
siguientes resultados: La actividad unitaria registrada en las
laminas IV y V presentaron un aumento progresivo en su frecuencia
de disparo. Una neurona registrada en la lamina V presentd una
frecuencia de disparo inicial, con la esimulacidén a 0.2 Hz., de +
64 Hz., de 80 Hz. a los 60 min y de 120 Hz. a los 125 min de
estimulacidn iterativa; mientras que la actividad multiunitaria
registrada en RV presentd + 130 Hz. al inicio de la estimulacidn,
70 Hz. a los 60 min. y 60 Hz. a los 125 min. Las deshabituaciones
producidas por la suspencién del estimulo, incrementd la
frecuencia de disparo tanto de la neurona de la lamina V, como de
la ralz ventral. Ver figura 9.

Cuando ge registrd la actividad unitaria en laminas
profundas, (VI-VII) la disminucién de la frecuencia fue similar a
la habituacién y la administracién de la naloxona impidié 1la
rehabituacién, ver figura 10.

Se observéd el efecto de la microinyeccién, en la substancia
gris de la mé&dula espinal, del agonista encefalinérgico D-Ala-2-
Met-encefalina, (DAME). Este agonista difiere de la metionina
encefalina enddgena en que posee uan D-Alanina en la posicioén 2,
que la protege de eer inactivada rapidamente por el sistema
enzimatico del organismo. Se registrdé la actividad unitaria en la
lanina V y se microinyectd por presién la DAME, 400 a 500 po.
caudal al microelectrodo de registro. La frecuencia media durante

la actividad control fue de 34 Hz., después de la microinyeccidn,
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la frecuencia descendié a + 16 Hz., con una tendencia rapida a
recuperar da frecuencia control (3 a 4 min.). Una segunda doeis
fue administrada replicandose el efecto, como se muestra en la

figura 11. La adminigtracién del vehiculo no causd efecto o en un

X

cps A b

128 -

96

64

32

128

Figura 9. A, muestra la evolucién de la frecuencia de
la actividad wunitaria (ordenadas en Hz.) de una neurona de la
lamina V. B, es la evolucidn de la actividad multiunitaria
registrada en la raiz ventral S1 del mismo experimento, durante
la estimulacidén iterativa (0.2 Hz.) del nervio sural. A, presenta
un aumento progresivo de la frecuencia, de + 64 Hz. en el control
a 120 Hz. a los 125 min., la deshabituacidén aumentd mis la
frecuencia (+ 128 Hz.)}. B nuestra una caida progresiva de la
frecuencia, de + 130 en el control a 60 Hz. a los 125 min. de la
estimulacién, con aumento en la frecuencia producido por la
deshabituacién.
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Figura 10. A, muestra el registro unitario extracelular
ralizado con un microelectrodo de vidrio, lleno de KCL y azul de
pontamina al 4% y con una resistencia de 5-10 Mohms., de una
neurona situada en la lamina VI, del primer segmento sacro de la
médula espinal, durante el proceso de habituaciéon. C, es el
regigtro de la misma célula, a los mismos intervalos que B,
después de la administracién de naloxona (0.8 mg/kg 1i.v.),
flecha. ¢, control, DH, deshabituacién.



HABITUACION N.SURAL 0.2 Hz
Micro inyec. DALa met-encefalina
actividad unitaria lamina V de Rexed

cps
64
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48
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Figura 11. Se muestra la frecuencia de la actividad unitaria
registrada en la lamina V. Las ordenadas representan la
frecuencia en Hz. y las abscisas el tiempo en minutos. La
actividad control muestra una frecuencia de *+ 34 Hz. después de
la microinyeccidén del agonista encefalinérgico D-Ala-2~-Met-
encefalina, (DAME) 400-500 pm. cudal al sitic de registro, a una
dogis de 1§ g. en 250 nl. Obsérvese la disminucién de la
frecuencia, hasta 14 Hz. después de la administracién de DAME, la
segunda dosis reproduce el efecto y la frecuencia media permanece
en + 24 Hz.
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caso incrementdé la frecuencia basal. también se observé el efecto
de 1la microinyecciodn sobre la respuesta registrada en 1la railz
ventral, ésta al igual que la actividad de la neurona registrada
en la lamina V, disminuyé su amplitud posteriormente a la
administracién, alcanzando una amplitud similar a la que se
obtuvo con 25 min. de estimulacién iterativa. La deshabituacién
bajo estas circunstancias fue menor que con la sola suspencién
del estimulo, ver figura 12. La actividad multiunitaria
regietrada en la raiz S1i, en otro experimento similar, mostrdé un
patrén similar al registrado en la lamina V, ee decir, se observé
una disminucién de la frcuencia de digparo posterior a 1la
microinjeccién de 1la DAME, este efecto fue revertido por la
adminigtracion i.v. de naloxona (0.8 mg/kg.), ver figura 13.

Los resultados inmunohistoquimicos mostraron
fibras inmumoreactivas a leucina-encefalina en estrecha
proximidad al soma y a las prolongaciones neurales de células
situadas en las laminas VII, VIII y IX del primer segmento sacro
de la médula espiﬁal del gato, ver figura 14.

Encontramos fibras inmunoreactivas en contacto con 147
células. En 1la lamina VII, n= 56, con cuerpos celulares de 32.7
o de didmetro medio, 7.3 pm. En la lamina VIII, n= 31, con
38.8 pm. de dizmetro medio, +13.2 pn. En la lamina IX, n= 60, con
64.5 pm. de didmetro medio, +13.7. En las secciones de tejido
procesado por imnmunofluorescencia indirecta se obtuvieron los
mismos resultados.

Los criterios para considerar el contacto de las fibras con los

cuerpos neuronales fueron los siguientes: i) Poder seguir el
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trayecto de una fibra inmunoreactiva hasta el soma neuronal o sus
prolongaciones primarias, ii) Que el sitio final de 1la fibra
presentara un ensanchamiento al estar en proximidad al soma o sus

prolongaciones.

HABITUACION N.SURAL 0.2 Hz
H DH

c
{25min}
Integr.
RV &1 ‘\—"Avé:

H DH

[
? {Smin)

DALG® Metionin - encefaling
rmictoinyeccion, lamina V de
Rexed Ing 7250

——y
10 mseg

Figura 12. Integrales de los promedios de ocho respuestas
avocadas por estimulacién del nervio sural (0.2 Hz.) y
registradas en la raiz ventral Si. En los trazos supericres C,
control. H, a los 25 min. de iniciada la estimulacién. DH,
deshabituacidén por suspencidén del estimulo. Los trazos inferiores
muestran: C, control. H, a los 5 min. de reiniciar la
esgtinmulacidén e inmediatamente después de la microinyeccidn de
DAME (1 ug en 250 nl.) realizada 400 a 500 um. cudal a la raiz
ventral registrada y a 1500 pm. de profundidad en el primer
segmento sacro de la médula espinal. DH, deshabituacién. Notese
que las areas de los trazos H 25 min. y H 5 min. son similares y
la deshabituacién menor en el caso del trazo inferior.
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Figura 13, Se muestra la frecuencia en cps., (ordenadas) de

la actividad multiunitaria registrada en la raiz ventral Si
durante la estimulacién iterativa, (0.2 Hz.) al nervio sural. En
las abscisas 8se mnuestra, C€; 1la frecuencia de 1la actividad
control, las flechas indican las administraciones de DAME, (1
HE/250 nl. microinjectada 400-500 pm. caudal a la raiz registrada
y a 1500 pum. de la superficie dorsal de la médula espinal) noétese
la disminucién progresiva de 1la frecuencia y como la
administracidén de naloxona (0.8 mg/kg, 4i.v.) revierte el efecto
de la DAME y aumenta la frecuencia de disparo. DH es 1la
deshabituacidn producida por suspencién del estimulo por 10 min.

47



Figura 14. A, nuestra una microfotografla a bajo aumento
(32X) de una seccidon transversal de 25 pm. de espesor de médula
egpinal de gato a nivel del primer segmento sacro, procesada para
inmunoreactividad a leucina-encefalina por el método de avidina-
biotina-peroxidasa. Se observan algunas neurohas, en el asta
ventral, (laminas VII y IX) que reciven fibras inmunoreactivas,
(B, C y D); barra de calibracién 500 pm. B, micrografia de campo
claro de una neurona, (lamina VII) con una fibra inmunoreactiva
en proximidad al soma (flechas). C y D, micrografia en campo
obscuro de dos diferentes motoneuronas situadas en la lamina IX
en contacto con fibras inmunoreactivas en una prolongacién neural
(C) vy en el soma (D). Magnificacion de B, C, y D, 312 X; barra de
calibracién 45 pn. E, magnificacidén en campo claro de Cy F,
ejemplo de una fibra inmunoreactiva en proximidad al soma
neurcnal. G, magnificacién en campo claro de D, Magnificaciéon de
E, Fy G, 1250 X; barra de calibracién 5 um.
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DISCUSION

Hasta el momento, las caracteristicas 'de la habituacidn estan
razonablemente entendidas, (Thompson vy Spencer, 1966) y nos
referimos a las caracteristicas, como 1la forma en que el
organismo responde al estimulo iterativo de baja frecuencia y los
cambios de 1la respuesta, bioeletrica o conductual cuando se
modifican las condiciones de estimulacién. La controversia
existe en los mecanismos sindpticos o subsindpticos relacionados
con la disminucién gradual de la respuesta. Al revigar la
literatura nos hemos percatado de, por lo menos, tres teorias
propuestas para la explicacién del fendmeno de la habituacidn, vy
en ocasiones una de éstas excluye en su totalidad a las '"otras".
Aunque en esta tesis nos pronunciemos por una en particular,
apoyados en los resultados experimentales, no perdemos de vista
que operen las demas o que coexistan, sobre todo en organigmos
mas complejos como el mamifero; a continuacién las discutiremos.

. Recientemente Wood, (1988, a y b} propone como mecanismo de

habituacion a la contraccién en el protozoario Stentor coeruleus

la reduccidn en la amplitua del potencial en el mecanoreceptor,
este autor encontrd que durante la repeticion del estimulo
mecanico la amplitud del potencial de accién no cambia; 1la
reduccidn en el potencial receptorial es voltaje dependiente, de
tal manera que los canales en su forma despolarizada aumentan con
respecto a los que se encuentran en la forma hiperpolarizada.

En la década de los 70, diversos investigadores, (Castellﬁcci

y col., 1970, Zucker, 1972 ) propusieron a la depresidn
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homosinaptica como el mecaniemo subyacente a la habituacién, es
decir la estimulacién iterativa produce la inactivacién
progresiva de la conductancia al Ca++ sensible al voltaije,
descartando toda participacién del elemento postsinaptico. Con el
fin de pecisar el mecanismo, Glanzman y Thompson (1980)
analizaron 1la actividad espontanea de los potenciales miniatura
de wuna wvia monhosindptica durante la habituacién en la médula
espinal de la rana y encontraron un aumento en la amplitud y en
la frecuencia de los potenciales miniatura cuando la respuesta
motora estd habituada. Los autores proponen que sus resultados
son incompatibles con la hipoétesis del decremento o deplecibébn del
neurotransmisor acumulado. En contraposicién, Bailey y Chen
(1988) en un estudio morfoldgico de la presinapsis del ganglio
abdominal de Aplysia reportan una reduccidn en la poblacién de
las vesiculas listas para ser liberadas, como consecuencia de la
depresidn homosinaptica en la habituacién a corto élazo, eg decir
una disminucidén de la zona activa. La tercera hipbtesis es la
depresibn activa;' ésta propone el aumento creciente de la
actividad de una interneurona inhibitoria (o grupo de ellas), que
actuando sobre la via de la habituacién, serian las responsables
de la disnminucién de 1la reespuesta motora, {(Moruzzi, 1959;
Holmgren y Frank, 1961; Wickelgren, 1967). Eesta hipbtesis implica
considerar de entrada, tanto los neurotransmisores como a la
citoarquitectura de la via en la que se produce la habituacién.
Nuestros resultados apoyan esta idea, el aumento, tanto en 1la
actividad de campo, especialmente en los componentes de latencia

media y larga, 8situados entre 5-7 mg., como en 1la actividad
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unitaria, registrada en las laminas IV-V, concomitante a la
disminucidn de la respuesta motora registrada en RV, (fig.9) o la
misma actividad unitaria registrada en laminas mas profundas
(fig.10) sugieren un proceso activo, de neuronas situadas entre
las laminas IV-V. Este hecho coincide con lo reportado por Wall
(1980) en el sentido de que las cé&lulas situadas en las laminas
IV-V no se habituan facilmente. Nuestros resultados tambieén
apoyan lo reportado por Egger, (1978) que encontré diferencias en
la 1localizacién entre las neuronas que se habitBlan y las que
presentan el patrén de sensibilizacidn-habituacidn; estas dltimas
las localiza entre las laminas V-VII, de umbral intermedio y de
latencia larga. Por otro lado Glazer y Basbaum, (1981) reportaron
que las neuronas de la lamina V, no tan solo mandan sBus axones
lateralmente para formar el fesciculo espino-talamico-lateral,
sino que algunas mandan 8sus prolongaciones a laminas mas
profundas, lo que sustenta la posibilidad anatémica de 1la
conexién con neuronas situadas en la pars motora.

La deshabituacién se presenté siempre por la suspensién del
estimulo, (fig. 5,8 y 9) 1llama la atencién el hecho que la
deshabituacién ocurra con mayor amplitud y frecuencia que la
actividad control, inclusive con la actividad registrada en la
lamina V, esto apoya a los autores que sugieren, (Thompson y
Spencer, 1966) que el mecanismo que produce la deshabituacién es
distinto, mds adelante abundaremos en este punto relacionande a
los agonistas y antagonistas endorfinérgicos.

Es relevante el hecho que la naloxona, administrada a una
dosis baja (0.8 mg/kg. i.v.) interrumpa el proceso de habituacién

e inclusive lo impida, cuando se administra antes de iniciar la
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estimulacién iterativa, esto sugiere, dada la especificidad de
este fArmaco por los receptores a opiaceog, (Henry, 1979) que la
habituacién estd mediada, de manera inhibitoria por células
endorfinérgicas, situadas en las laminas IV-V de Rexed, mas aun
los componentes del PC que mas aumentan su voltaje son los que se
gituan a partir de 5 ms. de latencia del estimulo, que restando
el tiempo de conduccién, del sitio de estimulo a la entrada de
las raices dorsales, y tomando como retraso sinaptico 1lo
reportado por Katz y Miledi, (1964), es decir 0.5 ms. por lo
menos 7 sinapsis, lo que explica el aumento en estoB componentes.

Chung vy col. (1983), reportaron una inhibicién de larga
duracién del reflejo de flexidn en el gato, producida por
estimulacién a los nervios peroneo o tibial, (a-delta y fibras C)
y a una frecuencia de 2 Hz. que es revertida por dosis bajas de
naloxona. Réportan un incremento en el voltaje del reflejo, mayor
al control por‘la administracién de naloxona gue concuerda c¢on
los resultados obtenidos en esta tesis, e interpretan este
incremento como una respuesta del efecto sumado de 1la seccién
espinal y la estimulacién nerviosa periférica que libera opioides
endégenos.

Otra prueba experimental que apoya la mediacidn
endorfineérgica en el proceso de habituacidén es la disminucidn,
en el voltaje de la respuesta de RV, después de la microinyeccion
de DAME en la sustancia gris de la médula espinal, obteniendose
una medida similar en RV a la que se presenta con 25 min. de
estimulacidn iterativa, (Ver figura 12) ma&s aun, la naloxona

administrada después de la microinyeccidén de la DAME produjo un
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aumento en la frecuencia de la actividad multiunitaria registrada
en la raiz ventral S1, (figura 13) este hecho apoya, ain mas, que
el proceso de la habituacidén esté mediado por poioides enddgenos.
En estos mismos experimentos la deshabituacidén provocada por 1a
suspensién del estimulo fueé menor, como puede obsrevarse en la
figura 12, esto sugiere que el mecanismo de deshabituacidn es
extriseco a la via de la habituacién y no es endorfinérgico, vya
que al estar ocupados los receptores endorfinérgicos por la DAME
no se presentarla el aumento en el voltaje del potencial, ni en
la actividad multiunitaria registrada en la raiz ventral durante
la deshabituacion.

Un punto muy importante que completa la evidencia
electrofisiolégica y farmacolégica de la participacién de
neurocnas endorfinérgicas en el proceso de habituacidn fue el
obtenido de los resultados inmunohistoguimicos que mostrardn
fibras reactivas a leucia-encefalina en contacto estrecho con
motoneuronas de la lamina IX y con neuronas de las laminas VII y
VIII, 1lo que sugiere una amplia modulacién endorfinérgica en las
respuestas mnotoras. En este sentido también se ha reportado por
Atsumi y Sacamoto, (1987) inmunoreactividad a metionina-
encefalina en terminales axdnicas que hacen sinapsis con alfa
motoneuronas en el pollo, esta evidencia aunada a la reportada
por Glazer y Basbaum, (1981) de que los procesos de neurcnas de
la 1limina V alcancen laAminas ventrales profundas hace posible el
control‘de respuestas motoras por estas células,

Por otro 1lado es bien conocido el papel del GABA como
neurotrasmisor inhibitorio en la médula espinal (Krnjevic, 1974),

recientemente se ha demostrado por varios autores (Cupello e
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Hydeéen, 1981; bingledine, 1981; Stewart y col., 1988) la
interaccién funcional entre las endorfinas y el GABA y no se
descarta la posibilidad de una interaccidn sinérgica en el
proceso de habituacién de las respuestas medulares producida por
estimulaciotn iterativa de aferentes senscriales aunque en esta
tesis no estan exploradas.

Nuestros resultados fisioldgicos y anatomicos sugieren que
los peptidos opioides estan relacionados con la habituacién de
las respuestas aferentes sensoriales no dolorosas mediante un
proceso de inhibicidén activa situado en las ldaminas IV-V y que se

propaga hasta las motoneuronas.
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