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RESUMEN 

El fenómeno de habituación en el sistema nervioso central 
consiste en la disminución progresiva de la respuesta que se 
produce cuando un estimulo, en un principio nuevo, se presenta 
repetidamente a intervalos fijos. Aunque la habituación esta bien 
documentada a nivel fenomenológico, aun no están claros los 
mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo en la médula 
espinal del mamifero. Esta tesis propone una acción inhibitoria 
progresiva de las endorfinas espinales como parte importante de 
los mecanismos responsables de la habituación de las respuestas 
polisinápticas medulares, provocadas por la estimulación 
iterativa (0.2 Hz.) en el nervio sural. Para probar esta 
hipótesis se realizaron experimentos con gatos en preparación 
espinal aguda, paralizados, descerebrados y sin anestesia. Se 
encontró un decremento progresivo de la respuesta refleja 
(habituación) a la estimulación del N. sural, registrado en la 
raiz ventral. El potencial de campo, registrado con 
microelectrodos en las laminas IV-V de Rexed, aumentó su voltaje 
progresivamente durante la estimulación periódica alcanzando el 
maximo cuando el reflejo en la raíz ventral presentaba la minima 
amplitud. La administración i.v. de un antagonista de los 
opiaceos, clorhidrato de naloxona, durante la maxima habituación, 
produjo deshabituación. En cambio la administración de naloxona, 
previa a la estimulación iterativa impidió la habituación de las 
respuestas. Por otro lado la microinyección, en la médula espinal 
de un agonista encefalinérgico, D-ala-2 Met-encefalina, indujo 
una disminución en la frecuencia de disparo de la actividad 
unitaria de la raiz ventral. Estos resultados concuerdan con el 
postulado de la hipótesis de la inhibición activa como el 
mecanismo responsable de la habituación en la médula espinal, y 
sugiere que los péptidos opioides estén relacionados en este 
proceso. 
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INTRODUCCION. 

La habituación es un fenómeno general del Sistema Nervioso 

Central (SNC), que consiste en la disminución progresiva de la 

respuesta bioeléctrica y conductual que se produce cuando un 

estimulo, en un principio nuevo, se presenta repetidamente a 

intervalos fijos, ( Harr is, 1943). 

El fenómeno de la habituación fue descrito, en sus inicios, 

de manera conductual por Pavlov, ( 1927) ; aunque utilizó el 

término de "inhibición interna" para connotar la disminución 

paulatina de una función o de un patrón conductual. Otros de los 

trabajos pioneros fueron los realizados por Dodge, (1923) en el 

que describe 

postrotatorio, 

la habituación al reflejo de ~i2!~~ill~2 

y por King, (1926) donde reporta la influencia de 

la rotación repetida en pichones ciegos. 

Una vez instalado el fenómeno de habituación es posible 

recobrar las respuestas bioeléctricas o conductuales mediante la 

suspensión del estimulo, o por la modificación de cualquiera de 

los parémetros con los que se instauró, es decir, un cambio en la 

intensidad o en la frecuencia del mismo, (Sherrington, 1906; 

Harris, 1943; Spencer, Thompson, Neilson, 1966). 

El fenómeno de la habituación, además de presentarse de 

manera general en el SNC, con casi cualquier modalidad 

sensorial, inclusive mediante la estimulaci6n repetitiva que 

produce dolor soportable (Condés-Lara y col., 1981 J; esta 

presente en especies que van desde los insectos Thorpe, 1956), 

hasta el hombre. (Knott y Henry, 1941). De aqui que la 

habituación varie dependiendo de los parámetros con los que se 
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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 habituación 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 caracterizado a 

la habituación como un modelo de aprendizaje negativo, 

(Hernández-Peón y col., 1958, Hernández-Peón, 1960), es decir, el 

fenómeno 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 cambios que produce el fenómeno de la 

habituación en el SNC, sobre todo a largo plazo, se le ha situado 

en el campo de la plasticidad (Konorski, 1948; Harris, 1943). 

Las caracteristicas fenomenológicas y paramétricas de la 

habituación están bien documentadas, (Thompson y Spencer, 1966), 

a continuación las describimos: 

1. La habituación se establece cuando se estimula el Sistema 

NerviÓso, (SN) en forma monótona. El resultado del decremento de 

la respuesta provocada por la esti
1

rnulaciOn es la· habi tuaci6n ¡ 

este decremento es usualmente una función exponencial negativa 

del numero de veces que se estimula. 

2. Si el estimulo es suspendido o se modifica su patrón, esto 

es, se aumenta o disminuye la frecuencia de estimulación o su 

intensidad, la respuesta tiende a recobrarse. 

3. Si se dan series repetidas de estimulos que habitóen y 

deshabi tüen 

rapida111ente, 

las habituaciones sucesivas se presentan más 

lo que se denomina como potenciación de la 
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habituación. 

4. Si se aumenta la frecuencia de estimulaciOn, la habituación 

se hace más rápida y mas pronunciada dependiendo del sitio del 

SNC en donde se esté estimulando. 

S. Los estimules débiles producen habituación mas rápida 

o mas pronunciada. 

6. Los efectos de la habituación pueden prolongarse m~s abajo de 

cero, o del nivel de respuesta sintOtica; es decir, cuando se 

estimula de forma monótona por tiempo prolongado, inclusive 

después de la desaparición de la respuesta. 

7. La habituación de las respuestas puede estar dada por 

cualquier tipo de estimulo. 

8. La presencia de otro estimulo, distinto al utilizado para 

producir habituación recupera la respuesta habituada. 

9 Si se aplica repetidamente un estimulo deshabituante, este 

estimulo de deshabituación puede producir en si mismo 

habituación. 

El primero en analizar la disminución de las respuestas 

espinales reflejas, en la preparación aguda de perro, fue 

Sherrington (1906); que aunque no utilizo el término habituación, 

sino fatiga, para describir el fenómeno; encontró que la 

estimulación mecánica o eléctrica repetida aplicada en la piel, 

tenia como consecuencia el decremento de los reflejos de rascado 

y de flexión en el animal espinal. También observó que la 
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recuperación de los reflejos ocurria después de algunos segundos 

de descanso. 

Prosser y Hunter {1936), realizaron un estudio extenso sobre 

la habituación y deshabituación del reflejo de flexión con 

la preparación de rata espinal crónica, utilizando para producir 

la habituación, estimulos eléctricos o mecanicos en las patas, 

cola y nervios del tren posterior. Demostraron que es posible la 

habituación de las respuestas, 

deshabituación causada por 

la recuperación espontanea y 

un estimulo mas fuerte que 

la 

el 

habituante; también puntualizaron que los estimulos débiles 

producen habituación mas rapidamente que los de mayor 

intensidad. 

Buchwald y col. (1965) realizaron experimentos en gatos 

espinales agudos, en los que reportaron habituación 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 progresivo en su respuesta a la estimulación 

repetitiva. En cambio las unidades de descarga tónica 

presentaban, en algunos casos, disminución en su respuesta y 

facilitación en otros. Estos autores puntualizaron que los 

cambios de 

centralmente, 

la respuesta refleja espinal están mediados 

y no interviene en ella la adaptación de los 

receptores. También encontraron que los cambios en la presión 

arterial de los animales de experimentación no se acompanan de 

cambios en la descarga de las unidades eferentes. 

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

gatos en preparación espinal aguda, coinciden con los resultados 
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de Buchwald y col. (1965), y de Prosser y Hunter (1936), en que 

la habituaciOn y la recuperaciOn de los reflejos no depende de 

factores sistémicos como la presión arterial o agentes quimicos 

circulantes y que este proceso es de naturaleza enteramente 

neuronal. Reportaron que los grandes decrementos en las 

respuestas reflejas se obtienen con estimulos de baja intensidad 

(umbrales). Por otra parte mostraron que el proceso de 

habituación está presente aun cuando se interrumpa la entrada o 

la salida del sistema gama eferente. Sus resultados sugieren que 

la restauraciOn de la respuesta por extraestimulos es el 

resultado de un transciente facilitador, relacionado con la 

interrupción del proceso responsable del decremento. En otro 

trabajo, Thompson y Spencer (1966), concluyen que el proceso de 

habituación del reflejo flexor espinal puede representar un 

efecto acumulativo de la depresiOn polisinaptica de baja 

frecuencia y que la deshabituación es un tipo de sensibilización 

sobrepuesta, como resultado de una postdescarga facilitatoria. 

Se han vinculado estrechamente los procesos de habituación 

y sensibilización, aunque existen puntos contradictorios de si 

comparten mecanismos neuronales o éstos son procesos separados. 

En este sentido, Groves y col., (1969); Groves y Thompson, (1970) 

proponen un substrato anatómico distinto para cada proceso. En 

concordancia con el trabajo de Thompson y Spencer, (1966) antes 

citado, Groves reportó que las células que se encuentran entre 

las láminas II-IV de Rexed, (1952) se habituan y las que se 

encuentran en las laminas VI-VII presentan los dos procesos, 

sensibilizaciOn y habituación. Posteriormente Egger, (1978) 
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encontró una diferencia de localización entre las unidades que 

se habituan y las que presentan los dos procesos y reportó que 

las unidades que producen el patrón sensibilización-habituación 

en el reflejo plantar se localizan entre las léminas V-VII y son 

de umbral intermedio y de latencia larga a diferencia de las que 

se habituan, que se localizan en las léminas III-IV, 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 sensibilización

habi tuación 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 misma 

sinapsis, aunque no descarta vias anatómicas distintas para estos 

fenómenos en otras preparaciones. 

Por otro lado se han buscado organismos con sistemas 

nerviosos menos complejos para estudiar éste fenómeno. El grupo 

de Kandel, (1977), Carew y col. (1979) en experimentos realizados 

en ~El~§!~. aportan pruebas de que el mismo. circuito neuronal con 

el que se produce la habituación, se produce sensibilización a 

largo plazo, los dos mecanismos son el resultado de cambios en 

la liberación del neurotransmisor por la neurona sensorial. 

Castellucci y col. (1970, 1978) han estudiado el fenómeno de 

habituación en el ganglio neural de la ~E1X~!ª ~ª1!fé~n!~ª' 

proponen que la habituación se debe a la disminución en la 

liberación del neurotransmisor de la neurona presinéptica 

sensitiva, provocada 

como consecuencia la 

por la estimulación iterativa y que tiene 

falta de activación progresiva de la 
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motoneurona. Esta forma de plasticidad neuronal es llamada 

homosinAptica, por estar restringida a la via sinaptica 

estimulada. Con base en éstas evidencias se dió lugar a la 

hipótesis de la depresión sinéptica. 

Otra hipótesis propuesta para la explicación del fenómeno de 

la habituación es la "inhibición activa", (Wickelgren, 1967, 

Pearson y MacDonald, 1973) ésta propone que dentro de la cadena 

de interneuronas relacionada con la habituación -via de la 

habituación- existe una interneurona inhibitoria que al 

activarse progresivamente da lugar al fenómeno. 

º!!2erg~!!~f!~re 9~ ±e ~~~2!~Dfi~ g~i~ m~2~1eri ±2~~±!~~2i2D 

9~ 12~ 2E~2!9~e ~DgQg~DQe 

Los estudios anatómicos, inmunohistoquimicos y 

neurofarmacológicos sobre las relaciones que tienen las neuronas 

de la substancia gris medular, asi como las substancias que 

median la transmisión de las distintas aferencias de ésta, han 

aportado el conocimiento para entender el papel que juegan en la 

transmisión de la información neuronal, asi como el de los 

procesos fisiológicos fundamentales del sistema nervioso. 

Rexed (1952) efectuó 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 hincapié en la base citoarquitectónica del estudio. 

Divide a la substancia gris medular en X capas celulares que 

denomina laminas, como se muestra en la figura 1. Rexed describió 

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 continuación se describiran las caracteristicas 

morfológicas principales de las células que componen las diversas 

laminas con base en los trabajos de Rexed, 1952, 1964 ) ' y 

agregando algunas caracteristicas fisiológicas fundamentales. 

Lamina I. Los cuerpos neuronales se encuentran formando la 

parte mas superficial (dorsal), de la substancia gris, son de 

tamano pequeno y medio y en ellas se lleva a cabo el primer 

relevo de la informacion sensorial. Por ésta delgada lamina 

cruzan multiples fibras delgadas y medias (A delta y C). Se ha 

documentado por varios autores DiFiglia y col., 1982; 

LaNerolle y LaMotte, 1983; Cuello, 1987; Yaksh y col. 1988.) 

usando técnicas variadas: inmunohistoquimica, radioinmunoensayo 

CRIA) y degeneración 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) y la somatostatina no se les ha 

''1 relacionado directamente con la transmision de inf ormacion 

nociceptiva. 

L~mina II. Esta es la estructura que junto con la lamina III, 

j se denomina " substancia gelatinosa de Rolando" y es de hecho la 

ünica lamina que tiene representación continua desde el tallo 

cerebral hasta el f!!~~ ~~rm!n~!~· Se ha dividido a la lamina Il 

en dos porciones: externa e interna, la primera se encuentra 

dorsal y la constituyen células un poco mas pequenas que la 

¡ 
}jj interna y con fibras amielinicas, la porción interna tiene fibras 
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mielinicas de pequeNo diámetro y amielinicas. Las prolongaciones 

de estas neuronas se extienden, tanto rostro-caudalmente, como a 

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

LAMINAS DE REXED EN LA MEDULA ESPINAL DEL GATO 

Figura 1. Esquema modificado de Rexed donde se muestra la 
organizaciOn laminar en un corte transversal de médula espinal de 
gato, a nivel lumbo-sacro. La graduación sobre la barra vertical 
corresponde a la profundidad en micrómetros a 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 transmisión nociceptiva, ( Melzak y Wall 1955; 

Cervero e Iggo, 1980; Yaksh y Noueihed, 1985). 

LAmina IV. Las células de ésta capa se diferencian ¡~co con 

las de la III y su borde ventral es difuso con la lAmina V, los 

cuerpos neuronales son estelares o triangulares y de tamano 

pequeno y medio aunque en ocasiones se observen de gran tamafto. 

Por responder a distintas modalidades sensoriales no dolorosas, 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 ocJpa el 

tercio externo, presenta una apariencia reticulada y 1,1 zona 

medial, los dos tercios internos. Muchas fibras cruzan la lAmina 

en forma transversal hacia la parte reticulada. La forma ele las 

células es triangular y de tamano grande en la e~r~ latera . y de 

tamano medio en la e~r~ medial; a diferencia de las neur nas de 

la lAmina IV, que no presen~an una orientación defini a las 

células de ésta se encuentran orientadas en dirección 

mediolateral. Algunas de las neuronas forman el haz spino-

talAmico-lateral y juegan un ,papel importante en el sist ma de 

compuerta de la información aferente nociceptiva Mel ak y 

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

LAmina VI. Esta lArnina tiene su representación tipica n los 

engrosamientos medulares (cervical y lumbar) y se divid , al 

igual que la V, en una zona medial, ocupando un tercio, y n una 

lateral. La zona medial tiene células conglomeradas y de menor 
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tama~o que la lateral. Las formas que presentan estas células son 

triangulares o estrelladas. Esta lámina recibe información 

propioceptiva originada en el movimiento de las articulaciones, 

aunque también a la estimulacion cutanea, ( Wall, 1967). 

Lámina VII. Ocupa la mayoria de la zona intermedia de la 

substancia gris y en los engrosamientos medulares se vuelve más 

compleja, limitando medialmente con la lámina VIII y lateralmente 

con la IX. Las células están homogeneamente distribuidas y son de 

forma estelar o triangular de tamaho medio. Esta lámina es 

particularmente importante por dos hechos: il en su parte lateral 

llegan las fibras del nucleo rubro espinal, y iil en su parte más 

ventral y lateral, es decir, junto al nucleo motor de la lámina 

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). 

Lámina VIII. Se encuentra situada en la parte medial ventral 

de la substancia gris, existen diversos tamanos 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 lámina VIII contralateral, su papel funcional es determinante 

en la integración del reflejo cruzado. 

Lámina IX. Está localizada en la parte mas ventral y lateral 

de la substancia gris, en ella se encuentran varios nucleos 

motores, que aunque tiene representación a lo largo de toda la 

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 más grandes de la 

médula espinal de forma triangular o poliédrica. Estas neuronas 

están ampliamente conectadas con otras láminas principalmente con 

la VI, VII y VIII, y recientemente se han reportado conexiones de 

láminas dorsales con estos nücleos motores, (Atsumi y Sakamoto, 

1987; León-Olea y col. 1988). 

Lamina X. También se le denomina a esta zona, substancia gris 

central y está constituida por células gliales y fibras 

amielinicas. 

Existen amplias evidencias que indican que la médula espinal 

es un sitio importante de proceso de información en los que 

intervienen sistemas peptidérgicos, con particular atención en 

los opioides, Aronini y col. ( 1981) . Hunt y col. ( 1981) , 

realizaron estudios de microscopia electrónica e 

inmunohistoquimicos donde localizan metionina-encef alina y 

substancia P en las laminas I y II. 

Existen también pruebas de la existencia de estos péptidos 

opioides en las neuronas relacionadas con la transmisión y 

modulación de la información sensorial y nociceptiva en la médula 

espinal, Miller y Seybold, (1987). Ruda, (1982); utilizando una 

técnica combinada de inmunohistoquimica y marcado retrógrado con 

peroxidasa de rabano, encontró que las células de la lámina V, 

que proyectan al tálamo, tienen en su sorna receptores a 

encefalinas. Estas observaciones demostraron que el principal 

sitio sinaptico de modulación encef alinérgica en la transmisión 

de información nociceptiva es la lámina V. Asimismo, Fields y 

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, se encuentran en los aferentes 

primarios de pequeNo diámetro y apoyan la idea de que existen dos 

poblaciones separadas de receptores, una pre y otra 

postsináptica y con una proporción más grande del DELTA en los 

elementos postsinápticos del asta dorsal de la médula espinal. 

Por otro lado, LaMotte y col. (1976), reportaron que además de 

una gran cantidad de receptores a opiaceos en las láminas II y 

III, se encuentran receptores en el asta ventral. Glazer y 

Basbaum, (1981) relizaron un estudio de localización 

inmunohistoquimica de Leucina-encefalina en médula espinal de 

gato en el que reportan una gran distribución en el pericarion de 

células de la lámina I, II y X, especialmente en la Ee~~ interna 

de la II. La lámina V presentó inmunoreactividad moderada, por lo 

cual concluyen que muchas de éstas células son morfológicamente 

similares y convergen en regiones conocidas de proyección. 

En un trabajo reciente, Yaksh y col. (1988). mediante el 

método de RIA, en cuatro especies diferentes hacen un estudio 

comparativo de la distribución de varios péptidos, incluida la 

met-encefalina y encuentra que en los segmentos lumbo-sacros, de 

todos los animales estudiados existe una relación de 2:1 y 3:1 de 

met-encefalina entre la E2~~ dorsal y la ventral. Estos 

resultados concuerdan con la distribución de péptidos opioides, 

obtenidos por inrnunohistoquimica, inclusive se 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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morfológicas de la existencia y distribuciOn de endorfinas y 

dinorfina en la médula espinal, en lo consecuente nos ocuparemos 

de estos péptidos y sus an~logos sintéticos en la función 

espinal. 

Algunas observaciones han demostrado claramente que los 

opioides ejercen un efecto directo en el procesamiento de la 

información sensorial y motora en la médula espinal. La 

administración sistémica de opiaceos a dosis bajas reduce 

selectivamente los reflejos de la raiz ventral evocados por 

estimulación térmica nociceptiva y por fibras A-delta y C, ( Bell 

y Martin, 1977). También se ha demostrado la disminución de la 

actividad inducida por estimulación de aferentes de bajo umbral, 

es decir no nociceptivos, (Yaksh, 1978; Einspahr y Piercey, 

1980) . 

La aplicación local de opiaceos ( morfina, levorfanol, etc.) 

y de péptidos opioies ( Met-encefalina, Leu-encefalina, etc.) en 

el asta dorsal inhibe la actividad evocada en neuronas por 

estimulos nociceptivos, térmicos o mec~nicos, aplicados en campos 

sensoriales cutáneos, (Calvillo y col., 1974, 1979; Satoh y col., 

1979). 

En la mayoria de estos estudios la naloxona, antagonista de 

los opiaceos, administrada sistémicamente o por iontoforesis 

revierte la supresión producida por opiaceos y opioides. Godfarb 

y Hu, (1976) reportaron que la administración sistémica de 

naloxona produce un aumento en la amplitud de la respuesta 

~ refleja medular en el gato. En éste sentido, Henry, (1979) 

reportó que con dosis intravenosas bajas de naloxona (0.05-0.15 

mg/kg) se produce un incremento en la descarga unitaria de 
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neuronas del asta dorsal {láminas l, IV, V y VI) en el gato y 

sugiere que el efecto de la naloxona es especifico sobre la 

actividad unitaria nociceptiva. Sobre este punto existen reportes 

contradictorios, que se analizarán en extenso en la discusibn. 

De la misma manera la aplicación iontoforetica de agonistas 

opiaceos y de naloxona en neuronas de las láminas IV, V y VI 

producen inhibición de la frecuencia de disparo con los primeros 

y aumento con la segunda, ( Yaksh y Rudy, 1978; Zieglg~nsberger y 

Tulloch, 1979). Estos trabajos confirman el papel modulador 

inhibitorio de los opioides endógenos medulares. Catley y col., 

{1980, 1984) demostraron un aumento en la amplitud de la 

activi9ad medular refleja extensora en más del doble del control, 

y en la flexora del 130 3; producidos con dosis bajas de naloxona 

2.5 ug/kg i.v.) y atribuyen el aumento al antagonismo producido 

,, sobre la liberación tónica inhibitoria de los opioides endógenos. 

1 
1 
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En trabajos realizados en nuestro laboratorio Fernández 

Guardiola y col., 1982, Pellicer, 1988) se demostró en el gato, 

que la estimulación tetanizante repetida a intervalos fijos, cada 

20 rnin, en aferentes cutaneos y musculares produce un aumento 

progresivo de la respuesta de la raiz ventral, mono y 

polisináptica que se acent~a con la administración de naloxona, 

{ 0.2-1.0 mg/kg i.v.l. Este incremento progresivo de la amplitud 

de los reflejos mono y polisinépticos es revertido por la 

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

A pesar de los m~ltiples trabajos encaminados a la 

comprensión del fenómeno de la habituación, y a casi un siglo del 

inicio sistemético de su estudio se han resuelto algunos puntos, 

es decir, esté bien documentado el nivel paramétrico, (Thompson y 

Spencer, 1966); inclusive parece estar resuelto el fenómeno a 

nivel operacional para el caso de los moluscos, Castellucci y 

col. ,1970) pero no hay evidencias experimentales de que la 

depresión sinéptica opere como el mecanismo en sistemas mas 

complejos. No se ha determinado el arreglo sináptico ni el o los 

posibles neurotransmisores relacionados. Con los antecedentes 

mencionados proponemos a la médula espinal del gato como una 

estructura idónea para estudiar los puntos citados, dada la 

información acerca de su citoarquitectura y la localización de 

los neurotransmisores, asi como la relativa facilidad de 

estimulacion y registro de aferencias y eferencias especificas. 

Proponemos que la activación progresiva de un grupo de 

neuronas inhibitorias endorfinérgicas forme parte del mecanismo 

responsable del fenómeno de la habituación de las respuestas 

motoras desencadenadas por la estimulación iterativa de baja 

frecuencia en una via polisinéptica. Para probar esta 

hipótesis, realizamos experimentos con la preparación de gato 

espinal agudo en los que se obtuvo la habituación de la respuesta 

evocada por la estimulación cada 5 seg. al nervio sural. Para 

documentar anatomicamente las interacciones de neuronas 

endorf inérgicas con interneuronas o motoneuronas de las distintas 
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lAminas ventrales de Rexed se realizaron experimentos de 

inmunohLstoquimica a leucina-encefalina. 
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

f r~E~r22!Qn 2!2!Q~!22 

Se utilizaron 20 gatos de 2 a 3 kg. de peso, de uno y otro 

sexo. Todos fueron anestesiados por inhalación intermitente de 

éter durante 10 min., se les practicó una traqueotomia y se 

canuló para suministrar ventilación artificial. Se seccionaron 

los nervios vagos con el fin de disminuir la caida de la presión 

arterial por la sección medular. Se canuló la arteria carótida 

izquierda para el registro de la presión arterial y se instaló un 

catéter en la vena safena para la administración de soluciones. 

Después de estos procedimientos, se realizó la secciOn de la 

médula espinal a nivel de las vértebras C-2, C-3 y se paralizaron 

por la administración intravenosa de galamina (Flaxedil), con una 

dosis inicial de 7-10 mg/kg, y posteriormente 3 mg/kg/h. Por 

medio de radiofrecuencia se lesionó la formación reticular 

mesencefálica, con las siguentes coordenadas estereotaxicas: 

anterior 2, lateral 2, altura -2; (Snider y Niemer, 1961) con el 

fin de producir una descerebración funcional. Tambien se infiltró 

Xilocaina al 23 en los puntos de presión del estereotáxico y en 

las incisiones quirórgicas. Se efectuó una laminectom1a amplia 

para exponer los segmentos de la médula espinal Ló, L7 y Sl, as! 

como sus raíces ventrales. Para preservar a las estructuras de la 

deshidratación se hizo, con la piel y mósculos de la región, un 

depósito que se llenó con aceite mineral. Se disecó el nervio 

sural desde su emergencia del siático, y por dos o tres cm. de su 

trayecto sin cortarlo distalmente. En algunos experimentos 
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encontramos una segunda rama del sural (cuténea superficial), en 

estos casos se estimuló 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 

cubrierón con aceite mineral. En todos los casos se disecaron y 

cortaron las raíces ventrales L6, L7 y Sl para su registro. La 

temperatura de los gatos se mantuvo entre 37 y 38 e mediante 

calor radiante y la frecuencia cardiaca fue continuamente 

registrada en un tacógrafo electrocardiografico. Para los 

experimentos todos los animales se colocaron en un aparato de 

fijación para médula espinal. 

~9~i~i~!~~~i~~ 9§ !~r~~~~~ 
El clorhidrato de naloxona (DuPont), se administro 

intravenoso a una dosis de 0.8 mg/kg. Esta dosis se determinó, 

por nuestros experimentos de acumulación de la potenciación 

postetanica, con los que se obtuvieron 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 opiaceos, (Pellicer, 1988). 

En los experimentos en los que se microinyectó D-ala-2-Metionina

encef alina, (DAME), (Sigma) el procedimiento se realizó mediante 

un dispositivo micrométrico y una jeringa Hamilton de 5 pl, 

montado en una torre de micromanipulaci6n estereotéxica, (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 solución 

fisiológica y administradas durante 1 min, en el control solo se 

microinjectó el mismo volumen de solución fisiológica. 
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Para la estimulacion del nervio sural se colocaron electrodos 

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 médula ipsilateral al estimulo, con el fin de registrar el 

NERVIO SURAL DEL GATO 

Figura 2. Micrografia de bajo aumento (8X), del nervio 
siético del gato, (rama gruesa) y la emergencia del nervio sural 
(flecha). La estimulacion se hizo mediante un electrodo bipolar 
de platino situado a 2 cm. de la entrada al siatico (asterisco). 

25 



potencial de activación aferente y que denominaremos salva 

aferente. Otro, bipolar de platino tipo gancho para el registro 

de la raiz ventral y un microelectrodo de tungsteno o una micro 

pipeta de vidrio para el registro del potencial de campo o la 

actividad multiunitaria, cambiando las constantes de filtrado 

para uno y otro caso, (potencial de campo, 3 Hz.-3 kHz., 

actividad uitaria, 300 Hz.-3 kHz.). Con la preparación montada, 

y después de tres y media h. de suspendida la administración de 

eter, (como minimo) se probaron los reflejos mediante la 

estimulación de choques simples al nervio sural, con los cuales 

se determino el umbral de aparición de la respuesta en la raiz 

ventral que dio la respuesta de mayor amplitud (fibras A-beta). 

Las seNales que se obtuvieron se enviaron a amplificadores de CA, 

(Grass, P 511-k) con una punta de alta impedancia para las 

senales 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 

catódicos de memoria, ( Tektronix D 513) y procesar.en en linea 

mediante una computadora de proposito especifico (Nicolet, 1170). 

Se determinó utilizar al nervio sural para la estimulaci6n 

iterativa por diversas razones: i) Es un nervio constituido por 

axones de pequeNo y mediano diámetro (0.1-5 ~m.), esto incluye a 

las fibras A-beta, 8 y C, lo que determina que la información que 

transmite es primordialmente sensorial, (Clark y col., 1935; 

Ochoa, 1971). ii) La respuesta evocada en la raiz ventral por la 

estimulación de este nervio se hace através de varios relevos 

sinépticos, 

endorfinérgica, 

donde se sabe que se ejerce modulación 

(Yaksh, 1981). iii) Existen controversias acerca 
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de si el sural es unicamente sensitivo o tiene componentes 

motores en roedores, (Martinez-Gornez y col., 1986) la informaciOn 

al respecto, en el gato, es escasa aunque en el hombre se reporta 

como un nervio sensorial, (Hensel y Sornan, 1960) pudiendose 

afirmar que en nuestros resultados anteriores, (Pellicer, 1988) 

con la misma preparación la estimulaciOn de este nervio no 

produce respuestas monosinapticas en la raiz ventral. 

El nervio sural se estimuló, (estimulador Grass S 88) con 

pulsos rectangulares de 0.3 ms de duración 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, la corriente utilizada se mantuvo entre 

150 y 1500 }lª. 

Con el fin de determinar el sitio de registro de los 

microelectrodos, se llevaron a cabo dos procedimientos: i) En el 

caso del registro con microelectrodos de tungsteno se marcó el 

sitio de registro mediante una lesión puntiforme, producida con 

radiofrecuencia. ii) En el caso del uso de micropipetes de 

vidrio, estas se llenaron con una solución de KCl 0.8 M y azul de 

pontamina al 4 3 Los sitios de registro se marcaron por 

iontoforesis de la pontamina, con 20-50 ua durante 20 min, la 

resistencia de los electrodos fue de entre 5 y 10 Mohms. La 

figura 3 muestra un corte transversal del primer segmento sacro 

de medula espinal de uno de los experimentos, donde se se~ala una 

marca por iontoforesis de azul de pontamina. En todos los casos 

se realizó la técnica histolOgica del procedimiento rápido 

(Guzmán-Flores y col. 1958), modificado (Sánchez- Alvarez y col., 

1988) para la localización de las marcas, ver figura 3. 
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Una vez amplificadas y grabadas las se~ales de la salva 

aferente, (SA), el potencial de campo, (PCJ, y el reflejo de la 

raiz ventral, (RV); se procesaron en una computadora de propósito 

especifico (Nicolet 1170), se promediaron ocho potenciales y se 

determinó el area de su integral, éstas se graficaron, 

(graficador HP 7044-B x-y ) en papel, se recortaron y pesaron. 

Al valor de las áreas de los controles se les asignó el 100% . El 

análisis de la frecuencia de la actividad unitaria y 

multiunitaria se realizó mediante un codificador de frecuencia, 

(Nicolet 1070) y una ventana de voltaje con la que se discriminó 

la amplitud de la actividad a cuantificar. 

Las pruebas estadisticas que se utilizaron fueron el análisis 

de varianza no paramétrico de dos clasificaciones por rangos 

de Friedman con el que se probó la homogeneidad de la población y 

la diferencia significativa de los rangos; La otra prueba fue la 

de rangos se~alados ·Y pares igualados de Wilcoxon, esta es una 

prueba de tendencias, es decir, otorga mayor significado a las 

muestras con mas diferencias, (Siegel,1956). 
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Figura 3. Se muestra una micrografía a bajo aumento de un 
corte de 50 µm de espesor del primer segmento sacro de médula 
espinal de gato mediante la técnica del procedimiento rápido 
modificado. Nótese la marca puntiforme en, toryo claro entre las 
léminas VI y VII de Rexed, en el circulo negro de la derecha . 
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En la figura 4 se ilustra de manera esquemática el 

dispositivo experimental utilizado en esta tesis. 

ESQUEMA DE LOS LUGARES Y EL MODO DE ESTIMULACION PARA 

PRODUCIR HABITUACION EN EL GATO ESPINAL AGUDO 

SA 

1 1 1 1 

0.2 Hz 

Figura 4. Se ilustra esquemáticamente el sitio de 
estimulación en el nervio sural (S). SA; ejemplifica el sitio de 
registro de la salva aferente. ME; el microelectrodo con el que 
se registra el potencial de campo o la actividad unitaria en la 
substancia gris medular (SG). L7 y Sl son las raices ventrales 
donde se registran los reflejos medulares. La parte inferior 
muestra el esquema de estimulaci6n: pulsos rectangulares de 0.3 
ms de duración a 0.2 Hz. 
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Para el procedimiento inmunohistoquimico se utilizaron tres 

gatos de entre 2 a 3 kg. de peso. Se anestesiaron con pentotal 

sódico (33 mg/kg.,i.p.) y se perfundieron mediante un catéter 

intracardiaco con solución fisiológica para lavado, y 

posteriormente con paraformaldehido al 43, en una solución 

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 postfijó, durante 

tres horas en la solución de perfusión, se equilibró el tejido en 

pasos sucesivos de sacarosa 12, 16 y 18 3 y se cortó por 

congelación en secciones de 25 )-lm. de espesor, (Kryostat Leitz 

1720). 

Para el procedimiento inmunohistoquimico se utilizaron dos 

metodos: complejo avidina-biotina-peroxidasa, (Vector Labs.) 

revelado con 3,3' diaminobenzidina (Sigma). Este método consiste 

en la incubación del tejido durante 24 h., con el primer 

anticuerpo anti leucina-encefalina, desarrollado en conejo, 

despuées de lavado con solución amortiguadora de fosfatos, ph 7.4 

y tritón al 0.3 3 el tejido se incubb por 20 min. en suero 

normal de cabra, posteriormente se incubó con el segundo 

anticuerpo biotinilado, cabra anti conejo y se realizó una 

tercera incubación con el complejo avidina-peroxidasa. El segundo 

método usado fue el indirecto de inmunofluorescencia (Coons, 
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1958), 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 emisión de luz 

ultra violeta. 

El anticuerpo para leucina-encefalina se obtuvo de conejo. La 

especificidad y las reacciones de cruzamiento se probaron por 

radioinmunoensayo, y los valores fueron: leucina-encefalina; 100 

3, metionina-encefalina oxi; 0.28 3, metionina-arginina; 0.15 %, 

beta-endorfina; 0.01 %, metionina-encefalina; 15 3. (Vindrola y 

col. 1981). La especificidad del anticuerpo en el tejido se 

confirmo por la preadsorcion del anticuerpo primario diluido 

1: 100 con leucina-encef alina sintética, (Sigma) a una 

concentración de 10 -4 M. lo cual inhibió completamente la 

inmunoreactividad. El otro control usado fue la omisión del 

antisuero primario o la incubación en suero no inmune. 
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RESULTADOS 

En todos los animales registrados encontramos una 

disminución progresiva de la amplitud (voltaje) de la respuesta 

refleja registrada en la raiz ventral Sl (habituación), 

principalmente en aquellos componentes situados ente 12 y 16 

mseg., al aplicar estímulos eléctricos, en forma iterativa al 

nervio sural, estimulando fibras A-delta y B. La máxima 

habituación de la respuesta refleja se obtuvo entre 30 y 120 min 

del inicio de la estimulaci6n iterativa. La deshabituación de la 

respuesta refleja se produjo en ocasiones de manera espontanea y 

siempre por suspensión del estimulo por 10 min. o por 

estimulación tactil de la piel de la pata estimulada. La salva 

aferente mostró variaciones discretas en su amplitud, es decir, 

aumentos o disminuciones en el voltaje no significativas, durante 

la estirnulación iterativa. El potencial de campo presentó 

diversos cambios dependiendo del sitio donde se registró; cuando 

se registró la lámina VI o la parte superficial de la VII, no se 

encontraron cambios ni en la amplitud ni en el valor de su 

inte~ral, expresada corno el área bajo la curva. Cuando se 

registró la lámina IV o V presentó un aumento progresivo, 

particularmente en los componentes entre 3 y 7 mseg. obteniendo 

su maximo cuando el potencial de la raiz ventral presentaba la 

max,ima habituación. Por el contrario, cuando se registró en la 

parte profunda de la Hmina VI y en la disminuyó 

concomitantemente a la respuesta de la raiz ventral, durante el 
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proceso 

ilustra 

de habituacibn, ver figura 10. Con la figura 5, se 

un experimento tipico de habituación, donde se observan 

la SA el PC de la lamina V, registrado con un microelectrodo y la 

respuesta de RV registrada en Sl, la deshabituacion por 

suspensión del estimulo y la interrupción del proceso por la 

administración 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 integracibn del promedio de ocho 

potenciales. El promedio de cada triada fue tomado cada 5 min. 

Nótese la disminución progresiva del area del reflejo marcado con 

RV, que muestra algunas deshabituaciones espontaneas como las que 

se observan en H6 y HlO, y la marcada diferencia entre el control 

(C) y HlS, maxima habituación obtenida a los 75 min. de 

estimulacion continua. Se muestra también el aumento en el area 

por la deshabituación. La SA presenta cambios discretos al igual 

que el PC. 

34 



-·~ 

., 
! 

HABITLl'ACION SURAL 0.2 Hz DESHABITUACION Y NALOXONA 

H 1 H 11 H14 

SA~ 

~ 
~ 

PC~~ ~,~~ ¡ 
RV~ ~ ~ 

OH ¡ Naloxono 7 min 2 2 min 
0.8 mg/Kg 

~~~ 

:t:= ~l¡: 
t----i 

10 mseg 

Figura S. Se ilustra el proceso de habituación por 
estimulación repetida (0.2 Hz. en el nervio sural) y después de 
la administración de naloxona a una dosis de 0.8 mg/kg. i.v. 
Cada trazo es el promedio de 8 potenciales. SA no mestra cambios 
durante el proceso de habituación, con la administración de 
naloxona se acentuan y aparesen componentes de mas de 10 ms. de 
latencia. El PC presenta un aumento progresivo de su amplitud, 
(componente a 4 ms. de latencia), especialmente de los tardios 
(8-15 ms.), la naloxona acent~a este hecho. RV muestra la 
disminución progresiva, (Hll, 55 y H14,77 min. de iniciada la 
estimulación) de su amplitud, la recuperación de la amplitud por 
deshabituación (OH l) y el aumento de la amplitud después de la 
administración de naloxona (componentes entre 12-16 ms.) 
concomitante a la estimulación habituante. H 1, son los trazos 
control. 
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HABI TUACION Y DESHABITUACION POR SUSPENSION DEL ESTIMULO 

N. SUR AL. 

HI H2 H3 H4 H5 

SA~ ~ C:=. =" ~ ~ ~ 

RVA A A ~ A ~ 
PC~ ~ 

,,,.---......._ 
~ ~ ..p:. 

" HG H7 HB H9 HIO Hll 

~ ~ ¡v.-., 
C7 ~ ~ ~ 

~ A ~ ~ ~ ~ 
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,.,--........,_ 
~ ~ ~ -, 

H 12 H 13 H 14 H 15 10 min Deshobituacion 

~ ~ M 
\J ~ h ~ ~ _/Ir-.... ~ 

-~ -~ 
,,--.......__ 
~ ~ 1 

Figura 6. Se ilustra la evolución de las areas de 8 
potenciales promediados. Salva aferente (SA), reflejo de la raiz 
ventral Sl (RV), potencial de campo registrado en la lamina VI de 
Rexed, (PC). La triada marcada con e es la situación control¡ 
entre cada triada de potenciales hay un intervalo de 5 min., 
aOnque la estimulaci6n se dio de forma continua a una frecuencia 
de 0.2 Hz. Notese la disminuciOn progresiva del area de RV, asi 
como la deshabituaci6n producida por la suspensión del estimulo 
durante 10 min, la duracion de los potenciales es de 40 ms. 
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Cuando se inyectó naloxona, (0.8 mg/kg. i.v.) durante el 

proceso de m~xima habituación, se produjo una intensa 

deshabituación en la respuesta registrada en la raiz ventral, ver 

figura S. En los casos donde se administro naloxona, dos minutos 

antes de reiniciar la estimulación iterativa no se produjo la 

habituación, como se muestra en la figura 7, en cambio el 

potencial de campo registrado en la lamina VII disminuyo su 

amplitud, consecuentemente la integral de su area. La figura 6, 

ilustra los cambios que presentan la SA, RV y PC cuando 

previamente a la estimulación iterativa se administra naloxona 

(0.8 mg/kg. i.v.). No se observa disminución en el area del 

promedio de ocho potenciales integrados de SA y RV, en cambio PC 

disminuye su area progresivamente. La tabla r resume los 

resultados obtenidos con las respuestas de RV mediante las 

diversas manipulaciones experimentales. 

Los resultados que se obtubieron cuando se registró el 

potencial de campo en las láminas IV-V durante el proceso de 

habituación por estimulación iterativa al nervio sural, muestran 

un aumento progresivo de los componentes entre 3 a 7 ms., 

mientras que la respuesta de la raiz ventral presentaba la minima 

amplitud. La administración de naloxona (0.8 mg/kg. i.v.) acentuó 

el incremento especialmente de las partes tardias c:12 ms.) del 

PC. La figura 8, ilustra el aumento en el voltaje del PC, 

especificarnente del componente principal situado a 3 ms., con 

respecto al PC control, registrado en la lámina V a los 39 rnin. 
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TABLA I 

e MH DH NH NDH 

100 65.0 • 116. o 114.0 120. o 
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 

Habituación de los potenciales de RV (las cifras estén dadas 
en 3 del érea bajo la curva del promedio de 8 potenciales para 
cada caso) producidos por estimulación del nervio sural a 0.2 Hz. 
En todos los casos la naloxona se administró a una dosis de 0.8 
mg/kg. i.v. e, control, MH méxima habituación obtenida para cada 
caso, DH, deshabituación por suspención del estimulo (10 min.) 
NH, naloxona mas estimulación habituante ( estos valores se 
obtuvieron 18 min. después de la inyección de naloxona, NDH, 
deshabituación bajo efecto de naloxona. El análisis estadistico 
se realizó mediante pruebas no paramétricas, (anélisis de 
varianza de Friedman de dos vias, y la prueba de muestras 
pariadas de Wilcoxon). p < O.OS (•) se consideraron 
significativas para n= S. 
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de la estimulación iterativa, la respuesta simultánea de RV 

muestra una disminución en el voltaje, la suspensión del estimulo 

por 10 min. provocó la deshabituación de la respuesta en RV 

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

OH). 

HABITUACION CON NALOXONA PREVIA ( 0.8 mg I Kg) 

2 min 7min 12 min 18 min 24min 29 m1n 

Pc-C:::::... 
34 min 39min 44min 49min 54min 59min 

64 min 69min 74min · 79min 10 min Deshabituación 

Figura 7. Se ilustran los cambios que presentan las áreas de 
los promedios de 8 potenciales de SA, RV y PC registrado en la 
lámina VI, cuando se administra naloxona (0.8 mg/kg. i.v.) 2 min. 
antes de iniciar la estimulación iterativa. SA y RV no presentan 
cambios significativos en sus áreas, PC muestra una disminución 
progresiva, la duración de los potenciales es de 40 ms. 
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PC 
LAMINA V 

HABITUACION N. SURAL 0.2 Hz 

HI 

H7 

DH 

Figura 8. Se ilustran los cambios que presenta el PC, 
(promedio de 8), registrado en la lémina V y ei potencial de RV 
registrado en la raiz ventral 51. Hl, control, H7, trazos tomados 
a los 35 min. del inicio de la estimulaciOn a 0.2 Hz. en el 
nervio sural, DH deshabituación por suspención del estimulo por 
10 min. Nótese el aumento en el voltaje del componente a 3 ms.del 
PC y la disminuciOn 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 la actividad unitaria y multiunitaria a 

diversas profundidades de la substancia gris medular y en las 

raices ventrales durante la estimulación iterativa dio los 

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 presentó una 

frecuencia de disparo inicial, con la esimulación a 0.2 Hz., de± 

64 Hz., de 80 Hz. a los 60 min y de 120 Hz. a los 125 min de 

estimulacibn iterativa; mientras que la actividad multiunitaria 

registrada en RV presentb ± 130 Hz. al inicio de la estimulación, 

70 Hz. a los 60 min. y 60 Hz. a los 125 min. Las deshabituaciones 

producidas por la &uspención del estimulo, incrementó la 

frecuencia de disparo tanto de la neurona de la lámina V, como de 

la raiz ventral. Ver figura 9. 

Cuando se registrb la actividad unitaria en láminas 

profundas, (VI-VII) la disminucibn de la frecuencia fue similar a 

la habituación y la administración de la naloxona impidió la 

rehabituación, ver figura 10. 

Se observó el efecto de la microinyección, en la substancia 

gris de la medula espinal, del agonista encefalinérgico D-Ala-2-

Met-encefalina, (DAME). Este agonista difiere de la metionina 

encefalina endógena en que posee uan D-Alanina en la posición 2, 

que la protege de ser inactivada rápidamente por el sistema 

enzimático del or~anismo. Se registró la actividad unitaria en la 

lámina V y se microinyectó por presión la DAME, 400 a 500 pm. 
caudal al microelectrodo de registro. La frecuencia media durante 

la actividad control fue de 34 Hz., después de la microinyección, 
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la frecuencia descendió a± 16 Hz., con una tendencia rapida a 

recuperar ~a frecuencia control (3 a 4 min.). Una segunda dosis 

fue administrada replicándose el efecto, como se muestra en la 

figura 11. La administración del vehiculo no causo efecto o en un 

cps A OH 
128 1, 96 

64 

32 

o 

B OH 

64 

o .,__.,....,-,.-....,.-r-,....,..~-r-..-.~~~,....,...~~~~~~ 
e 5 30 60 90 120 Mln 

Figura 9. A, muestra la evolución de la frecuencia de 
la actividad unitaria (ordenadas en Hz.) de una neurona de la 
lamina V. B, es la evolución de la actividad multiunitaria 
registrada en la raiz ventral Si del mismo experimento, durante 
la estimulacion 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 deshabituación aumentó mas la 
frecllencia <± 128 Hz.). B muestra una caida progresiva de la 
frecuencia, de ± 130 en el control a 60 Hz. a los 125 min. de la 
estimulación, con aumento en la frecuencia producido por la 
deshabituación. 
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A B 

e~ t\1---+HtH 
' 3min~~ 

27 min Wtíl ~~~~MtH-tJM~ 

DHtW~riHV!H+ 'IWJ~~2~V 
50ms 

Figura 10. A, muestra el registro unitario extracelular 
ralizado con un microelectrodo de vidrio, lleno de KCL y azul de 
pontamina al 43 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 habituación. e, es el 
registro de la misma célula, a los mismos intervalos que B, 
después de la administración de naloxona {0.8 rng/kg i.v.), 
flecha. e, control, OH, deshabituación. 
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cps 
64 

48 

32 

16 

HABITUACION N. SURAL 0.2 Hz 

Micro inyec. DA La met-encefalina 

actividad unitaria lamino V de Rexed 

CONTROL 2 5 8 11 . 14 17 Minutos 

Fi,ura 11. Se muestra la frecuencia de la actividad unitaria 
re~istrada en la lémina 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 microinyección del agonista encef alinérgico D-Ala-2-Met
encefalina, (DAME) 400-500 µm. cudal al sitio de registro, a una 
dosis de 1 ~g. en 250 nl. Obsérvese la disminución de la 
frecuencia, hasta 14 Hz. después de la administración de DAME, la 
segunda dosis reproduce el efecto y la frecuencia media permanece 
en± 24 Hz. 
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caso incrementó la frecuencia basal. también se observó el efecto 

de la microinyección sobre la respuesta registrada en la raiz 

ventral, ésta al igual que la actividad de la neurona registrada 

en la lamina V, disminuyó su amplitud posteriormente a la 

administración, alcanzando una amplitud similar a la que se 

obtuvo con 25 min. de estimulación iterativa. La deshabituación 

bajo estas circunstancias fue menor que con la sola suspención 

del estimulo, ver figura 12. La actividad multiunitaria 

registrada en la raiz Sl, en otro experimento similar, mostró un 

patrón similar al registrado en la lamina V, es decir, se observó 

una disminución de la frcuencia de disparo posterior a la 

microinjección de la DAME, este efecto fue revertido por la 

administración i.v. de naloxona (0.8 mg/kg.), ver figura 13. 

Los 

fibras 

resultados 

inmumoreactivas a 

inmunohistoquimicos 

leucina-encefalina en 

mostraron 

estrecha 

proximidad al soma y a las prolongaciones neurales de células 

situadas en las láminas VII, VIII y IX del primer segmento sacro 

de la médula espinal del gato, ver figura 14. 

Encontramos fibras inmunoreactivas en contacto con 147 

células. En la lamina VII, n= 56, con cuerpos celulares de 32.7 

pm. de diametro medio, ±7.3 pm. En la lamina VIII, n= 31, con 

38.8 pm. de di~metro medio, ±13.2 .pm. En la lamina IX, n= 60, con 

64.5 ~m. de diametro medio, ±13.7. En las secciones de tejido 

procesado por inmunof luorescencia 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 la fibra 

presentara un ensanchamiento al estar en proximidad al soma o sus 

prolongaciones. 

HABITUACION N. SURAL 0.2 Hz 

e 

lnle9r. ~ RVS1~ 

(25min) 

_A~ 
v 

e 
(5 mln) 

,J\('\ 
v =--

OALo2 Met1onlno -encefoiino 
rrücroinyeccion, lamina V de 
Rued l)l 9 1250 ni 

OH 

~ 
OH 

,_____. 
10 mseg 

Figura 12. Integrales de los promedios de ocho respuestas 
evocadas por estimulación del nervio sural (0.2 Hz.) y 
registradas en la raiz ventral S1. En los trazos superiores C, 
control. H, a los 25 min. de iniciada la estimulaci6n. OH, 
deshabituación por suspención del estimulo. Los trazos inferiores 
muestran: e, control. H, a los 5 min. de reiniciar la 
estimulaci6n e inmediatamente después de la microinyeccibn de 
DAME (1 ug en 250 nl.) realizada 400 a 500 um. cudal a la raiz 
ventral registrada y a 1500 µm. de profundidad en el primer 
se¡mento sacro de la médula espinal. DH, deshabituación. Nótese 
que las areas de los trazos H 25 min. y H 5 min. son similares y 
la deshabituación menor en el caso del trazo inf€rior. 
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t t 
DAME DAME 

t 
NALOXONA OH 

Figura 13. Se muestra la frecuencia en cps., (ordenadas) de 
la actividad multiunitaria registrada en la raiz ventral S1 
durante la estimulación iterativa, (0.2 Hz.) al nervio sural. En 
las abscisas se muestra, C; la frecuencia de la actividad 
control, las flechas indican las administraciones de DAME, (1 
µg/250 nl. microinjectada 400-500 µm. caudal a la raiz registrada 
y a 1500 µm. de la superficie dorsal de la médula espinal) nótese 
la disminución progresiva de la frecuencia y como la 
administración de naloxona (0.8 mg/kg, i.v.) revierte el efecto 
de la DAME y aumenta la frecuencia de disparo. OH es la 
deshabituación producida por suspención del estimulo por 10 min. 
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Figura 14. A, muestra una microfotografia a bajo aumento 
(32X) de una sección transversal de 25 pm. de espesor de médula 
espinal de gato a nivel del primer segmento sacro, procesada para 
inmunoreactividad a leucina-encefalina por el método de avidina
biotina-peroxidasa. Se observan algunas neuronas, en el asta 
ventral, Cléminas VII y IX) que reciven fibras inmunoreactivas, 
(B, e y D); barra de calibración 500 pm. B, micrografia de campo 
claro de una neurona, (lamina VII) con una fibra inmunoreactiva 
en proximidad al soma (flechas). e y D, micrografía en campo 
obscuro de dos diferentes motoneuronas situadas en la lamina IX 
en contacto con fibras inmunoreactivas en una prolongación neural 
(C) y en el soma (D). Magnificación de B, e, y D, 312 X; barra de 
calibración 45 µm. E, magnificación en campo claro de e y F, 
ejemplo de una fibra inmunoreactiva en proximidad al soma 
neuronal. G, magnificación en campo claro de D. Magnificación de 
E, F y G, 1250 X; barra de calibración 5 ~m. 

48 



G 

49 
:¡ . . ('"r!:f•. 

;.,¡...,..,;¡¡ 



DISCUSION 

Hasta el momento, las caracteristicas ~e la habituación están 

razonablemente entendidas, (Thompson y Spencer, 1966) y nos 

referimos a las caracteristicas, como la forma en que el 

organismo responde al estimulo iterativo de baja frecuencia y los 

cambios de la respuesta, bioeletrica o conductual cuando se 

modifican las condiciones de estimulacion. La controversia 

existe en los mecanismos sinápticos o subsinépticos relacionados 

con la disminución gradual de la respuesta. Al revisar la 

literatura nos hemos percatado de, por lo menos, tres teorias 

propuestas para la explicación del fenómeno de la habituación, y 

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 demás o que coexistan, sobre todo en organismos 

mas complejos como el mamifero; a continuación las discutiremos. 

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

habituacion a la contracción en el protozoario ª1~~1~! 22~!~!~~~ 

la reducción en la amplitud del potencial en el mecanoreceptor, 

este autor encontró 

mecánico la amplitud 

que durante la repetición 

del potencial de acción 

del estimulo 

no cambia; la 

reducción en el potencial receptoria! 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, (Castellucci 

y col., 1970, Zucker, 1972 propusieron a la depresión 

50 



homosinAptica 

decir la 

como el mecanismo subyacente a la habituación, es 

estimulación iterativa produce la inactivación 

progresiva de la conductancia al Ca++ sensible al voltaje, 

descartando toda participación del elemento postsinaptico. Con el 

fin de pecisar el mecanismo, Glanzman y Thompson (1980) 

analizaron la actividad espontanea de los potenciales miniatura 

de una via monosinaptica durante la habituación 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 está habituada. Los autores proponen que sus resultados 

son incompatibles con la hipótesis del decremento o depleción del 

neurotransmisor acumulado. En contraposición, Bailey y Chen 

(1988) en un estudio morfológico de la presinapsis del ganglio 

abdominal de ~E1~~!~ reportan una reducción en la población de 

las vesiculas listas para ser liberadas, como consecuencia de la 

depresión homosinAptica en la habituación a corto plazo, es decir 

una disminución de la zona activa. La tercera hipótesis es la 

depresión activa;· ésta propone el aumento creciente de la 

actividad de una interneurona inhibitoria (o grupo de ellas), que 

actuando sobre la via de la habituación, serian las responsables 

de la disminución de la respuesta motora, (Moruzzi, 1959; 

Holmgren y Frank, 1961; Wickelgren, 1967). Esta hipbtesis implica 

considerar de entrada, tanto los neurotransmisores como a la 

citoarquitectura de la via en la que se produce la habituación. 

Nuestros resultados apoyan esta idea, el aumento, tanto en la 

actividad de campo, especialmente en los componentes de latencia 

media y larga, situados entre 5-7 ms., como en la actividad 
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unitaria, registrada en las láminas IV-V, concomitante a la 

disminución de la respuesta motora registrada en RV, (fig.9) o la 

misma actividad unitaria registrada en láminas más 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 células situadas en las láminas 

IV-V no se habituan facilmente. Nuestros resultados también 

apoyan lo reportado por Egger, (1978) que encontró diferencias en 

la localización entre las neuronas que se habit~an y las que 

presentan el patrón de sensibilización-habituación; estas ~!timas 

las localiza entre las láminas V-VII, de umbral intermedio y de 

latencia larga. Po·r otro lado Glazer y Basbaum, ( 1981) reportaron 

que las neuronas de la lémina V, no tan solo mandan sus axones 

lateralmente para formar el fesciculo espino-talámico-lateral, 

sino que algunas mandan sus prolongaciones a láminas más 

profundas, lo que sustenta la posibilidad anatómica de la 

conexión con neuronas situadas en la E~~~ motora. 

La deshabituación se presentó siempre por la suspensión del 

estimulo, (fig. 5,8 y 9) llama la atención el hecho que la 

deshabituación ocurra con mayor amplitud y frecuencia que la 

actividad control, inclusive con la actividad registrada en la 

lámina V, esto apoya a los autores que sugieren, (Thompson y 

Spencer, 1966) que el mecanismo que produce la deshabituación es 

distinto, más adelante abundaremos en este punto relacionando 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 habituación 

e inclusive lo impida, cuando se administra antes de iniciar la 
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estimulación iterativa, esto sugiere, dada la especificidad de 

este farmaco por los receptores a opiaceos, (Henry, 1979) que la 

habituación esta mediada, de manera inhibitoria por células 

endorfinergicas, situadas en las laminas IV-V de Rexed, mas aun 

los componentes del PC que mas aumentan su voltaje son los que se 

situan a.partir de 5 ms. de latencia del estimulo, que restando 

el tiempo de conducción, del sitio de estimulo a la entrada de 

las raices dorsales, y tomando como retraso sinaptico lo 

reportado por Katz y Miledi, (1964), es decir 0.5 ms. por lo 

menos 7 sinapsis, lo que explica el aumento en estos componentes. 

Chung y col. (1983), reportaron una inhibición de larga 

duración del reflejo de flexión en el gato, producida por 

estimulación 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. Reportan un incremento en el voltaje del reflejo, mayor 

al control por la administración de naloxona que concuerda con 

los resultados obtenidos en esta tesis, e interpretan este 

incremento como una respuesta del efecto sumado de la sección 

espinal y la estimulación nerviosa periférica que libera opioides 

endógenos. 

Otra prueba experimental que apoya la mediación 

endorfinérgica en el proceso de habituación es la disminución, 

en el voltaje de la respuesta de RV, después de la microinyección 

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 

estimulaci6n iterativa, (Ver figura 12) mAs aun, la naloxona 

administrada después de la microinyección de la DAME produjo un 
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aumento en la frecuencia de la actividad multiunitaria registrada 

en la raiz ventral Sl, {figura 13) este hecho apoya, aun mAs, que 

el proceso de la habituación esté mediado por poíoides endógenos. 

En estos mismos experimentos la deshabituación provocada por la 

suspensión del estimulo fué menor, como puede obsrevarse en la 

figura 12, esto sugiere que el mecanismo de deshabituación es 

extriseco a la via de la habituación y no es endorfinérgico, ya 

que al estar ocupados los receptores endorfinérgicos por la DAME 

no se presentaría el aumento en el voltaje del potencial, ni en 

la actividad multiunitaria registrada en la raiz ventral durante 

la deshabituación. 

Un punto muy importante que 

electrofisiológica y farmacológica 

completa la evidencia 

de la participación de 

neuronas endorfinérgicas en el proceso de habituación fue el 

obtenido de los resultados inmunohistoquimicos que mostrarón 

fibras reactivas a leucia-encefalina en contacto estrecho con 

motoneuronas de la l~mina IX y con neuronas de las !Aminas VII y 

VIII, lo que sugiere una amplia modulación endorfin~rgica en las 

respuestas motoras. En este sentido también se ha reportado por 

Atsumi y Sacamoto, (1987) inmunoreactividad a metionina-

encefalina en terminales ax6nicas 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 neuronas de 

la !Amina V alcancen !Aminas ventrales profundas hace posible el 

control de respuestas motoras por estas células. 

Por otro lado 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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Hydén, 1981; Dingledine, 1981; Stewart y col., 1988) la 

interacción funcional entre las endorfinas y el GABA y no se 

descarta la posibilidad de una interacción sinérgica en el 

proceso de habituación de las respuestas medulares producida por 

estimulación iterativa de aferentes sensoriales aunque en esta 

tesis no están exploradas. 

Nuestros resultados fisiológicos y anatomices sugieren que 

los péptidos opioides están relacionados con la habituación de 

las respuestas aferentes sensoriales no dolorosas mediante un 

proceso de inhibición activa situado en las láminas IV-V y que se 

propaga hasta las motoneuronas. 
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