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SUMMARY

"Methodological development, optlmlzaulon and’ appllcatlons of the
push-pull perfu31on technique in the freely moving animals:

Study of the in vivo release of proteins and opioid peptides from
specific areas of the central nervous system".

In order to study the physiological regulation of neurochemical
events and their integration into the neurdl function, an in vivo
approach is needed. These studies are possible through the in vivo
perfusion of deep brain nuclei, a technique that requires reliable
_probes and pressure buffering systems to introduce a stream of
-phy31ologlca1 fluld into the brain, allowing the administration
and sampling of‘chemlcals into and from defined neural structures.
Some of the basic technical problems and limitations of the in
vivo perfusion which must be controlled are the lesion of the

- tissue produced -by the perfusing device , by hydrodynamic
accidents, or by the constant circulation of fluid through the
tissue; the decrease of the neural responsivness of the tissue to
stimulation along perfusion; and the efficency of the diffusional
exchange between the tissue and the perfusion medium.

The initial part of this thesis deals with the use of biochemical
markers (proteins, peptides, and nonpeptides transmitters) to
asses tissue damage and viability along perfusion. In this context,
we describe the functional advantages that offers the use of a
novel design on the geometry of the concentric push-pull cannula
(Gaddum-Myers, the probe most widely used for in vivo perfusion).
Our results show that, compared to the classical Gaddum cannula,
this design (sloted-tip cannula) produces less tissue damage during
perfusion, and keeps tissue-medium exchange similar to that observed
with the classical model.

Additionally, we present data on the in vivo release of protein
material and several enzyme activities from the striatum, this
release being induced by mechanical means or by chemical
depolarization. We also give evidence of the in vivo release of the
neuropeptides enkephalins, presenting results on the physiological
regulation of this release,which show diurnal in vivo, fluctuations
in the globus pallidus of the freely moving rat.

iv
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GENERALIDADES Y ANTECEDENTES



El cordcepto de que la comunicacidn neuronal es mediada quimicamente
ha sido uno de los pilares fundamentales que nos ha permitido enten
der el cddigo quimico de las funciones cerebrales. Es de aceptacidn
general gque la demostracidén de la liberacidén de una sustancia es un
criterio importante para catalogarla como agente neurotransmisor.
En este contexto, las técnicas neuroquimicas de andlisis in vitro
han brindado un avance sustancial en el estudio de los eventos neu
roquimicos de la transmisién nerviosa. Asi, la experimentacidn en
regiones cerebrales aisladas y estructuras celuiares y subcelulares
,mecidnicamente fraccionadas, ha facilitado el control de las condi-
ciones experimentales en las cuales son estudiadas. Sin embargo, su
aislamiento tiene como consecuencia la pérdida de su conectividad
nerviosa con el resto del cerebro y del organismo entero. Por 1lo
tanto, se han desarrollado enfogues experimentales in vivo, en don
de ha sido posible estudiar la regulacidn fisioldgica de los even-
tos neuroquimicos y, su integracién en la funcidn cerebral del ani

mal wvivo.

En este sentido, la técnica de perfusidn intracerebral push-pull
(infusidn y extraccidn de liquido) ha demostrado ser una herramien
ta 4til en el estudio de la liberacidn in vivo de agentes neuroac-
tivos en el sistema nervioso de animales en libertad de movimiento
y conductualmente activos.Este procedimiento permite llevar a cabo
estudios en regipnes cerebrales especificas , en las cuales se pre
serva la integridad de sus conexiones neurales con el resto del
sistema nervioso y, permite también, correlacionar eventos neuro--
quimicos y conductuales. Adicionalmente, al facilitar la introduc-
cidn continua de liquido fisioldgico artificial y su extraccidn y
recoleccidn inmediatas del sitio de perfusidén mediante dos tubos
dispuestos concéntricamente y acoplados a un sistema de bombeo,per
mite la administracién y recoleccidén de sustancias quimicas en el

tejido perfundido.

Sin embargo, la incidencia de fracasos experimentales con el uso de



esta técnica es alta, los que gon debidos fundamentalmente, a la pre
.sencia de fragmentos de tejido y/o codgulos sanguineos que obliteran
la parte terminal del tubo de extraccidn de la cdnula.Estos materia-
les son producidos por el desarrollo de presiones negativas en el
sitio de perfusidén y por el efecto erosivo, que sobre el tejido, cau
sa la circulacién directa del liquido de perfusidn. Las cénulas con
céntricas de uso comiln (Gaddum-Myers) tienen la tuberia interior(in-
fusidn) protruyendo del cuerpo de la exterior(extraccidén) y en con--
tacto directo con el tejido. El traumatismo que produce la circula-
cidn del liquido en los sitios de perfusidn origina dafio mecdnico
al tejido y, eventualmente, obstruccidn en el flujo del liquido, 1lo
que altera la viabilidad de la preparacidén y enmascara las observa--

ciones experimentales.

Con el objeto de minimizar estos inconvenientes y limitaciones,se di
sefid y puso a prueba una modificacidn de la geometria de la punta de
la cdnula de uso tradicional.En nuestro modelo(de punta ranurada) he
mos evitado la protrusidn de la tuberia interna del cuerpo de la ex-
terna,con el objeto de protejer al tejido de los efectos mec&@nicos
directos ocasionados por la circulacién del liquido infundido. Para
comparar el funcionamiento de los dos disefios de cdnulas, y con el
propbsito de registrar el dafio y viabilidad del tejido perfundido,
hemos utilizado indicadores fisicos de lesidn(sangrado y recupera--
cidén disminuida de liquido de perfusidn). Con el mismo objetivo,he--
mos empleado marcadores biogquimicos de lesidn(proteina enddgena to--
tal, actividades enzimi3ticas de lactato deshidrogenasa, colinestera-
sa y proteasa) ,'de_eficiencia en la difusidn tejido-medio de perfu-
sién(difusidén de proteina endégena hacia el liquido de perfusidn),
medio de perfusidn-tejido( indice de captura tisular de GABA-H )

y de viabilidad del tejido durante la perfusidn( capacidad de libe-
racidén basal y estimulada de neuretransmisores representativos pepti

dicos( encefalina) y no peptidicos( GABA)

Los resultados muestran que el uso de nuestro disefio reduce la fre--
cuencia de obstrucciones en el flujo del liquido, asi como de lesio-

nes accidentales, manteniendo una eficiencia de perfusidn y recolec-



cidn y una viabilidad comparables a las obtenidas con el uso de la
cdnula tradicional.

M&s recientemente se ha modificado también el sistema de extraccidn
(normalmente aislado de la presidn atmosférica), permitiendo la en-
trada de aire en el mismo, con el fin de evitar el desarrollo de pre

siones negativas y lesidn consecuente del tejido perfundido.

Nuestros resultados muestran que el uso combinado en la perfusidn de
nuestro modelo de cdnula de punta ranurada y el sistema de extracci-
én abierto ha mostrado ser eficaz en la deteccién con alta resoluci-
6n de la liberacidn in vivo de neurotransmisores (GABA—H3 ) v prote-
ina enddgena (funcidn ain no caracterizada) evocada por distintos

procedimientos.

La confiabilidad, reproducibilidad, resolucidn temporal y sensibili-
dad que ahora provee esta técnica, nos ha permitido extender su uso
al estudio de los mecanismos y la requlacidén de la liberacidn in wvivo
en forma fisioldgica, de sustancias neuroactivas en estructuras neu--
rales definidas en el animal consciente y en libertad de movimiento

(correlacidén neuroquimica-conducta).

El globus pallidus es una regidn neural iddnea para el estudio de

la liberacidén de transmisores peptidicos(encefalina) (presenta la
mds alta concentracidn de encefalina y de terminales nerviosas ence-
falinérgicas en el sistema nervioso) y no peptidicos(GABA) (exhibe’
uno de los més aitos contenidos de la glutamato descarboxilasa que
sintetiza a este aminodcido en las terminales sindpticas ). Basados
en evidencias experimentales que han sugerido la existencia de un
mecanismo de regulacidn tdénica inhibitoria, dependiente del GABA,so
bre la liberacién de encefalinas en esta regidn, decidimos estu---
diar de forma comparada su liberacidén in vivo en el globus pa----

l1lidus de la rata en libertad de movimiento.

Nuestros resultados son consistentes con el mecanismo propuesto y

muestran que la liberacidén de estos mensajeros estd en correlacidn



inversa., y sigme un patrdn circddico. Ademds, estas observaciones,
junto con otras evidencias farmacoldgicas, sugieren que estos rit-
mos bioquimicos estdn ligados con los ritmos de actividad motora

de la rata.



A). LA NEUROQUIMICA IN VIVO -

1.- INTRODUCCION

El avance cientifico se ha encontrado estrechamente vinculado al de-
sarrollo de métodos y estrategias experimentales que nos han permi--
tido observar, analizar y cuantificar los fendmenos naturales.Desde
el inicio del presente siglo, la comprensidn del funcionamiento del
sistema nervioso de los mamiferos ha sido, sin lugar a dudas, una

de las interrogantes que mads ha atraido la atencidn del neurocien-
tifico. Sus esfuerzos lo han llevado al descubrimiento de la unidad
anatémo-funcional que lo conforma, la neurona, y por lo tanto, a la
idea de que la comprensidén de los mecanismos que permiten la comuni
cacidén entre las neuronas sentarian las bases para explicar el fun-

cionamiento del conjunto(el sistema nervioso).

Hacia 1906, Sherrington denomina sinapsis al sustrato anatdémico,ex-
clusivo de las células nerviosas, que permite su comunicacién.Para-
lelamente, Bois, Raymond, Elliot; Loewi y Dale establecen los prin-
cipios de la teoria quimica de la comunicacidn interneuronal.Se es-
tablece asi, que la transmisidén nerviosa se inicia con 1la llegada
del impulso nervioso(seflal eléctrica) a la terminal sindptica, la
cual induce la liberacidn de un "mediador quimico" (agente neurohu-
moral) al espacio intersindptico, que alinteraccionar con la membra
na de la célula postsindptica, genera en ésta una sefial eléctrica.
En la actualidad, denominamos a estos mediadores quimicos neuro---

transmisores.

A pesar de la enorme complejidad del sistema nervioso, se tiene la
conviccidn de que la transmisidn del impulso nervioso de una neuro-
na a otra representa un evento fundamental en la funcidn neural,lo
que ha propiciado el desarrollo de uno de los enfoques mds exitosos
desde el punto de vista experimental en la neurociencia actual:el
estudio del funcionamiento del sistema nervioso a través de la com-
prensidén del papel fisioldgico que desempefian los neurotransmiso---
res. Por esto,se ha centrado la atencién dentro de la neuroquimica
actual en el estudio de las correlaciones entre la bioquimica regio

nal del cerebro y la expresidn de estados conductuales en el animal.



Esto ha hecho posible la formulacidén del concepto de la " codifica-
cidén neurohumoral de las funciones cerebrales " (Myers y Drucker-Co
'1in, 1974). Dentro de este contexto, se han desarrollado alternati-
vas métodolégicas y estrategias experimentales que han facilitado
el estudio de la regulacidn fisioldgica de los eventos neuroquimi--
cos implicados en la transmisidn sindptica en estructuras neurales
definidas y su integracidn en el funcionamiento nervioso y conduc--
tual en el animal vivo( preservando la conectividad nerviosa normal
de aquellas con el resto del cerebro). Asi, este enfoque alternati-
vo ha representado un avance sustancial en la neurociencia actual:

el estudio de la neuroquimica in vivo .

2.- ALTERNATIVAS METODOLOGICAS EN EL ESTUDIO DE LA NEUROQUIMICA
IN VIVO

Hacia el final de la década de los 50°s, Fox y Hilton (1958) disefia
ron un sistema de tubos paralelos para perfundir tejido subcutdneo.
Posteriormente, Gaddum(1961) y luego Myers (Myers, 1970; Myers y Be
leslin, 1970; Myers, 1972 ) adaptaron un sistema de tubos de infu--
sidn y extracciéq, ensamblados concéntricamente (" para localizar
el sitio de liberacidén de sustancias en tejidos =-tales como el del
sistema nervioso central~ en forma mas precisa que por otros pro--
cedimientos",en palabras de Gaddum) que revoluciond el estudio de

la neuroquimica in vivo (Fig.1).

Para entender la importancia y repercusiones que este desarrollo me
todoldégico representa en la neurobiologia actual, es necesario com-
prender su principio funcional y las ventajas experimentales que el
mismo ofrece: infusidn controlada y extraccidn simultidnea de liqui-
do fisioldgico artificial a través del tejido nervioso,que permite

la formacidn de una superficie de contacto y difusion bidireccional
entre el liquido administrado ex6genamente y los elementos tisula--
res del &rea perfundida. Con esto, es posible administrar agentes

neuroactivos (neurotransmisores exégenos, firmacos, etc.) disueltos
en el liquido de infusidn y, también, colectar fraccionadamente y a

nalizar el liquido extraido del cerebro del animal vivo (Bayén y
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Fig. 1. Modelo de- Cadnula Gaddum-Myers. El sistema de tubos de entra-
da (en blanco) y de salida (en punteado) del liquido es con-
céntrico a los largo de la punta de la canula y se separan
después de entrar a la c@mara superior, la cual se encuentra
conformada por dos piezas de acero inoxidable atornilladas
entre si (en rayado) y un septo de hule (en blanco). La céanula-
guia presenta una grapa de fijacidn para la cénula de perfu-
sidn (en negro). NOtese que la cidnula de perfusidn tiene en su
extremo terminal (en contacto con el tejido) la tuberia inte-
rior (infusidn) protruyendo del cuerpo de la exterior (extrac-

T
ciodn).



Drucker-Colin, 1985; Baydn, 1987).

Paralelamente, se han.desarroilado procedimientos técnicos de perfu
sidén andlogos al implementado por Gaddum-Myers y , alin con los refi
namientos que cada uno de ellos ha incorporado, todos exhiben el
mismo principio funcional anteriormente expuesto. Los mds represen-
tativos, se basan en el uso de copas de superficie ( badsicamente
corticales ), tubos de infusidn-extraccidn ventriculares y, membra-

nas de didlisis.

Las copas corticales son c@maras de perfusidn ( con tubos para in--
fundir o extraer liquido a través de ellas) adheridas en forma agu-
da ( Da silva y Sproull, 1964; Celesia y Jasper, 1966) o crdénicamen
te ( Beleslin y Myers, 1970 ) a la superficie del cerebro. Beleslin
(1965) y Jasper (1969) las han utilizado en el estudio de la libera

cidén de acetilcolina de la superficie de la corteza motora.

Las cdnulas ventriculares son un dispositivo de dos tubos implanta-
dos en regiones separadas del sistema ventricular cerebral, las cua
‘les permiten la infusidn y extraccién del liquido cefalorraquideo

en la cavidad presente entre ambos. Su descripcidn inicial fué he--
cha por Leusen (1948), Bhattacharya y Feldberg (1958), Pappenheimer
y colaboradores (1962) y Maclntosh y Oborin (1963). Adicionalmente,
diversos autores la han empleado para estudiar la liberacidn de a--
cetilcolina (Bhattacharya y Feldberg, 1958 a,b), serotonina (Feld--
berg y Myers, 1966) y norepinefrina ( Carr y Moore, 1969) hacia el

lumen ventricular.

La técnica de perfusidn que usa membranas de didlisis, descrita ori
ginalmente por Delgado (1970), consiste en un sistema de tubos de
infusidn y extraccidén de liquido, ensamblados concéntricamente en
forma andloga al sistema Gaddum-Myers. Su porcidn terminal se en--
cuentra cerrada por una membrana porosa permeable, selectiva al pa
so de sustancias de bajo peso molecular. Actualmente, se han desa-
rrollado modelos alternativos, en funcidn de las necesidades de ca-
da autor; sin embargo, todos se basan en el mismo principio funcio-

nal inherente al disefiado originalmente por Delgado (Kovacs, 1976;



Zetterstrdm y Col. 1982; Ungerstedt, 1982; Hamberger y Col. 1985).

A pesar de las posibilidades y ventajas experimentales que han brin
dado estas herramientgs de perfusidn en el estudio de 1la neuroquimi
ca in vivo, la utilizacidn en paralelo del modelo Gaddum-Myers ha

demostrado, en ellas, sus principales inconvenientes: el uso de las
copas corticales y de las canulas ventriculares se encuentra res--
tringido a las superficies o cavidades cerebrales, respectivamente.
Desde este punto de vista, son inadecuadas en el estudio de la bio-
quimica de regiones discretas, situadas en el interior del parénqui
ma nervioso.Por el contrario, la técnica de didlisis , a pesar de o
frecer la. ventaja experimental en el estudio de dreas discretas y

multiplicidad regional en el tejido nervioso, presenta el inconve--
niente en la existencia de la membrana de permeacidn, a través de

la cual el intercambio de liquido y sustancias quimicas entre el

medio infundido y el tejido, o viceversa, es lento y de baja efi--
ciencia. En este sentido, su uso experimental es generalmente ina--
decuado en el estudio de la liberacidén de agentes neuroactivos po--
co abundantes o que se degradan rdpidamente 0 que no permean por su
tamafio molecular a través de la membrana de didlisis ( ejem: neuro-

péptidos y proteinas ).

Ya que los principios bdsicos de funcionamiento de las herramientas
de perfusidn anteriormente expuestas son muy similares al sistema
concéntrico de cidnulas Gaddum-Myers, parece justificado usar éste
modelo en la discusidn de los principales problemas metodoldgicos y

limitaciones experimentales inherentes a la perfusidn in vivo.

3.- FACTORES QUE INFLUENCIAN LA EFICIENCIA DE LA TECNICA DE PERFU-
SION IN VIVO DE INFUSION-EXTRACCION DE LIQUIDO

Los métodos y sistemas de perfusidn de infusidn-extraccidén de liqui-
do se sit@lan dentro del campo experimental en donde el sujeto bajo
estudio es afectado por los instrumentos experimentales. A pesar

del uso relativamente extenso gue han tenido en la exploracidn y
experimentacién de la neuroguimica in vivo ( ver Baydén y Drucker-

Colfn, 1985), es solo a partir de la década de los 70”s que se ha



intentado la identificacidn y resolucidn de sus principales proble-
mas técnicos. Asi, el mayor de ellos ha radicado en la dificultad

para mantener un flujo establé del medio de perfusidén en interfase
con el &rea de tejida perfundida ( se produée dano tisular a conse-
cuencia de cambios extremos de presidn que condiciona 1la obstruc-
cidn en la circulacidn del 1liquido) ( Myers, 1972; Baydén y Drucker-

Colin, 1985; Redgrave, 1985).

Existen dos causas importantes que pueden dar origen a alteraciones
en la circulacidn del liquido de perfusidn en el &rea de perfusidn.
La mids frecuente se debe a la presencia de " obstrucciones” de ori-
gen sanguineo ( codgulo de sangre y/o plasma ), a causa de la rup-
tura de los elementos vasculares que irrigan la xegién, ya sea por

el trauma mecdnico inducido sobre el tejido por la introduccidn a--
guda o movimientos de la cénula y/o por cambios de presidén hidrostd
tica en el sitio de perfusidn. La segunda y menos frecuente, se de-
be a la entrada de fragmentos de tejido en el sistema canular de ex
traccidén y, es debida principalmente, a la eventual destruccidn del

tejido por el trauma mecdnico.

Asi, la acumulacidn en mayor o menor cuantia del liquido de perfu--
sidn en el cerebro ( dependiendo de la magnitud y duracidén de la
obstruccidén ), serd un comiin denominador que en muchas ocasiones
lilevari al fracaso del experimento ( el excesivo dafio tisular en el
drea de perfusidn generalmente redunda en un decremento de la res--
puesta tisular a la estimulacién o manipulacidn farmacoldgica).Por
ello, se han desarrollado y usado procedimientos tendientes a mini-
mizar esta clase de problemas. La implantacidén crdnica de la cénula
(usualmente 4-5 dfas antes de llevar a cabo la perfusidn ) (Fig.2) e
vita el sangrado excesivo observado a veces en la perfusidn tras u-
na insercidn aguda. Sin embargo, su principal desventaja radica en
que la presencia crdnica de la cénula en el tejido produce gliosis
en el drea de perfusidn, la cual puede tener efectos adversos en el
estudio de la liberacidn de agentes neuroactivos( ejemp. encefali--
nas;Bayén y Col. 1981 a,b). Por el contrario, otros autores han mos

trado que el procedimiento no da orlgen siempre a este efecto(ejem.
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Fig. 2. Formas alternativas de implantacidén de la cdnula de perfusidn
de infusidn-extraccidén. A) El tubo de extraccidn funciona como
cinula-guia y se implanta en forma permanente en el sitio de
perfusidn. El tubo de infusidn se inserta sobre la cdnula-guia
de extraccidn en el momento de la perfusidn. B) La canula de
infusidn-extraccidn se inserta sobre la cdnula-guia hasta el
sitio de perfusidn en el momento de la perfusidn. La canula-
guia ha sido implantada previamente (usualmente una semana -
antes del experimento) varios mm por arriba del sitio de per-

fusiodn.
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liberacidn del factor liberador de la hormona luteotréfica;Ramirez,
.1985). En vista de esto, la eleccidn del procedimiento dependerd de

la estrategia y sujeto particulares de estudio de cada investigador-

En ocasiones, para evitar el sangrado, es posible cambiar la ruta
estereotaxica de implantacidn de la cdnula, eligiendo una trayecto-
ria diferente para tratar de evitar la lesidén de vasos sanguineos
importantes ( siempre hay ruptura de vasos pequefios, pero el sangra
do que por esto se produce es de poca importancia y tiende a ceder
en unos cuantos minutos). En relacidn con esto, otra estrategia a--
decuada se basa en el aumento de la velocidad del flujo del liguido
de perfusidn o 1la reduccidn de la concentracidn de calcio del medio
de perfusidén (Ramirez, 1985), medidas tendientes a lograr una remo-
cidén rdpida de la sangre y disminuir su capacidad de coagulacién,
reduciendo en esta forma, la probabilidad de formacidén de un cod--

gulo en el sitio de perfusidn.

Por otro lado, la obstruccidén en el flujo del liquido por fragmentos
de tejido puede ser consecuencia inmediata del trauma mecdnico indu-
cido durante la insercidn ééuda de la cédnula. Los esfuerzos por mi--
nimizar este problema han favorecido la utilizacidn de una "-cdnula
falsa " (mandril), que se inserta y extrae. hasta el sitio de perfu-
sidén, antes de iniciar el experimento, para que al introducir la ci

nula de perfusidn , ésta no se bloquee al rasgar el tejido.

Otro de los factores que son causa inmediata de lesidn y oclusidn,
son los ocasiona&os por el movimiento de la cdnula una vez que ha
sido introducida dentro del cerebro del animal. En vista de esto,
su inmovilizacidén debe ser requisito indispensable cuando se quie-
ran disminuir esos problemas. Esto, bdsicamente se ha logrado en
dos formas: usando preparaciones agudas en donde el animal es anes-
tesiado e inmovilizado durante la perfusidn ( aunque con esto el e-
fecto del anestésico sobre la preparacidn debe ser valorado; ver Ce
sselin y Col. 1981), o en animales en libertad de movimiento median
te el implante crdnico en el cerebro de una cinula-guia adherida y
sujeta al crdneo (ver seccidn de procedimientos quirdrgicos en el

capitulo de metodologia de esta tesis), en donde se inserta y fija
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la cinula de perfusidn (Fig. 1).

Ain en este Ultimo caso se deben tener cuidados adicionales, ya que
movimientos bruscos y/o colisiones de la cabeza del animal coéon las
paredes de la jaula o cdmara de perfusidn pueden producir una le---
sidn del tejido del &drea perfundida (si tomamos en cuenta que el
cerebro es un drgano que flota en el liquido cefalorraquideo den--
tro de la cavidad craneal). Por lo tanto, es recomendable situar

al animal bajo experimentacidn en un medio ambiente familiar, ais--

lado de distracciones ambientales.
Cambios extremos de presidn hidrostdtica

El desarrollo de cambios extremos de presidn hidrostdtica en el &--
rea de perfusidn es otro de los factores que inducen dafio tisular

y, muy frecuentemente, oclusidén a la circulacidn del 1liquido ( Red-
grave, 1985). Por un lado, una presidn positiva alta en el siste--
ma de infusidn lleva consigo la acumulacidn de liquido con despla-
zamiento y ruptura de los elementos tisulares en el drea perfundida;
por otro lado, la presidn negativa en el sistema de extraccidn in--
crementa la erosidn y lesidn en el tejido vy, eventualmente, con es

to, origina obstruccidn en el flujo del liquido de perfusidn.

En la actualidad se dispone de dos procedimientos para bombear el

liquido de perfusidn. El primero ( llamado sistema cerrado), se ba-
sa en el uso de mecanismos de alta precisidén para la infusidn y la
extraccidn de liéuido por medio de un sistema de bombeo reciprocan-
te de jeringas, que mantienen un flujo constante a través del area
cerebral perfundida ( en esta forma el sistema permanece aislado de
la presidn atmosférica) (Fig. 3). Sin embargo, este tipo de sistema
no posee dptima capacidad y eficiencia para equilibrar alteraciones
de presidn suscitadas por cambios en la resistencia del tejido en

el drea de perfusidn (ejem. edema,oclusidn, etc.), fendmeno,que co-
mo ya se ha dicho anteriormente, produce la acumulacidn de liquido

y lesidn tisular.
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Fig. 3. Esquematizacidn del procedimiento de bombeo de ligquido que -
utiliza el sistema de jeringas reciprocantes. Las jeringas
se encuentran conectadas a la cdnula de infusidn-extraccidn -
mediante tuberias de polietileno. NOtese que el sistema de -

extraccidn permanece aislado de la presidn atmosférica.
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Por el contrario, el seqgundo sistema (abierto), no requiere de meca-
nismos de infusidn y extraccidn de alta precisidén: se utilizan bom--
bas polistdlticas pulsdtiles; que infunden y extraen liquido al

presionar peristéltiéamente tuberias de sylastic colocadas sobre ro
dillos que giran a la velocidad elegida. El balance de entrada y sa
lida de liquido en el irea de perfusidén se logra mediante la apertu-
ra del sistema a presidn atmosférica (Neouilldn y Col. 1977) a tra--
vés de una perforacidén en el tubo de extraccidn (Fig.4). En esta

forma , los cambios de presidn pueden ser equilibrados por 1la entra
da de aire dentro del sistema de extraccidn cuando la resistencia

del tejido varie (se evita asi el desarrollo de presiSn negativa en

exceso en el sitio de perfusidn).

Las cinulas concéntricas de uso comin (modelo Gaddum-Myers) tienen
la tuberia interior (infusidn) protruyendo del cuerpo del tubo ex--
terior (extraccidn), lo cual, en gran medida, favorece el dafio me--
cédnico por la accidén directa del flujo del 1liquido sobre el tejido,
incrementando su erosidn. Con el objeto de minimizar este inconve--
niente, se han disenado y puesto a prueba modelos alternativos de
cidnulas, en donde bdsicamente se evita la protrusién del éubo de
infusidén con respecto al de extraccidn ( se mantiene la tuberia in
terna dentro del cuerpo de la externa) (Fig. 5). En esta forma el
factor de erosidn sobre el tejido es minimizado a expensas de 1la
disminucidén del &rea de contacto entre el tejido y medio de perfu-

sidén ( Iijima y Nunoki, 1985; Philippu, 1985).

Por esto #iltimo, la utilidad de cada modelo se valorard en funcidn
de su capacidad funcional para mantener la misma eficiéncia de per-
fusidén ( difusidén medio-tejido) y recoleccidén ( difusidén tejido-me
dio) de agentes gquimicos comparables a la obtenida con el uso de la
cédnula tradicional (Gaddum-Myers) (ver resultados en la tesis).

4.- LOGROS Y PERSPECTIVAS

El desarrollo alcanzado en el estudio del sistema nervioso en 1lo
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4. Esquematizacidn del procedimiento de bombeo que utiliza
bombas polistalticas pulsatiles para la infusidn y extraccidn
de liquido. La cdnula de perfusidn se encuentra acoplada al -
sistema de bombeo a través de tuberias de sylastic, colocadas
sobre rodillos que giran a la velocidad elegida. El balance de
entrada y salida de ligquido en el area de perfusidn se logra
mediante la apertura del sistema de extraccidn a la presidn
atmosférica. La extraccidn se hace al doble de la velocidad
de flujo de infusidn, permitiendo asi, la entrada de aire

al sistema de salida del ligquido.
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Fig. 5. Modelos de cdnulas de perfusidn. A). Modelo de cédnula de uso
tradicional (Gaddum-Myers). El sistema de tubos de infusidn
(en blanco) y de salida (en punteado) de liquido es concéntri-
co a los largo de la punta de la canula. En su extremo terminal
(en contacto con el tejido) la tuberia interior (infusidn) -
protruye del cderpo de la exterior (extraccidn). B) Disefio -
alternativo al modelo de canula Gaddum-Myers. El sistema de
tubos de entrada y salida de liquido es excéntrico a los largo
de la punta de la canula. En el extremo terminal se mantiene

la tuberia interna dentro del cuerpo de la externa.
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gue va del presente siglo, ha permitido el andlisis de la actividad
neural desde el punto de vista interdisciplinario en la neurocien--

cia actual.

El alto grado de complejidad funcional inherente al enfogque in vivo
ha hecho necesario un estudio integral que ha favorecido el desarrollo
y uso de métodos que permiten el andlisis simultdneo de eventos neu-
roquimicos y conductuales en el animal de experimentacidn . Desde es
te punto de vista, las técnicas de perfusidn cerebral in vivo han es
tablecido las bases para este desarrollo. Su uso ha hecho posible
el estudio de los mecanismos que controlan la liberacidén de agentes
neuroactivos. De igual forma , han permitido el avance en el conoci-
miento de aspectos fundamentales de la modulacidn de esta libera---
cidén por farmacos y,en Ultima instancia, a la elaboracién de " mapas
conceptuales" de la neuroquimica asociada a la actividad neural de
regiones y circuitos nerviosos definidos (Baydn y Drucker-Colin,
1985; Chéramy y Col. 1985; Moore y Nielsen, 1985; Swartzwelder, 1985).
Dentro de diagramas mids complejos, se han establecido correlatos en-
tre eventos fisioldgicos y conductuales mids elaborados en el fun---
cionamiento neurovegetativo y neuroenddcrino ( Philippu,1985;Ramirez
, 1985; Ruwe, 1985) o en el control motor, aprendizaje, sueflo y neu-
ropatologfas ( Drucker-Colin, 1981; Martin y Haubrich, 1985; Red---
grave, 1985; Velasco y Col. 1985).

Por otro lado, las técnicas de perfusidén in vive han también repre--
sentado una herramienta metodoldgica de progreso para el aislamien
to, identificacidn y caracterizacidn de nuevos agentes neuroactivos
a través de la implementacidén de técnicas cromatograficas ( ejem.
cromatografia liquida de alta presidn) e inmunoldgicas (ejem. anti-
cuerpos monoclonales) de gran resolucidn en el andlisis de los per

fusados.
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B) .- EL ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO ( GABA ), COMO UN MODELO DE NEURO-
TRANSMISOR CLASICO

1.- ‘INTRODUCCION

Uno de los mecanismos fundamentales en la regulacidn de la actividad
neuronal es la inhibicidén debida a la hiperpolarizacidn resultante
de la interaccidn de neurotransmisores inhibidores con sitios espe--
cificos ( receptores). En el sistema nervioso central de mamiferos,
asi como en el de muchos invertebrados, ciertos amino&cidos como el
dcido y-aminobutirico (GABA) y la glicina se encuentran entre las
moléculas responsables de esta funcidn inhibitoria. La existencia
del GABA en el cerebro se descubrid en el afio de 1950 a partir de
los estudios iniciales e independientes de Roberts y Awapara ( Ro--

berts y Frankel, 1950; Awapara y Col. 1950).

El interés por este aminodcido en el tejido nervioso se origind por
el hecho de que en vertebrados se encuentra en altas concentracio--
nes exclusivamente en este tejido, y solo cantidades muy pequefias
han podido demostrarse en otros drganos ( Curtis, 1975). Gran parte
de la informacidn sobre la accidn inhibitoria de este neurotransmi--
sor pudo ser obtenida en sitios sindpticos relativamente accesibles,
donde fue posible observar su liberacidn consecuente a la estimula--
cidn nerviosa (sinapsis de la neurona sensorial del tensoreceptor
del acocil, Células de Purkinje del cerebelo de mamiferos y unidn
neuromuscular de la langosta) (Curtis y Johnston, 1974; Curtis,
1975). En la actualidad, diversos estudios han establecido su papel
como el neurotransmisor inhibitorio mids ampliamente distribuido en
el sistema nervioso central de mamiferos, asi como de otros verte--
brados, y en el sistema nervioso periférico de algunos invertebra--

dos ( Curtis, 1975; Roberts y Col. 1976; Tapia, 1983 ).

2.- METABOLISMO DEL GABA EN EL SISTEMA NERVIOSO: BIOSINTESIS Y
DEGRADACION ( INACTIVACION )

La sintesis del GABA en el sistema nervioso de vertebrados e inver--
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tebrados se realiza a partir de la o -descarboxilacidén del &cido glu-
‘tamico. La reaccidn, que es c;talizada por la enzima descarboxilasa
del &cido glutdmico (GAD), tiene como productos al GABA y bidxido

de carbono. Por otro lado, la via catabdlica mds importante es la
transaminacidén reversible con el &dcido &X-cetoglutdrico, mediada

por la actividad de la transaminasa del &cido y-aminobutirico(GA--
BA-T ), dando como productos &cido glutdmico y semialdehido succini-
co por la accidn de la deshidrogenasa del semialdehido succinico

(DHSS) .

Es de particular importancia sefialar, en cuanto al significado fun--
cional del metabolismo del GABA, que su sintesis y catabolismo se
realizan en regiones celulares estracturaimente diferentes en el sis
tema nervioso. Estudios de distribucidén subcelular,han mostrado que
aunque ambas actividades enzim&ticas ( GAD y GABA-T ) se encuentran
asociadas a las fracciones particuladas en experimentos de fracciona
miento celular, la fraccidn correspondiente a terminales nerviosas
presindpticas contienen el mds alto indice de actividad de GAD, mien
tras que, la actividad de GABA-T, se localiza predominantemente en

la fraccidn mitocondrial.

a).- COMPARTAMENTALIZACION DEL METABOLISMO DEL ACIDO y- AMINOBUTIRI-
co

El descubrimiento de la distribucidén celular del metabolismo del &ci-
do glutdmico en dos compartimientos ( "grande" y "pequefio" ) en el
sistema nervioso ( Berl y Col. 1961), ha centrado el interés sobre

la forma en que ésta se encuentra relacionada al metabolismo del GA-
BA y , consecuentemente, a su funcidn en la transmisidn nerviosa(Ta-
pia, 1980).Diversos estudios han mostrado que la glutamina es un pre-
cursor importante de la sinteis del &acido Y-aminobutirico en el com-
partimiento o poza "grande" de glutamato (localizado en la terminal
sindptica) y que aquel es convertido a glutamina en el compartimien-
to "pequefo" de glutamato (localizado predominantemente en la glia)
( van den Berg y Col. 1975). Ya que la poza "pequefia" ( la cual estd

estrechamente asociada con la sintesis del glutamato) se localiza
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preferencialmente en las células gliales, se ha postulado que el GABA
capturado por la glia es convertido en glutamina, la cual es trans--
porta@a al interior de la terminal nerviosa donde es desaminada para
formar glutamato ( poza "grande" ) § subsecuentemente GABA, formando

asi una poza disponible para su liberacidn.

Diversos reportes parecen apoyar esta hipdtesis al demostrar que GABA
marcado radiactivamente, derivado de glutamina marcada, es liberado
por estimulo quimico despolarizante con veratrina (Bradford y Col.

1978) o altas concentraciones de potasio ( Tapia y Gonzalez, 1978)en
forma dependiente de calcio en sinaptosomas y rebanadas de corteza

de raton, respectivamente. Aunque todos los estudios actuales parecen
indicar que el GABA es liberado preferencialmente a partir de una po
za sintetizada por glutamina, existen sin embargo, datos gque demues-
tran la liberacidn de GABA derivado de piruvato, glutaméto y glucosa
radiactivos, los cuales sugieren la existencia de otra poza libera--

ble (ver mds adelante en la seccidn de liberacién).
b) .- INACTIVACION DEL GABA: CAPTURA

Captura neuronal. Toda la evidencia experimental actual propone gque
la terminacién de la accidén sindptica del GABA ( consecuente a su li
beracidn al espacio sindptico) no depende de la accidn enzimética de
gradativa de la GABA-T ( su localizacidn es predominantemente mito--
condrial). El proceso que parece mediar este'fenémeno, reside en la
existencia de una captacidén del aminodcido por las terminales ner--
viosas y células’ gliales, a través de un mecanismo de cotransporte
con los iones sodio y cloruro (Kanner, 1978). Diversos estudios han
propuesto un doble sistema: de baja afinidad (Km = 300 uM) y alta a
finidad (Km = 10-40 nM ) (Martin, 1976). La estequiometria propues-
ta para el cotransporte de sodio-cloro-GABA parece ser de 2 o 3:1:1

(Kanner, 1978).

Captura glial. Las células gliales son también capaces de capturar

el aminodcido a través de un mecanismo de alta afinidad, andlogo al
descrito anteriormente( Km = 0.2-40 pM) ( Van den Berg y Col. 1975).
El significado fisioldgico de esta captacidén parece estar relaciona
do a la formacidn de un ciclo metabdlico de resintesis del GABA, a
partir de su remocidn y catabolismo del espacio sindptico una vez
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que ha sido liberado por la terminal nerviosa ( GABA----) glutamato-

~==---< glutamina----- 2 transporte a terminal nerviosa----- 2 glutamato
{ poza "pequefia" ) ------ > GABA ).

3. LOCALIZACION NEURONAL DEL GABA

Practicamente no existe ninguna regidn del sistema nervioso central

que se haya estudiado en la que el aminodcido no inhiba la actividad
eléctrica neuronal. De cualquier forma, dentro de un contexto fisio
légico general, su papel funcional y sus interacciones con otros sis
temas neuronales en el cerebro son todavia sujetos de muchas investi

gaciones al momento actual.
a). DISTRIBUCION SUBCELULAR

Estudios de fraccionamiento subcelular en combinacidn con la medi---
cidén de la actividad de la enzima responsable de la sintesis del GABA
( GAD), han demostrado que la mayor porcidn de la enzima se encuen--
tra predominantemente concentrada ( = 85%) en las terminales nervio-
sas de la fraccidén sinaptosomal (Fonnum y Col. 1974 y 1978). Resulta
dos experimentales con técnicas inmunohistoquimicas demostraron que
la inmunorreactividad contra la GAD se confina principalmente en las
terminales nerviosas de las neuronas GABA&rgicas ( McLaughlin y Col.
1974 y 1975; Ribak y Col. 1976 y 1977; Barber y Col. 1978; Perez de
la Mora, 1981 a). En adicidn a estos resultados, Ribak y colaborado
res (1978) demostraron ( con una técnica de peroxidasa de alta sen-
sibilidad ) que la inmunorreactividad contra la enzima puede ser de
tectada en la porcidn del soma de neuronas GABA&rgicas solo después

de haber inhibidd el transporte axonal con colchicina .

b). DISTRIBUCION TISULAR

Diversos enfoques experimentales han sido utilizados en el estudio
de la localizacidn, identificacidn y mapeo de las vias GABA&rgicas
en el sistema nervioso. Investigaciones en las gque se determind el
contenido tisular regional postmortem del aminodcido en el sistema
nervioso ( Fahn y CBté, 1968; De Feudis y Col. 1970), indican que

en los mamiferos, el GABA se localiza en el cerebro, tallo cerebral
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y médula espinal, pero no en el tejido nervioso periférico como el
nervio cidtico, nervio esplénico, ganglios simpidticos o cualquier
otro tejido periféricp como el higado,bazo y corazén. A semejanza

de los otros transmisores no peptidicos ( aminodcidos y aminas bio--
génicas) y peptidicos (ver mis adelante la seccidn de encefalinas)
del sistema nervioso, el GABA parece tener una distribucidn discreta
en el interior del SNC. En el mono (rhesus),los tubérculos cuadrigé-
minos y las regiones diencefdlicas contienen las cifras mis altas
de GABA, mientras que las concentraciones mds bajas se encuen
tran en los hemisferios cerebrales, tallo cerebral y médula espinal
( ver tabla I). En apoyo y en extensidén a estos datos, también se
han llevado a cabo la identificacidn de los sitios de captura del a
minodcido mediante técnicas autorradiogrdficas ( Iversen y Schon,
1973; HOkfelt y Ljungdhal, 1975; Iversen, 1978). Colateralmente, al-
gunos autores han intentado la lesidn e interrupcidn quiriirgicas de
vias GABAérgicas ( hipotéticamente propuestas ) en combinacidén con
la cuantificacidn de los niveles de actividad de la GAD ( Kim y Col.
1971; Fonnum y Col. 1974; McGeer y Col. 1974; Storm-Mathisen,1972 y
1976).

Aunque una cantidad considerable de informacién se ha obtenido con
estos enfoques experimentales, el conocimiento que sobre la distri
bucidn de los sistemas GABAérgicos cerebrales han brindado es ailn
incompleto. En este sentido, y en extensidn a este cuerpo de informa
cién, la implementacidén de técnicas inmunohistoquimicas basadas en
la produccidn de anticuerpos especificos contra la GAD ofrecen, a--
hora, 1la onrtunidad de caracterizar y mapear la distribucidn de

las terminales nerviosas GABAérgicas en diversas regiones del SNC

de mamiferos (Perez de la Mora y Col. 1981 a y b).

Desde un punto de vista histoldgico, el sistema GABA&rgico se en---
cuentra compuesto por neuronas qgue poseen proyecciones nerviosas
largas ( Golgi tipo I) y cortas ( Golgi tipo II ) (Perez de la Mora
y Col. 1981 a y b ; Fagg y Foster , 1983).

Sistema neuronal GABAé&rgico de proyecciones nerviosas: - largas. Se en-
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TABLA I. Distribucidén regional del GABA en el encefalo del mono
(rhesus)*. Modificada de Fhan, S. y C6té, L. J. Neurochem.

24, 1968.
REGION DEL ENCEFALO MICROMOLAS/gr DE
TEJIDO CONGELADO -
E.S.M,
Sustancia nigra 9.70 £ 0.63
globus pallidus 9.54 ¥ 0.91
hipot4lamo 6.19 * 0.13
Tubérculos cuadrigéminos inferiores 4.70 T 0.29
nficleo dentado 4.30 T 0.47
tubérculos cuadrigéminos superiores 4.19 ¥ 1.09
sustancia gris periacueductual 4.02 % 0.56
+

putamen 3.62 - 0.21
techo de la protuberancia 3.34 T 0.43
nticleo caudado 3.20 £ 0.18
t4lamo medial 3.00 © 0.14
tdlamo lateral 2.68 T 0.09
corteza occipital 2.68 ! 0.23
t4lamo anterior 2.50 T 0.23
techo bulbar 2.27 % 0.22
nicleo olivar inferior 2.25 © 0.15
corteza frontal 2.10 ¥ o0.01
corteza motora 2.09 ¥ 0.10
corteza cerebelosa 2.03 % 0.23
centro semioval 0.31 T 1.0

(substancia blanca pura)

* Los datos fueron obtenidos en el mono anestesiado. Obsérvese que las
cifras més altas del contenido tisular endégeno del aminodcido se

localizan en la sustancia nigray el globus pallidus.
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cuentra constituido por neuronas Golgi tipo I, que forman las vias
de proyeccidn que desde el punto de vista experimental, se ha pro--
puesto, utilizan al GABA como transmisor inhibitorio (Fig.6 y Tabla
IT ). Los estudios inmunohistoquimicos mediante anticuerpos especi--
ficos contra la GAD sugieren que este sistema se compone de fibras
nerviosas terminales de alta inmunorreactividad contra la enzima

( Perez de la Mora y Col. 1981 a). Se encuentran densamente distri-
buidas y confinadas en &reas subcorticales del cerebro ( sustancia
nigra, globus pallidus, cuerpo geniculado lateral,sustancia innomi-
nada y tubérculos olfatorios), ndcleos cerebelares profundos y, en
el tallo cerebral, el nicleo vestibular lateral (ver Fig.6) (Perez
de la Mora y Col.1981 a). Resultados experimentales obtenidos con
estudios electrofisioldgicos en estas &reas, sugieren que esta
clase de terminales nerviosas pueden mediar sinapsis GABA&rgicas in
hibitorias a nivel postsindptico del tipo axosomdtico y axodendri-

tico ( Perez de la Mora y Col. 1981 a y b)

Sistema neuronal GABAErgico de proyecciones nerviosas cortas. Se
compone de neuronas Golgi tipo II (interneuronas). En base a estu--
dios inmunohistoquimicos se ha demostrado que este sistema presenta
terminales nerviosas que exhiben una escasa o moderada inmunorreac-
tividad contra la GAD (Pérez de la Mora y Col. 1981 a). Su distribu
cidn es extensa y de intensidad variable ( baja a alta) en el cere-
bro ( corteza cerebral , formacidén hipocampal, hipot&lamo, cuerpo
estriado, nlicleo acumbens, &drea septal, coliculos superiores) ; ce
rebelo ( corteza cerebelosa) ; y,tallo cerebral (sustancia gris pe
riacueductal y formacidn reticular mesencefdlica) y médula espinal
(Ribak y Col. 1976,1977,1978 y 1979; Pérez de la Mora y Col. 1981

a y b; Fagg y Foster, 1983). Estudios electrofisioldédgicos y biogui-
micos (ver una amplia revisidn en Fagg y Foster, 1983) parecen apo-
yar la hipdtesis de que este sistema forma circuitos neuronales loca
les, mediante los cuales modularia la actividad nerviosa local a tra
vés de la liberacidén de GABA a partir de interneuronas GABAérgicas
que establecen sinapsis inhibitorias a nivel pre y postsindptico del

tipo axosomdtico, axodendritico y axoaxdnico.
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Fig. 6. Vista sagital del SNC de la rata. Representacidn grafica de
los sistemas neuronales de proyeccidn GABA&érgicos propues-
tos en el cerebro de mamiferos. La evidencia experimental -
disponibie que ha permitido postular estas vias se encuentra
resumida en la Tabla II. CB: Cerebelo: CS: Coliculo Superior;
E; Estriado; GP: Globus Pallidus; NA: Nicleo Acumbens; NVL:

Niicleo Vestibular Lateral; SN: Sustancia Nigra; T: Talamo.

(Modificada de Fagg, G. y Foster, A. Neuroscience 9:

701-719, 1983).



Tabla II. Proyecciones neuronales GABA&rgicas propuestas en el
cerebro de mamiferos: resumen de evidencias experimen-

tales que apoyan su existencia.

* EVIDENCIA EXPERIMENTAL:

via CRITERIO PRESINAPTICO

CRITERIO POSTSINAPTICO

sanglios basales y niicleos asociados

De globus pallidus a:

sustancia nigra GAD

De nicleo acumbens a:

sustancia nigra GAD

area ventro-tegmental taldmica GAD

Del estriado a:

globus pallidus GAD

sustancia nigra GAD; C; L AF
De la sustancia nigra a:

coliculo superior GAD

tdlamo GAD

Células cerebelares de Purkinije GAD; L IA; AF

* Las evidencias experimentales enlistadas en esta tabla se extractaron de

estudios que han utilizado el "criterio presiniptico", midiendo el con-

tenido tisular de la GAD, del GABA (C), o la liberacidn evocada de este

dltimo (L). Complementariamente,

se enlistan evidencias derivadas de -

estudios que utilizaron los "criterios postsindpticos" de identidad de

accidn (IA) y antagonismo farmacoldgico (AF) de la transmisidn GABAérgi-

ca cerebral. (Modificada de Fagg,

719, 1983).

y Foster, A. Neuroscience 9: 701-
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GABA y ganglios basales. El concepto neuroanatdémico "ganglios basa--
les" se ha ligado clisicamente para designar a las masas de materia

'gris localizadas subcorticalmente en el cerebro de mamiferos. Tradi-
cionalmente (Carpenter, 1984) se reconocen dos divisiones anatdmicas
mayores que se han asociado a funciones nerviosas distintas; el cuer
po estriado, conformado por el putamen, nicleo caudado ; globus pa--
llidus,ha sido relacionado primariamente con aspectos integrativos

de las funciones somato-motoras; el complejo nuclear amigdalino, con
una profusa inervacidn aferente de regiones relacionadas con funcio
nes olfatorias, presenta conexiones reciprocas con varias partes del
hipotdlamo y es considerado como una parte integral del sistema 1lim-
bico. Esta estructura se ha asociado al control neural de funciones

viscerales, endocrinas y conductuales.

De cualquier forma, en el transcurso de los dltimos afios, diversos
autores (ver una amplia revisidén de citas en Carpenter, 1984; Gar--
cfa-Rill, 1986) han incluido, bajo el rubro de "ganglios basales”" ,
a diversas areas cerebrales subcorticales. Sin embargo, en funcidn
de los objetivos del presente trabajo de tesis, se incluiradn al nd--
cleo caudado (NC) y putamen ( colectivamente referidos como estria--
do), globus pallidus (GP) y la sustancia nigra (SN), como una porci-

én de sus principales componentes estructurales.

El sistema mis conspicuo y mejor definido de neuronas de proyeccidn
GABAérgicas en el sistema nervioso central se encuentra asociado a
los ganglios basales. Un cuerpo sustancial de evidencias experimen--
tales indica que, los cuerpos celulares de estas neuronas se locali--
zan principalmente en el nicleo caudo-putamen ( estriado) y el glo--
bus pallidus, los cuales envian proyecciones nerviosas terminales a
a la sustancia nigra (proyecciones estriado-nigrales y pilido-nigra-
les, respectivamente) ( ver Fig. 6 y Tabla II)(Fagg y Foster, 1983).
De hecho, la sustancia nigra contiene los niveles mds altos de GABA
Yy GAD localizados en terminales nerviosas del sistema nervioso(Tabla
I) (Fahn y CGté, 1968; Kim y Col. 1971; Okada y Col. 1971; Hattori y
Col. 1973; Fonnum y Col. 1974; Fahn, 1976; Okada, 1976; Ribak y Col.
1976) , los cuales son reducidos significativamente por la abla---

cidn del estriado o el globus pallidus, o por cortes quirdrgicos di



senados especialmente para separar parcial o totalmente estos niicle-
-os de la sustancia nigra (Kim y Col. 1971; McGeer y Col. 1971; Ha---
ttori'y Col. 1973; Fonnum y Col. 1974; Brownstein y Col. 1977; Jes--
sell y Col. 1978). Se ha demostrado que las aferencias nigrales se ]
riginan primordialmente de la porcidn posterior del estriado, con u-
na porcidn menor de fibras originadas en su parte rostral( Brownstein
y Col. 1977; Jessel y Col. 1978) y un nimero ailn menor a partir del
globus pallidus (Hattori y Col. 1973; Fonnum y Col. 1978). Topogréa-
ficamente , las terminales nerviosas de las neuronas GABA&rgicas si-
tuadas mds rostralmente en el estriado inervan la parte reticulada
(pars reticulata) de la sustancia nigra, mientras que, aquellas si--
tuadas en su porcidn caudal y en el globus pallidus inervaridn la zo-
na compacta ( pars compacta) de esta estructura ( Brownstein y Col.
1977; Jessel y Col. 1978 ). En adicidn a las proyecciones estriado-
nigral y palido-nigral, el GABA parece ser el transmisor de una via
estriado-palidal (ver Fig.6 y Tabla II) ( Mcgeer y Col. 1971; Hatto-
ri y Col. 1973; Pycock y Col. 1976; Jessel y Col. 1978; Pasik y Col.
1979). Las aferentes palidales se encuentran topogrdficamente dis---
puestas en secuencias dorsoventrales y rostrocaudales. Los cuerpos
celulares localizados en la cabeza del nlicleo caudado proyectan sus
terminales nerviosas a las porciones dorsales y rostrales del glo--
bus pallidus; a partir del putamen, las proyecciones se distribuyen
extensivamente a sus regiones ventrales y caudales. La parte precomi
sural del putamen proyecta exclusivamente al pallidum. En apoyo a la
existencia de esta via de proyeccidén GABAérgica, diversos autores
han reportado que el globus pallidus contiene uno de los niveles mas
altos de GABA y éAD localizados en terminales nerviosas en el cere--
bro, solo superados por la sustancia nigra (ver Tabla I} (Fahn y
Coté. 1968; De Feudis y Col. 1970; Okada y Col. 1971; Balcom y Col.
1975; Fahn, 1976; Fonnum y Col. 1978; Ribak y Col. 1979).

Aunado a todo el cuerpo de informacidn concerniente a los sistemas

de proyeccidn GABAérgicos de estas estructuras de los ganglios basa-
les, otros reportes experimentales parecen apoyar la idea de que el
GABA es también el transmisor, a este nivel, de sistemas neuronales

inhibitorios locales formados por interneuronas situadas en el es---



.

triado, globus pallidus y sustancia nigra (McGeer y McGeer, 1975 ;

-Nagy y Col. 1978; Oertel y Mugnaini, 1984).
4. LIBERACION DEL GABA

a). ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES EN EL ESTUDIO DE LA LIBERACION
DEL GABA

Diferentes enfoques metodoldgicos han permitido estudiar los fendme-
nos implicados en la liberacidn del GABA en distintas preparaciones

del tejido nervioso (rebanadas de cerebro, sinaptosomas, perfusidn

de zonas cerebrales en el animal vivo con cdnulas de infusidn-extrac
cidén de liquido, etc.). Los procedimientos de uso general implican

dos alternativas: medicidn directa, por técnicas bioquimicas especia
les, del aminodcido enddgeno liberado por el tejido; o,por el carga-
do exdgeno del mismo aminodcido en el tejido o de precursores metabd
licos marcados radiactivamente (glucbsa, piruvato, glutamato y gluta
mina). Desde este punto de vista, se ha establecido que la libera---
cidn del GABA en el tejido nervioso tiene dos origenes celulares po-

sibles; neuronal y glial.

Liberacidén neuronal. Existen dos tipos de liberacidén neuronal fisio
légicamente distinguibles desde el punto de vista experimental: ba--
sal ( condiciones de reposo) y estimulada ( inducida por la despola-
rizacidn nerviosa). Toda la evidencia experimental actual sugiere la
presencia de dos dominios metabdlicamente independientes en la ter--
minal nerviosa, éue dan origen a dos sitios de almacenamiento fisio-
légicamente diferentes,a partir de los cuales el GABA puede ser li--
berado. En este sentido, el aminodcido liberado en condiciones 'basa-
les’ seria sintetizado preferencialmente a partir de la poza "grande"
de glutamato ( Tapia y Gonzalez, 1978; Van der Heyden y Col. 1980b).
Diversos autores han propuesto que esta es la via metabdlica que fo;
ma la poza de "sintesis reciente", a partir de la cual el GABA es 1li
berado en condiciones de reposo ( Ryan y Roskoski, 1975; Tapia,1976;
Gauchy y Col. 1977). Por otro lado, se ha postulado que la libera---

. . ++ .
cidn estimulada es dependiente de la presencia del ion Ca y deriva
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del GABA sintetizado en la poza "pequefia" de glutamato ( de la cual
es importante precursor la glutamina de orlgen glial) ( Tapia y Gon-
zalez, 1978; gangek y Reubi, 1980; Gauchy y Col. 1980), asi como tam
bién por el GABA captﬁrado por el mecanismo de alta afinidad en la

terminal nerviosa ( Iversen y Neal, 1968; Iversen, 1972).

Liberacidn glial. Como ya se menciond anteriormente, el GABA es cap
turado por la glia a través de un mecanismo de alta afinidad anadlogo
al descrito para la terminal nerviosa. En base a este hecho, varios
estudios experimentales establecieron que la glla es capaz de libe--
rar el aminodcido solo en condiciones de despolarizacidn ( ejem. al-
tas concentraciones de potasio) y que, esta liberacidén, es indepen--
diente de la presencia de calcio, lo que ha hecho concluir que la de
pendencia del idn en la liberacidn estimulada es un criterio razona-
ble para fundamentar su origen neuronal ( Minchin , 1975; Adams y

Brown, 1979; Bowery y Col. 1979 b; Neal y Bowery, 1979).
b) METODOS Y ESTUDIOS DE LA LIBERACION IN VIVO DEL GABA

Diversos autores han empleado los métodos de perfusidn in vivo para
estudiar la liberacidén en condiciones de reposo ( no estimulacidn) e
inducida ( despolarizacidn por altas concentraciones de potasio,es--

-~

timulo eléctrico , neurotransmisores, fadrmacos, toxinas, etc.) del &

cido Y—aminobutirico en el sistema nervioso central.

Uno de los acercamientos experimentales han hecho uso de las copas

corticales para estudiar la liberacién de este aminodcido en regio--
nes de la superficie del cerebro. Abdul-Ghani y colaboradores ( 1979
y 1980), reportaron la liberacidén "espontdnea" ( no estimulacidn) de
GABA enddgeno de la corteza visual y sensorimotora solo después de

la adicidn de inhibidores de la GABA-T al medio de perfusidn ( Y-vi-
nil-GABA y Y-acetilen-GABA). En estas condiciones experimentales, la
liberacidn del aminodcido fue aumentada por la estimulacidn eléctri-
ca del plexo braquial o por la adicidén de la toxina titvus al medio
de perfusidn. Con esta misma herramienta de perfusidén, se ha detecta

do también la liberacidn inducida de GABA enddgeno en la corteza de
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la rata por la despolarizacidn con altas concentraciones de potasio
en el medio de perfusidn en presencia de calcio ( Clark y Collins,
1976).0 » en ausencia de despolarizacidn, por la adiciémn del iond-
foro de calcio A23183 en el medio de perfusién en presencia de cal
cio ( Collins , 1977). En la corteza motora, otros estudios han re-
portado la liberacidn inducida del GABA radiactivo ( administrado
ex6genamente ) por la estimulacidén elé&ctrica local ( Reiffenstein,

1979).

La utilizacidn del dispositivo de cdnulas ventriculares de infusidn
y extraccidn de liquido también ha favorecido el estudio de la libe-
racién de GABA radiactivo en el sistema ventricular cerebral del ga-
to. Velluci y Webster (1980) reportaron la liberacidn estimulada del
aminodcido radiactivo por la aplicacién de altas concentraciones de

potasio en-el medio de perfusidn en el cuarto ventriculo.

Por otro lado, diversos autores emplearon diferentes herramientas
de perfusidn para estudiar la liberacidn in vivo de GABA en estruc
turas neurales situadas en el interior del parénquima nervioso. Con
el sistema de cdnulas concéntricas Gaddum-Myers para la infusidn y
extraccidn de liquido, Mecker y Myers (1979) reportaron la libera--

14C (recién sintetizado a partir de gluco-

cidn "espontidnea" de GABA-
sa radiactiva ) en el niicleo ventromedial del hipotdlamo. Con un dis
positivo similar, Dietl y Philippu (1979) estudiaron los patrones de
liberacidn "espontdnea" de GABA enddgeno en la porcidn posterior del
hipotdlamo del gato anestesiado. Sus resultados sugieren que la tasa
de liberacidn de‘'este aminodcido varia ritmicamente y en forma féasi
ca durante el transcurso de la perfusidn: fases de altas tasas de
liberacién se separan unas de otras por periodos fdsicos de niveles
bajos de liberacién del aminodcido ( generalmente de 60-70 minutos
de duracidén ). En correlacidén a este resultado, Cattabeni y colabora
dores (1978) reportaron fluctuaciones circddicas de los niveles tisu
lares del GABA en el hipotdalamo de la rata. Sin embargo, todavia no

se conoce el significado funcional de este fendmeno y su relacidn al

proceso secretorio del aminodcido en esta estructura.



Con el uso de herramientas de berfusién que han incorporado membra--
nas de didlisis también se ha podido estudiar la liberacidn in vivo
del GABA en el sistemg nervioso central. Hamberger y colaboradores

( 1985) emplearon este dispositivo para estudiar la liberacidn in
vivo del aminodcido a partir de estructuras neurales del parénqui-
ma cerebral del conejo. Sus resultados demuestran que los niveles

de liberacidn "espontdnea" de GABA enddgeno hacia el liquido extra--
celular del hipocampo se correlacionan con los niveles del conteni--
do tisular del aminodcido de esta regidén. En otra serie de resulta-
dos,estos autores han reportado que la adicidén de diferentes con---
centraciones del &dcido nipecético ( potente inhibidor de la recaptu
ra neuronal y glial del GABA ) al medio de perfusién produce un au--
mento directamente proporcional de los niveles de GABA en el liquido
extracelular del hipocampo ( Hamberger y Col. 1985). Aunado a esto,
la despolarizacidn local inducida por la administracidn de altas con
centraciones de potasio ( 56-80 mM ) en el medio de perfusidn con---
lleva un aumento significativo de los niveles extracelulares de GABA
en la misma estructura.Este efecto fue significativamente mayor con

la adicidn simultinea de &cido nipecdtico en el medio de perfusidn.

c) LIBERACION IN VIVO DEL GABA EN LOS GANGLIOS BASALES: REGULA-
CION POR OTROS SISTEMAS NEUROTRANSMISORES

Los ganglios basales cumplen una funcidn primordial en el control
de la conducta motora, un hecho que es corroborado por la presenta-
cidn de una amplia variedad de trastornos motores como consecuencia
del funcionamienéo anormal de estas estructuras subcorticales.En mo
delos experimentales con animales, las manipulaciones locales ten---
dientes a afectar la transmisidn GABA&rgica asociada a estas regio--
nes, dan orlgen, generalmente, a diferentes tipos de trastornos en
el movimiento y la postura (Scheel-Kriiger y Col. 1979; Bjdrklund vy
Col. 1980; Pycock, 1980). Dentro de sus sistemas neuronales bioqui--
micamente identificados , las neuronas GABAérgicas forman el sistema
de inervacidn local (interneuronal) y de proyeccidn (eferente) méas
abundante. Con el fin de investigar los procesos regulatorios que

» controlan la actividad GABAérgica neuronal a este nivel, diversos au
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tores han estudiado la liberacién in vivo del GABA en &ireas donde
se proyectan y concentran sus terminales nerviosas.Asi, la técnica

de perfusidn intracerebral push-pull ha permitido obtener un cuerpo
sustancial de informacidn sobre la liberacidén in vivo del éminoéci
do en estas estructuras neurales. A continuacidn revisaremos algunas

evidencias experimentales que nos documentaran en tal sentido.

Besson y colaboradores (1982, 1984 y 1986) han estudiado la regula-
cidén de la liberacidn de GABA-H3 endégeno (recién sintetizado a par
tir de glutamina-H3 ) en diversas estructuras de los ganglios basa--
les del gato y la rata anestesiados. En la rata, la liberacidn "es--
pontdnea” de GABA—H3 es aumentada significativamente en el estriado
por la despolarizacidn local del tejido con la aplicacidén de 30 mM
de potasio vy en presencia de calcio en el medio de perfusidn, 1lo
cual sugiere el origen neuronal del GABA-H3 liberado durante la con
dicidn despolarizante ( la liberacidn glial del GABA que es inducida
por despolarizacidn no es dependiente de calcio). En apoyo a tal hi
pdtesis, , estos mismos autores demostraron aumentos significativos
en la liberacidn del aminodcido marcado bajo condiciones despolari--
zantes andlogas en la sustancia nigra ( Besson y Col. 198q). En este
sentido, Van der Heyden y colaboradores (1979 b) han reportado que
la liberacidn "espontidnea" de GABA enddgeno en la sustancia nigra
puede ser aumentada significativamente por la administracidén de al-
to potasio( 40 mM) y calcio en el medio de perfusidn.Dicho efecto es
antagonizado por la adicidén de una alta concentracidén de magnesio
(8mM) en un medio de perfusidn con alto potasio y sin calcio. En o--
tra serie de resﬁltados, el mismo autor ( Van der Heyden y Col.

1979 b) demostrd que la aplicacidn nigral del 4&cido aminooxiacéti
co ( inhibidor de la degradacidn enzimatica del GABA) incrementa la
liberacidn "espontdnea" local del aminodcido. En el mismo animal mo-
delo, Kondo e Iwatsubo (1978) estudiaron la liberacidn de GABA-HB(aQ
ministrado exdgenamente) en presencia del dcido aminooxiacético e in
hibidores de la recaptura preferencial glial ( P-alanina) y neuronal
(dcido carboxilico CIS-3-aminociclohexano) del GABA. Sus resultados
demuestran que la estimulacidn eléctrica del estriado o el globus

pallidus induce un incremento de la liberacién "espontdnea" del
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GABA-H3 en la sustancia nigra ipsilateral. En el gato anestesiado se
han reportado resultados andlogos en la regidén nigral a consecuencia
de la estimulacidn eldctrica de la cabeza del niicleo caudado ipsila-
teral (Gauchy y Col. 1980; Delgado y Col. 1985). Adicionalmente, la
aplicacidn local de estimulo eléctrico despolarizante en el estriado
Yy globus pallidus o, quimico con altas concentraciones de potasio
( 20-40 mM) en la sustancia nigra, induce, también, un aumento sig-
nificativo de los niveles de GABA-H3 liberados en el perfuéﬁdo de
estas estructuras (Kondo e Iwatsubo, 1978). Comparativamente, el in-
cremento mds ostensible se obtuvo en el globus pallidus, explicable
por la altisima densidad de terminales nerviosas GABAérgicas que i--
nervan esta regidn cerebral. Dentro de la misma linea de estudios y
en apoyo a los resultados anteriormente mencionados, Gauchy y colabo
radores (1980) reportaron resultados anilogos en la sustancia nigra
v la regidn pidlido-entopeduncular. En ambos sitios, la liberacidn
"espontdnea" de GABA—H3 (recién sintetizado a paitir de glutamina-H3
exdgena) aumenta significativamente por la aplicacidn local de 43mM
de potasio. El nivel de GABA--H3 liberado durante el estimulo despo-
larizante fue también de mayor magnitud en la regidn pdlido-entope-
duncular ( trece veces el valor de la liberacidn "bas&l" promedio)
gque en la sustancia nigra ( cinco veces). El mismo efecto se obtuvo
cuando se evocd la liberacidn del GABA--H3 en las mismas estructu-

ras por la estimulacidén eléctrica del niicleo caudado ipsilateral.

A partir de otra serie de estudios, algunos autores han demostrado
la regulacidén de la liberacidn del GABA por diversos fdrmacos y agen
tes neurotransmisores putativos de estas estructuras subcorticales.
Asi, dentro de las lineas de evidencia experimental disponible en es
te sentido , es la que sugiere la existencia de relaciones funciona-
les reciprocas entre los sistemas GABAérgicos y encefalinérgicos de
los ganglios basales. Como ya se revisd anteriormente en este mismo
capitulo y como se expondrda a continuacidn en el de encefalinas (in-
ciso“d3 , el GABA y las encefalinas se encuentran en altas concentra
ciones en el estriado y el globus pallidus de mamiferos, en donde se
les ha asignado funciones neurotransmisoras ( Oertel y Col. 1983 y

1984; Aronin y Col. 1984; Oertel y Mugnaini,1984). En preparaciones
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in vitro e in vivo , ambas sustancias son liberadas de estos tejidos

bajo condiciones de reposo ( liberacidn "espontidnea" , no estimulada)
y despplarizantes, y producen efectos electrofisioldgicos inhibito--
rios. Desde un punto de vista histoldgico, ambos transmisores se en
cuentran contenidos individualmente en sistemas neuronales que for--
man vias de proyeccidn (eferencias) o circuitos de inervacidn local
(interneuronas). En extensidn a este cuerpo de informacidn, algunos
trabajos reportan la coexistencia de estos mensajeros en una misma
subpoblacidén neuronal estriadopalidal( Oertel y Col. 1983 y 1984;
Aronin y Col. 1984; Zahm y Col. 1985 ). Desde un punto de vista mor-
foldgico, no disponemos de suficientes evidencias estructurales que
permitan establecer la interrelacidn funcional directa de los dos
sistemas transmisores mediante la formacidn de alglin tipo de contac-
to sindptico ( Oertel y Mugnaini, 1984). Sin embargo, los resulta--

dos de estudios farmacoldgicos in vitro e in vivo sugieren la exis

tencia de relaciones funcionales reciprocas complejas entre la

transmisién GABAérgica y encefalinérgica estriatal.

En este contexto, se han reportado acciones modulatorias qe los o---
pioides sobre la funcién GABA&rgica estriatal. La administracidn sis
témica (subcutinea) de dosis variables de morfina™®, intraventricu-
larmente de B-endorfina, indu;e una disminucidén en la tasa de recam-
bio del contenido tisular de GABA en el nidcleo caudado y un incremen
to en el globus pallidus de la rata( Moroni y Col. 1978). Dichos cam
bios son dependientes de la dosis y pueden ser inhibidos por el anta
gonista opioide naltrexona (Moroni y Col. 1978). Resultados andlogos
también se obtienen por la inyeccidn local de los mismos fidrmacos en
las estructuras neurales antes citadas ( Moroni y Col. 1979). En a-
poyo a estos resultados, Van der Heyden y colaboradores (1980 c) de-
mostraron un efecto inhibitorio sobre la liberacidn "espontidnea"

in vivo de GABA enddgeno por la administracidn local de morfina en
el estriado de la rata anestesiada. El efecto es antagonizado por

la aplicacién simultinea de nalorfina en el medio de perfusidn. La
inhibicidén , que sobre la liberacidén de GABA parecen ejercer los o-
pioides a nivel estriatal, se ve apoyado por otros resultados expe--

rimentales en preparaciones in vitro de tejido neural de no mamife--
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ros. En las células amacrinas de la retina del pez gato y carpa dora
da, la aplicacidn exdgena de encefalinas y opidceos conlleva a un de
cremento de la liberacién estimulada de GABA-H3 por altas concentra
ciones de potasio (Djémgoz y Col. 1981; Chin y Lam, 1982). Watt y co
laboradores ( 1985 a y b ) han reportado un efecto similar en prepa-
raciones de la retina de pollo, el cual es antagonizado por naloxona

( Watt y Col. 1985 a).

Por dltimo, en otra serie de trabajos experimentales,se ha investiga-
do el posible efecto regulatorio que tiene el GABA sobre su propia
liberacidn. Sabemos que la liberacién de transmisores es regulada no
solamente por la actividad de las células nerviosas, sino gue, tambi-
én, por receptores localizados en sus propias terminales sindpticas

( Chesselet, 1984). En tal forma, se propone que los llamados "autor
receptores" participan en el funcionamiento regulatorio del control
negativo que limita la liberacién del transmisor. En experimentos

in vivo ,se ha demostrado que la aplicacidn local de picrotoxina (an
tagonista al receptor GABA&rgico) induce un incremento significativo
de la liberacidn "espontdnea" de GABA-H3 ( Kondo e Iwatsubo, 1978) o
de GABA enddgeno ( Van der Heyden y Col. 1980 c) en el estriado de

la rata anestesiada. Por otro lado, la administracidén local del anta
gonista muscimol da origen al efecto contrario, el cual es antagoni-
zado por la aplicacidn simultidnea de picrotoxina ( Van der Heyden y
Col. 1980 ¢ ; Korf, 1985). En conjunto, estos datos sugieren gue la
liberacidn in vivo de GABA podria regqularse también a través de un
mecanismo GABAérgico enddgeno, posiblemente al nivel de autorrecepto

res situados en la propia terminal GABAérgica.
5) ACCIONES SINAPTICAS DEL GABA: BASES IONICAS

Los estudios llevados a cabo en la unidn neuromuscular de crustdceos per
mitieron estudiar la accidn electrofisioldgica del GABA. El efecto
inhibitorio que sobre la actividad neuronal ejerce el GABA se encuen
tra relacionado a un incremento de la permeabilidad selectiva al
iédn cloruro en la membrana de la célula postsindptica (medida como

un aumento en su conductancia transmembranal) ( Krnjevil, 1976 ;Ta-
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keuchi, 1976). En esta forma, el cloro tiende a distribuirse a tra--
vés de la membrana en funcidn de su potencial de equilibrio, el
cual es similar al potencial de reposo de la célula. El efecto resul
tante de este fendmeno electroquimico se traduce en la fijacidén del
potencial de membrana muy cerca al de su nivel en condiciones de re
poso, lo cual da como resultante una baja sensibilidad de la membra-
na postsindptica a la accidn del estimulo despolarizante ( estado de
hiperpolarizacién ). En la misma preparacidén se ha demostrado que
los axones que median la inhibicidén postsindptica de los misculos
del acocil, también envian colaterales que ejercen la misma accidn
inhibitoria en las terminales axdnicas que causan estimulacidén exci-
tatoria ( contraccidn) ( Obata, 1976). La accidn del neurotransmisor
implica el mismo incremento en la permeabilidad al cloro, pero la
inhibicidn, en este caso, es mediada a través de un efecto despola
rizante de la terminal nerviosa excitatoria ( en base a que estas
terminales contienen una concentracidén relativamente méis alta de
cloro en condiciones de reposo) ( Obata, 1976). Esto da como resulta
do un decremento en el potencial de reposo membranal ( menos negati-
vo, mids hacia el estado de despolarizacién ) y, consecuentemente,
una baja posibilidad en la liberacidn cudntica del transmisor exci--

tador por su terminal.

Las acciones electrofisioldgicas del GABA observadas en crustdceos
como el acocil (postsindpticas y presindpticas inhibitorias), pa--
recen ser esencialmente las mismas que se han podido determinar en
el sistema nervioso de vertebrados. Las investigaciones de los efec-
tos del aminodcido sobre las neuronas de distintas regiones neurales
del SNC de vertebrados han demostrado que la accidn inhibitoria es
mediada a través del primer mecanismo idnico descrito por Obata(1976)
( Curtis y Johnston, 1974; Krnjevié, 1974). Sin embargo, otra linea
de evidencias sugieren que el transmisor puede ejercer acciones inhi
bitorias presindpticas mediante el segundo tipo de mecanismo propues
to en el acocil por Obata ( 1976), <como en el caso de las aferentes

primarias de neuronas localizadas en ganglios sensoriales ( Curtis y

Johnston, 1974; Krnjevié&, 1974).
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c). LOS PEPTIDOS OPIOIDES, ENCEFALINAS, COMO UN MODELO DE
ESTUDIO DE MENSAJEROS PEPTIDICOS

1.- "INTRODUCCION
a). EL CONCEPTO DE "LIGANDO ENDOGENO"

El primer paso en la historia moderna del opio se dié en 1803, cuan
do el farmacéutico alemdn Friedrick Sertiiner aislé un alcaloide del
opio al que llamdé morfina. Este hallazgo establecid que el alcaloide
era el responsable de las acciones mads importantes del opio. Sin em-
bargo, pocos avances significativos en el conocimiento de esta droga
se registraron en la centuria siguiente. A partir de la segunda mi--
tad del presente siglo, era ya claro que la efectividad de los opiia-
ceos (andlogos de la morfina) no solo dependia de su estructura qui-
mica, sino de las distintas disposiciones que ésta puede tomar en el
espacio (estereoquimica). Estas observaciones, aunadas al hecho de
que los opidceos actuaban alln a dosis bajas, indicaban que el efecto
farmacoldgico de estas sustancias debia depender de su "ajuste" a re
ceptores hipotéticos existentes en los animales. Sin embargo, la hipd
tesis no era ampliamente aceptada, ya que los alcaloides del opio no
se producen ni se encuentran en forma natural en el organismo de los
animales. No obstante, la evidencia experimental hizo desvanecer du--
das y objeciones; en 1973, los doctores Pert y Snyder (1973) demos--
traron la existencia de receptores especificos para los opidceos en
el sistema nervioso y, hacia 1975, Hughes y colaboradores (1975) re--
portaron ( a partir de tejido cerebral) la purificacidn, identifica--
cidén y sintesis de dos pentapéptidos que reproducian las acciones de
la morfina en ensayos bioldgicos. Fué el hallazgo de estos "ligandos

enddgenos" a los ue llamaron encefalinas (Metionina-encefalina=Tir-
g q

Gli-Gli-Fen-Met y Leucina-encefalina=Tir-Gli-Gli-Fen-Leu , siendo
Tir=tirosina ; Gli=glicina; Fen=fenilalanina; Met=metionina vy

Leu=leucina).
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2.- FAMILIAS DE PEPTIDOS OPIOIDES: ORIGEN GENICO Y BIOSINTESIS
DE LAS ENCEFALINAS

La biosintesis de los péptidos opioides en el sistema nervioso pare--
ce estar dirigida a través de los mismos mecanismos bioquimicos des--
critos en forma general en la génesis de neuropéptidos y hormonas po
lipeptidicas (Krieger, 1983; White, 1985) : sintesis ribosomal somitica
de polipéptidos precursores de alto peso molecular( pre-pro-polipépti
dos ), a partir de los cuales son escindidas las estructuras de los

péptidos bioactivos por protéolisis limitada durante su transporte

en granulos de secrecidén hasta las terminales sindpticas . Los sitios
de ruptura enzimidtica se realizan en los puntos de existencia de se

cuencias de aminodcidos bdsicos (Fricker y Snyder,1983).

A partir del descubrimiento de las encefalinas, la lista de péptidos
opioides aislados e identificados en el sistema nervioso fue en aumen
to constante ( el término "péptidos opioides" ha sido aplicado usual--
mente a "aquellos péptidos presentes en forma natural en los tejidos,
con propiedades bioldgicas similares a las de los opidceos" ). En los
dltimos siete afios, se ha descubierto el origen biosintético de los
péptidos opioides conocidos al momento actual, al nivel de sus estruc-
turas gendmicas que codifican para su sintesis, ARN-mensajeros y molé-
culas protéicas precursoras ( Akil y Col. 1984: White,1985). La tabla
III, enlista los péptidos de la familia opioide extrafﬂos’} secuencia-
dos a partir del tejido nervioso de mamiferos. Como se ve, las distin-
tas especies de péptidos tienen su origen a partir de tres moléculas
precursoras (ver Fig.7): el precursor de la B-endorfina/ACTH (también
conocido como Proopiomelanocortina o POMC), el precursor de encefali-
nas (conocido como Proencefalina o Proencefalina A) y el precursor de

la Dinorfina/Neo-endorfina (llamado Prodinorfina o Proencefalina B).

La figura 7A muestra el trazado esquemdtico del precursor p-endorfi--
na/ACTH. En su extremo carboxilo terminal se encuentra la secuencia
de 91 aminodcidos de 1la p-lipotropina (B-LPH), la cual contiene las

secuencias del péptido de 31 aminodcidos llamado p-endorfina (B-END)

40



TABLA III

Precursores y miembros peptidicos de la Familia de los Péptidos --
Opioides: estructura y clasificacién. Nétese la estrecha homologia

estructural que guardan entre si la gran mayoria de las especies -
peptidicas. Ala = alanina; Arg = arginina; Asn = asparagina; Asp =

aspartico; Gln = glutamina; Gli = glicina; His

isoleucina; Leu = leucina; Met = metionina; Fen

histidina ; Ile
fenilalanina; Pro =

prolina; Ser = serina; Tre = treonina; Trp = triptofano; Lis = lisina;
Val = valina. (Tomada de Akil, H. y Col. Ann. Rev. Neurosci. 7, 1984).

PROENCEFALINA

B - END/ACTH
(Humana}

(Porcina)

PRODINORFINA
(Porcina)

(Met) encefalina
Tir-Gli-Gli-Fen-Met

B-Endorfina

Tir-Gli-Gli-Fen-Met-
Tre-Ser-Glu-Lis-Ser-
Gln-Tre-Pro-Leu-
Val-Tre-Leu-Fen-Lis-
Asn-Ala-Ile-Val-Lis-
Asn-Ala-His-Lis ~
Lis-Gl1i-Gln

(Leu) encefalina:

Tir-Gli-Gli-Fen—Leu

6 7

(Met) encefalina-Arg -Fen':

Tir-Gli-Gli-Fen-Met-
Arg- Fen

(Met) encefalina-ArgEfGli7-Leu8:

Tir-Gli-Gli-Fen-Met-
Arg-Gli-Leu

Péptido E:

Tir-Gli-Gli-Fen-Met-
Arg-Arg-Val-Gli-Arg-
Pro-Gli-Trp-Trp-Met-
Asp-Tir-Gln-Lis-Arg-
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu

o-Neo - endorfina:

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-
Arg-Lis-Tir-Pro-Lis

B-Neo-endorfina:
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-
Arg-Lis-Tir-Pro.

Dinorfina A-(1-8):

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-
Arg-Arg-Ile.

‘Dinorfina A-(1-17):

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-
Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-
Lis-Leu-Trp-Asp-
Asn-Gln.

Dinorfina B-(1-13):

Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-
Arg-Arg-Gln-Fen-Lis-
Val-Val-Tre.
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Fig.

7.

A: POMC
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Representacidn esquemadtica de las estructuras protéicas -
precursoras de las tres familias de péptidos opioides. La
estructura de la B-END/ACTH se determind inicialmente con -
técnicas bioquimicas usadas en la quimica de proteinas y -
confirmada posteriormente por ingenieria genética (clonacidn
de ADN complementario). Las estructuras de los precursores
Proencefalina y Prodinorfina se descubrieron a partir del -
estudio de la clonacidn del ADN complementario. Las lineas
verticales representan los sitios de ruptura enzimatica, a
partir de los cuales se escinden los péptidos con actividad
opioide presentados en la Tabla III (tomado de Akil, H. y

Col. Ann. Rev. Neurosci. 7, 1984).
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Yy, en algunas especies, a la P-ﬁSH. En la regidn media se localiza la
secuencia de la ACTH-(1-39), la cual puede ser procesada para dar ori
gen a lrao-MSH y CLIP (péptido del 1l6bulo intermedio similar a corti-
cotrafina o a la ACTH-(18-39) (Bradbury y Col. 1976; Chretien y Col.
1976; Eipper y Mains,1978;Guillemin y Col. 1976; Li y Chang,1976;
Mains y Col. 1977; Roberts y Herbert, 1977 a y b). En la porcidn cerca
na al amino terminal, se encuentra la secuencia de 1la Yy-MSH y un frag-
mento peptidico altamente conservado desde el punto de vista estructu-
ral en las diferentes especies de mamiferos, el cual posiblemente posea
neuroactividad. En resumen, este gran precursor da origen a un péptido
con actividad opioide (B-END) y, potencialmente, a tres péptidos simi-
lares a la hormona MSH ( o< - MSH de la ACTH, B-MSH y 7 - MSH) (Drouin y
Goodman, 1980; Kita y Col. 1979; Nakanishi y Col. 1979, 1981; Roberts
y Herbert, 1977a, b; Roberts y Col. 1979; Tsukada y Col. 1981; -

Whitfeld, 1982).

El precursor Proencelafina A (Fig. 7B) presenta la secuencia de varios
péptidos con actividad opioide (Hughes y Col. 1975; Kimura y Col.1980;
Mizuno y Col. 1980; Gubler y Col. 1981; Comb y Col. 1982 a,b; Noda y
Col. 1982). En la actualidad se han determinado completamente las -
secuencias de los nucléotidos del ADN complementario en el bovino y
el ARN mensajero del humano (Comb y Col. 1982 a,b; Gubler y Col. -
1982; Noda y Col. 1982). En contraste al precursor F—END/ACTH, todos
los péptidos activos producidos por la Proencefalina-A poseen activi-
dad opioide. Su estructura contiene siete péptidos con la secuencia -
activa (Met) o (Leu) encefalina. De los siete, cuatro son producidos
como (Met) encefaiina (Tir-Gli-Gli-Fen-Met); dos m&s como (met) ence-
falina —Args— Fen7y (Met) encefalina ArgQGIiLLeuS(se ha demostrado -
que estos dos Ultimos péétidos son constituyentes normales de las
células cromafines de la adrenal y neuronas encefalinérgicas del -
cerebro) (Rossier y Col. 1980; Stern y Col. 1980; Kilpatrick y Col.

1982; Boarder y Col. 1982) y, uno solo, con la secuencia de la (Leu)

encefalina (Ver tabla III y Fig. 7).

Por otro lado, el precursor Prodinorfina o Proencefalina B, da origen
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a tres péptidos principales que 'contienen la secuencia de la (Leu)
encefalina: ( aﬁ/p-neoendorfina, Dinorfina A-(1-8) / (1-17) y Dinor-
fina B (Goldstein y Col. 1979, 1981; Kangawa y Col. 1981; Seizinger y
Col. 1981, a,b; Fischli y Col. 1982; Kakidani y Col. 1982; Kilpatrick
y Col. 1982; Suda y Col. 1982; Weber y Col. 1982) (ver Tabla III y -
Fig. 7).

a) CONTROL DE LA BIOSINTESIS DE ENCEFALINAS

La evidencia experimental apoya la idea de gue el control o modo de
procesamiento del precursor de encefalinas es especifico en cada teji-
do. BAsi, el andlisis de los productos peptidicos en la médula adrenal
y tejido cerebral revelan diferencias significativas (Boarder y Col.
1982). En la primera, la inmunorreactividad detectada para (Met) ence-
falina y (Met)-Ar;-Fe: se encuentra mayoritariamente localizada en -
componentes de alto peso molecular y, en menor proporcidn, en las for-
mas de (Met) encefalina y (Met)—ArJiFe;. En contraste, en el tejido -
cerebral se observa lo contrario, ya que aqui,la mayoria de la activi-
dad inmunorreactiva para encefalina se localiza en las especiés pepti-
dicas (Met) encefalina, (Leu) encefalina, (Met)-ArJiFeg y (Met)-Ar;L
Glf—Leﬁ (Stern y Col. 1980; Boarder y Col. 1982). En vista de esto, se
ha sugerido que el procesamiento de la Proencefalina A se lleva a cabo
en forma mids "completa" en el tejido cerebral que en el de la médula -
adrenal, La explicacidn de tal hecho, se daria en la existencia de un
procesamiento enzimitico m3s completo del precursor en las especies -
peptidicas encefalinérgicas en el tejido neuronal, ya que en éstas, se
lagra un tiempo de procesamiento mids largo durante el transporte axonal
de los gridnulos de secrecidn hacia las terminales nerviosas, condicidn

inexistente en la médula adrenal (Ikeda y Col. 1982).
b) INACTIVACION DE ENCEFALINAS: DEGRADACION ENZIMATICA
La comprensién de la regulacidn de los efectos de los péptidos opioides

debe incluir también el conocimienta de los factores que determinan la

duracién de sus acciones. La terminacidén fisioldgica de la accidn de -
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los transmisores conocidos se realiza ya sea removiéndolos del sitio -
en qﬁe gctﬁan (recaptura) y/o degradandolos para quitarles su eficacia
(White y Col. 1985). A diferencia de la gran mayoria de los neurotrans-
misores no peptidicos, en donde el mecanismo principal involucrado en
la remocidn y terminacidén de sus acciones sindpticas radica en 1la -
recaptura de alta afinidad por la terminal nerviosa una vez que han -
sido liberados, los sistemas neuronales peptidérgicos, en general, no
parecen poseer mecanismos funcionales de este tipo (Mckelvy, 1986).
Sin embargo, algunos autores han reportado la existencia de mecanismos
de recaptura dependientes de sodio y energia para carnosina (Abraham

y Col. 1964), TRH (Pacheco y Col. 1981; Charli y Col. 1984) y sustancia
P (Nakata y Col. 1981). Para las encefalinas, a pesar de existir repor-
tes que postulan la existencia de procesos de recaptura andlogos -
(George y Van Loon, 1981; Roy y Col. 1982; Takeda y Col., 1982), la evi-
dencia experimental acumulada parece indicar que son inactivadas por -
medio de un proceso hidrolitico de tipo enzimdtico (Schwartz y Col.

1981).

Trabajando con el cuerpo estriadae como sistema modelo rico en termina-
les encefalinérgicas se identificd una actividad enzimdtica que hidro-
liza la unidn entre los aminodcidos -Gli3-Fen4- de la (Leu) encefalina
y (Met) encefalina (Tirz-Gliz-Gli3-Fen4-Leu5; Tirl—Gliz-Gli3-Fen4—
Mets, respectivamente) (Malfroy y Col. 1978; Suliivan y Col. 1978). -
Esta actividad fue denominada "encefalinasa" y se le caracterizd como
una dipeptidil carboxipeptidasa asociada a membranas, altamente -
especifica (Km en ‘el orden nanomolar) para estos dos pentapéptidos.
Complementariamente,se ha demostrado una distribucidn nerviosa de la
enzima en forma paralela a los sitios receptores de estos ligandos -
opioides (Schwartz y Col. 1981). Asi, los resultados anteriores sugie-
ren que la enzima se encuentra localizada sobre las células encefali-
noceptivas en el sitio receptor o en las propias terminales encefali-
nérgicas, representando en esta forma, un sustrato molecular partici-
pante en la terminacidn de las acciones de las encefalinas liberadas

neuronalmente (Schwartz y Col. 1981).
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A pesar de estos estudios, diversos autores han puesto en controversia
la especificidad de esta actividad enzimitica (Almenoff y Col. 1981;
Blumberg y Col. 1981; Fulcher y Col. 1982; Hersh, 1982; Gafford y Col.
1983) al demostrar que la catdlisis de la hidrélisis en la uni6n-Gli3-
Fen4- de las encefalinas se puede deber a la accidn de una zinc metalo-
endopeptidasa asociada a membranas (Almenoff y Col. 1981), distinta a
otra metalo-endopeptidasa (angiotensinasa) originalmente aislada en
rifidn y en fracciones sinaptosomales de corteza cerebral y nicleo -
caudado (Yang y Neff, 1972; Matsas y Col. 1983), ya que la distribu-
cidn regional de la actividad de la ltima enzima no se correlaciona
en forma paralela con la de los receptores a opioides (Benuck y Marks,

1980; Schwartz y Col. 1981).

En contraposicidn a todos estos datos experimentales, dos lineas de -
evidencia parecen no apoyar la idea de la actividad exclusiva de la
"encefalinasa" asociada a membrana como elemento de inactivacidén y -
regulacidn de la accidn de las encefalinas. La primera de éstas, se
basa en la demostracidn de la participacién de aminopeptidasas, en -
proporcidn importante, en la degradacidén de estos péptidos a través
de la hidrdlisis de la unidn peptidica Tirl-Gliz(De Lorenzo, 1982; De
la Baume y Col. 1983). Esta actividad, a diferencia de la descrita en
el modelo de la "encefalinasa"”, se’ha encontrado asociada a fracciones
particulada&(membranas) y solubles (sobrenadante), la Ultima probable-
mente producida por un mecanismo de liberacidén. En vista de esto, se
ha propuesto que esta actividad representa un mecanismo fisioldgico -
relevante en la rggulacién de los niveles de encefalina en el sistema

nervioso (Hersh, 1982).

La segqunda linea de evidencia se encuentra apoyada en la demostracidn
de la liberacidn de peptidasas en cultivos de células gliales -
(Horsthemke y Col. 1983). Estos datos, han planteado la posible exis-
tencia de un mecanismo alternativo (no neuronal) en la regulacidn de
la terminacién de las acciones sinipticas de los neuropéptidos:; sin
embargo, en el catabolismo de las encefalinas todavia no se ha demos-

trado su participacidn (White y Col. 1985).



3). LOCALIZACION NEURONAL DE LAS ENCEFALINAS
a). DISTRIBUCION SUBCELULAR

Estudios de fraccionamiento subcelular y de radioinmunoensayo (RIA) -
han demostrado que la inmunorreactividad encefalinérgica se encuentra
predominantemente concentrada en las terminales nerviosas de la frac-
cidn sinaptosomal (Simantov, 1976). En apoyo a estos resultados, otros
autores han logrado demostrar, por ﬁedio de inmunohistoquimica y -
microscopia electrdnica, la localizacidn de las encefalinas en vesicu-

las sindpticas (Pelletier y LeClerc, 1979; Pickel y Col. 1979, 1980).
b). DISTRIBUCION TISULAR

Diversos enfoques experimentales, combinando técnicas de bioensayos
y/o radioinmunoensayo con algin tipo de microdiseccidén de adreas cere-
brales discretas (Glowinski y Iversen, 1966) han postulado la distri-
bucidn diferencial de las encefalinas en el sistema nervioso central
(Miller y Col. 1978; Yang y Col. 1978; Baydn y Col. 1980). En estos
estudios, la concentracidén del pentapéptido (Met) encefalina se en-
cuentra invariablemente mds alta que la de (Leu) encefalina. La po-
sible explicacidn de este hallazgo radica en el hecho de que el pre-
cursor de encefalinas (proencefalina A) tiene la secuencia de ambos
péptidos en una proporcidn que favorece a la (Met) encefalina -

(Hughes, 1983) (ver Fig. 7B).

Como se puede ver en la Tabla IV, la concentracidn mds alta de ence-
falinas en el sistema nervioso se encuentra en el cuerpo estriado, -
Dentro de éste, el globus pallidus posee una concentracidn significa-
tivamente mayor que el caudo-putamen. En adicidn a estos resultados,
Cesselin y Col. (1981) han reportado una distribucidn asimétrica del
contenido palidal de encefalina, con cantidades significativamente
mayores hacia la porcidn anterior con respecto a la posterior. Por

otro ladao, las concentraciones mads bajas se obtienen en el cerebelo

y corteza cerebral,
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de Cuello, A.C. In: Opioid Peptides. Br. Med. Bull. pp, 11-16,1983).

(Met) encefalina ! (Leu) encefalina L (Mct) encefalina 2 (Met)encefalina 3 (Leu)encefalinaj
(pmol/mg proteina) (pmol/mg proteina) (pmol/mg proteina) (pmol/mg proteina) (pmol/mg protein
Cerebro Total 0.88 ¥ 0.1 0.21 ¥ 0.06
Cuerpo Estriado 5.90 £ 0.7 0.62 % 0.03
Caudo Putamen 17.5 I 2.1
Globus Pallidus 133 T 28 47.81 I 5,41 8.24 ¥ 0.93
llipotdlamo 5.42 7 0.4 0.40 ¥ 0.07
Cerebro Medio 1.90 ¥ 0.1 0.21 2 0.01
Médula y Puente 4.36 ¥ 0.9
(Médula)
llipocampo 0.91 ¥ 0.01 0.06 ¥ 0.01 1.12 £ 0.2
Corteza 0.62 % 0.004 0.44 T 0.02 1.71 T 0.2
Cerebelo 0.01 0.01 0.82 ¥ 0.08
Bulbo Olfatorio 2.27 ¥ o.
Tubérculo Olfatorio 3.49 ¥ 0.
Septum 4.7 ¥ 0.45
Nicleo Acumbens 6.1 - 0.9 0.66 - 0.07 17.5 % 2.8

ILatos obtenidos por Radioinmunoensayo de extractos de regiones disectadas del sistema nervioso central
por: (1) Miller y Col. (1978); (2) Yang y Col. (1978); (3) Baydén y Col. (1983).
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Complementariamente,los resultados inmunocitoquimicos’'ham mostrado. - -
concordancia con los estudios de cuantificacidn tisular por radioin-
munoensgyo de las encefalinas (Rossier y Col. 1977; Yang y Col. 1977;
Hughes y Col. 1977). En el sistema nervioso, las encefalinas se --
encuentran distribuidas en miltiples sistemas neuronales centrales y
periféricos (Ver Fig. 8), asi como también en las células cromafines
de la médula adrenal. El sistema neuronal inmunorreactive a encefali-
na mids conspicuo en el sistema nervioso central de mamiferos -
incluyendo humanos - se encuentra presente en el cuerpo estriado. Los
cuerpos celulares se localizan en el caudo-putamen y proyectan abun-
dantes fibras nerviosas que irradian topogrdficamente en forma --
concéntrica hacia el globus pallidus (Elde y Col. 1976; ES8kfelt y Col.
1977; Pollard y Col. 1977; Cuello y Paxinos, 1978; Pickel y Col.1980;
Del Fiacco y Col. 1982; Somogyi y Col. 1982) (posiblemente,algunas de
estas neuronas envian también proyecciones hacia la sustancia nigra)
(Cuello y Paxinos, 1978; Del Fiacco y Col. 1982). En estz forma, el -
globus pallidus es la regidn cerebral que exhibe la densidad mis alta

de terminales encefalinérgicas.

En el complejo amigdalino se ha demostrado la existencia de otro sis-
tema encefalinérgico importante, con somas neuronales que envian --
proyecciones al nlicleo intersticial de la estria terminal, a través -
de ésta dltima (sistema que parece tomar parte en los mecanismos que
regulan la conducta emocional) (Uhl y Col. 1978). En el hipotilamo,
existen neuronas encefalinérgicas directamente asociadas a funciones
neuroendocrinas. En las neuronas magnocelulares del nicleo supradptico
que envian axones al 1ldbulo neural (neurohipdfisis), donde liberan
ocitocina y vasopresina, se ha demostrado que las encefalinas son co-
liberadas con estos péptidos ejerciendo un efecto modulacdor en 1la -
liberacién de vasopresina (Iversen y Col. 1980 a,b; White y Col. 1985).
Ya que los dos péptidos son liberados de la misma terminal, las ence-
falinas pudieran ejercer su accidn a través de alguna clase de autor
regulacidn presindptica en estas terminales nerviosas (Iversen y Col.
1980 a,b). Por otro lado, diversas neuronas hipotalamicas (ejem. -

nicleo arcuato) son responsables de la inervacidn encefalinérgica de
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Fig.

3.

Vista sagital del SNC de la rata. Representacidn griafica de

los principales sistemas neuronales conformados por somas y
fibras nerviosas inmunorreactivas a encefalina. BO: bulbo -
olfatorio; S: Septum; CP: Caudoputamen; GP: Globus Pallidus;
HP: hipocampo; niST: NUcleo Intersticial de la estria termi-
nal; ST: estria terminal; NSO: nlicleo supradptico; EM: eminen-
cia media; NH: neurohipdfisis; H: hipotdlamo; A: amigdala;

IP: nlcleo interpeduncular; SN: sustancia nigra; SGC: sustan-
cia gris central del cerebro medio (sustancia gris periacueduc-
tual); D: nicleo de Deiters; R: nicleo caudal del sista2ma del
raphé (pallidus oscurus y magnus); nTS: nlcleo del tracto --
solitario: sgV: sustancia gelatinosa del nervio trigeminal;
SgME: suscancia gelatinosa de la médula espinal; GRD: ganglio
de la raiz dorsal; GS: ganglio simpdtico. Los sistemas neurona-
les mejor establecidos son denotados por lineas sdlidas. Las
lineas punteadas indican vias neuronales que no han sido com-
pletamente confirmadas. Los puntos oscuros indican la presencia
de somas neuronales encefalinérgicos. (Modificada de Cuello,
A.C. In: Opioid Peptides. Br. Med. Bull. pp. 11-16, 1983).



la eminencia media, 4rea que representa la via final de liberacién -
sanguinea portal de las hormonas hipotdlamo-hipofisiotrdficas. Esf;

sistema’ encefalinérgico probablemente se encuentra asociado al control
de la secrecidn de hormonas hipotaldmicas a través de interacciones -

axo-axonales (Negro-Vilar, 1982).

En el tallo cerebral, neuronas encefalinérgicas del nilcleo del raphé
(en particular el magnus) envian proyecciones al cuerno ventral de la
médula espinal y a las capas superficiales del cuerno dorsal y nicleo
espinal del nervio trigeminal (HSkfelt y Col. 1977, 1979). En estas -
dreas, se ha logrado también identificar la presencia de una gran va-
riedad de neuronas encefalinérgicas que forman circuitos locales, -
principalmente en las 4reas de proyeccidn central de las neuronas -
sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal (ver Fig. 8; los cuerpos
celulares se representan por circulos abiertos y sus terminales ner-
viosas por tridngulos abiertos). Asimismo, fambién se encuentran --
neuronas propioespinales encefalinérgicas del cuerno intermedio late-
ral de la médula espinal, que proyectan sus fibras hacia las ramas -
colaterales de las neuronas sensoriales de los ganglios simpdticos -
(Glazer y Basbaum, 1981). El estudio de estas Areas de proyeccidn en-
cefalinérgica hacia estructuras neuronales que manejan informacidén -
sensorial primaria de tipo nocioceptiva, ha despertado gran interés
desde el punto de vista fisioldgico, por las histdricamente conocidas
propiedades analgésicés de los opidceos. Diversas evidencias experi-
mentales han demostrado que la morfina y algunos opioides enddgenos,
son capaces de deprimir la actividad eléctrica inducida por estimulos
nocioceptivos en estas estructuras sensoriales (Le Bars y Col. 1976;

Andersen y Col. 1978; Duggan y Col. 1977; Randic y Miletic, 1978).

En el cerebelo, algunos autores han demostrado la presencia de siste-
mas encefalinérgicos formados por células de Golgi y Purkinje (Finley
y Col. 1981; Chan-Palay y Palay, 1982). Estas {ltimas,envian proyec-
ciones nerviosas hacia el nificleo de Deiters, donde se ha sugerido la
posible co-liberacidén de encefalinas y GABA. El significado funcional

de este fendmeno es alln oscuro. Sin embargo, Chan-Palay y colaboradores
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(1982) sugieren la posible existencia de un mecanismo de modulacidn. -
de la accidén GABAérgica, dependiente de encefalinas, sobre las neuro-

nas de ‘este nficleo.
4). LIBERACION DE ENCEFALINAS

Desde los estudios de identificacidn, aislamiento y caracterizacidn -
de las encefalinas en el sistema nervioso, asi como la demostracidn

de la presencia de estos péptidos en elementos celulares (somas, fi-
bras y terminales nerviosas) y subcelulares (vesiculas sindpticas), -
se ha puesto en consideracidn su posible funcidn neurotransmisora. -
Una de las lineas experimentales que han permitido consolidar tal papel
fisioldgico se ha basado en la demostracidén de su neurosecrecidn bajo
condiciones de estimulacidn apropiadas en diversas preparaciones de -
tejido nervioso. En tal sentido, el cuerpo estriado (anatdmicamente
conformado por el niicleo caudado, putamen y globus pallidus) ha sido
uno de los sistemas neuronales "modelo" que han favorecido un avance
considerable del conocimiento de los mecanismos implicados en la 1li-
beracidén de estas sustancias en el sistema nervioso central. Esto se
debe a las éiguientes caracteristicas: a) exhibir uno de los mds altos
contenidos de encefalina en el sistema nervioso; b) segregacidn de -
elementos neurales encefalinérgicos; los cuerpos celulares se distri-
buyen exclusivamente en el caudo-putamen; sus fibras y terminales -
nerviosas en el globus pallidus. Esta disposicidn anatdmica es la que
ha facilitado el estudio de los mecanismos y la regulacidn de la libe-

racidn de encefalinas en el sistema nervioso central.

a). ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES EN EL ESTUDIO DE LA LIBERACION DE

ENCEFALINAS.

Se han implementado diversos enfoques experimentales con el fin de -
estudiar la liberacidn de encefalinas en el sistema nervioso (Hughes,

1983); indirectamente, por medio de la estimulacidn eléctrica de areas
cerebrales implicadas en el control de la respuesta analgésica a -

estimulos nocioceptivos (ejem. sustancia gris periacueductual); o -



a través del bloqueo de esta respuesta por la administracidén de anti-
sueros especificos o agentes farmacoldgicos (antagonistas) que evitan
sus acéiones bioldgicas al nivel de la interaccidn con sus sitios -
receptores (Hughes, 1983). En forma directa, por medio de la cuantifi-
cacidén del contenido tisular (Sosa y Col. 1977; Hong y Col. 1978; Yang
y Col. 1978; Urca y Col. 1981; Kumar y Col. 1982; Grossman y Rees, -
1983) o en liquidos corporales (ejem. liquido cefalorraquideo) de es-
tos péptidos, antes y después de la aplicacidn de la estimulacidn -
(Sj6lund y Col. 1977; Akil y Col. 1978; Viveros y Col. 1279; Cesselin
y Col. 1980, 1982; Yaksh y Elde, 1980; Wilson y Col. 1980: Livett y
Col. 1981; Kuraishi y Col. 1981). Todos estos estudios, sugirieran -
fuertemente que las encefalinas pueden ser liberadas en zes
la aplicacién de estimulos especificos (despolarizacidn éel tejido -
neural por estimulo eléctrico o quimico) o generales (etres , dolor,
etc.) en regiones nerviosas especificas (Hughes, 1983). .Sin embargo,
solo unos cuantos estudios han intentado medir directamerte la libera-
cidén de encefalinas a partir de sistemas neurales especificos (ejem:
cuerpo estriado) y, han sido estos, los que han facilitado el estudio
de los mecanismos y la regulacidn de la liberacidén de dichos péptidos
en el sistema nervioso central (Iversen y Col. 1978). Desde este punto
de vista, el uso de procedimientos de perfusidén de regiones aisladas
(rebanadas de tejido) (Baydn y Col. 1978; Henderson y Col. 1978; -
Iversen y Col. 1978; Linberg y Dahl, 1981; Osborne, 1978, 1980), ter-
minales nerviosas aisladas (sinaptosomas) (Henderson y Col. 1978) o,
de areas discretas de tejido neural en el cerebro del animal vivo -
(Baydn y Col. 198, a,b,c; Cesselin y Col. 1981), han brindado un --

avance sustancial en el conocimiento de estos fendmenos.

Todas la evidencias experimentales parecen apoyar que las sncefalinas
son secretadas a través de un mecanismo andlogo al de los péptidos -
transmisores conocidos (White, 1985): la despolarizacidn 3de la termi-
nal nerviosas induce la entrada de ca’ a su interior, promoviéndose,
con esto, la exocitosis de las vesiculas secretoras que lcs almacenan

Yy, consecuentemente, su liberacidén hacia el espacio sindptico (White

y Col. 1985).



b). LIBERACION DE ENCEFALINAS EN LOS GANGLIOS BASALES: REGULACION..
POR OTROS SISTEMAS NEUROTRANSMISORES.

Los estudios iniciales sobre la liberacidén de encefalinas llevados a -
cabo en perfusiones de rebanadas de globus pallidus (Baydén y Col. -
1978; Iversen y Col. 1978) o de cuerpo estriado (Henderson y Co0l.1978;
Osborne, 1978, 1980; Linderberg y Dahl, 1981) han demostrado que la -
liberacidn de (Met) encefalina y (Leu) encefalina es dependiente de
calcio y puede ser estimulada por altas concentraciones de potasio

( 50mM), o por el despolarizante veratridina, tal como ocurre con. la
liberacidn de los transmisores peptidicos y no peptidicos descritos -
en el sistema nervioso (la cantidad de (Met) encefalina liberada con
respecto a la de (Leu) encefalina se corresponden con la proporcidn

en la que estos péptidos son sintetizados en el tejido a partir de su
precursor). Distinguen a esta liberacidn,tanto la altisima proporcidn -
de la cantidad existente en el tejido que es liberada en cada exposi-
cidén a los agentes despolarizantes (10% del contenido total), como una
constante y abundante salida de la encefalina del tejido en condicio-
nes de "reposo" (no estimulacidn; aproximadamente el 0.2% del conteni-
do total por minuto). A diferencia de otros neuropéptidos estudiados,
tales como la B-endorfina (Fukata y Col. 1980) o somatostatina --
(Iversen, 1978), el contenido total de encefalina en el tejido dismi-
nuye marcadamente durante los primeros 40 minutos de perfusidn -—
in vitro, con una pérdida de mas del 60% del contenido imicial con -
respecto a rebanadas control recién preparadas. Es de notarse que si
este gasto ocurriera también en el tejido del animal vive, la sinte-
sis y el transporte hacia las terminales sindpticas encefalinérgicas
deberia de sucederse en un tiempo promedio menor a 40 mirutos. En -
contraposicidn a esta hipdtesis, Sosa y Colaboradores (1977) y Yang

y colaboradores (1978), marcando activamente in vivo las pozas de -
almacenamiento de estos péptidos a través de la incorporacidn de --
aminodcidos precursores radiactivos, han demostrado que el recambio

de estos péptidos requiere constantes de tiempo significativamente -
mayores. Baydn y colaboradores (1978) han propuesto la existencia de

un factor de "escape" para explicar esta altisima pérdida del conteni-
P P p



do tisular durante la perfusidn de regiones aisladas de tejido nerwvio-

so.

En extensidn a los estudios sobre regiones aisladas de tejido neural,
otros autores han hecho uso de preparaciones in vivo (mediante siste-
mas de perfusidn intracerebral con cdnulas de infusién y extraccidén -
de liquido), en donde se ha podido estudiar la liberacidn de encefali-
nas en el estriado y globus pallidus, preservando sus relaciones -—
anatdmicas y fisioldgicas con el resto del cerebro del animal vivo.
Baydn y colaboradores (1981), estudiando la liberacidn in vivo de(Leu)
encefalina en el globus pallidus del gato y la rata en libertad de -
movimiento, han demostrado que la liberacidn "espontdnea" de este -
péptido puede ser aumentada significativamente por la despolarizacidn
local del tejido con 50 mM de potasio y, al menos, mostrar una depen-
dencia parcial del incremento a la presencia de calcio en el medio de
perfusidn. Colateralmente, este mismo autor (Baydén y Col. 1981) --
reportd también un fendmeno similar en esta estructura por el trata-
miento despolarizante local con la administracidén de veratrina o como
consecuencia de la estimulacidn eléctrica del niicleo caudaddo ipsilate-

ral.

En el nidcleo caudado y el globus pallidus del cerebro del gato aneste-
siado se ha establecido un correlato entre la distribucidn regional -
de (Met) encefalina y la magnitud de su liberacidn "espontanea", y
estimulada (Cesselin'y‘Col. 1981). Asi, se demostrd que Ios niveles
del péptido liberado en ambas circunstancias experimentales son de -
mayor magnitud en sus porciones ventrales, donde también se obtuvieron
los valores mids altos del contenido tisular de esta encefalina. -
Concomitantemente, el andlisis comparativo de la tasa de liberacidn
"espontanea" y estimulada del péptido en ambas regiones, reveld un va-
lor significativo md3s alto para el globus pallidus. En esta regidn, la
aplicacidn local de los agentes despolarizantes veratridina o batra-
cotoxina produce un ostensible incremento en la liberacidn "espontanea"
de (Met) encefalina. Este efecto es abolido por la administracidn -

simultinea del blogueador del canal de sodio tetradotoxina (Cesselin

y Col. 1981).
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En todas las condiciones experiﬁentales anteriormente expuestas, se -
ha demostrado que la tasa de liberacidn in vivo (tanto en'%eposd'gdmo
estimulada) de encefalinas en el globus pallidus es al menos de diez
(Baydn y Col. 198la) a cien veces menor (Cesselin y Col. 1981) que la
observada en preparaciones in vitro con rebanadas de esta estructura
(Baydén y Col. 1978); Iversen y Col. 1978), Esto sugiere una estabili-
dad mayor de la encefalina almacenada intracelularmente en el tejida
no rebanado (Baydn y Col. 198la). Diversas evidencias experimentales
parecen apoyar la existencia de un mecanismo de control inhibitorie
tdnico sobre la liberacidn de encefalinas en el globus pallidus, --
dependiente del GABA, el cual seria solamente preservado en las prepa-
raciones in vivo (Baydén y Col. 1978, 1981, a, b y ¢; Burgoin y Col,

1982; Herz y Col. 1980).
REGULACION DE LA LIBERACION DE ENCEFALINAS EN LOS GANGLIGOS BASALES

Poca es la informacidén disponible alrededor del control de la libera-
cidn de las encefalinas en estas estructuras subcorticales. En algu-
nos estudios se ha intentado determinar si estos transmisores pepti-
dicos (como en el caso de transmisores "clasicos" de naturaleza no -
peptidica , ejem. GABA) son capaces de modular su propia liberacidn,
directa o indirectamente, a nivel presindptico (autorregulacidn -
negativa). Desde el punto de vista farmacoldgico, la informacidn -
experimental parece ser contradictoria. En dos trabajos, se ha fallado
en detectar algin efecto del agonista opidceo morfina y del antagonis-
ta naloxona sobre la liberacidn estimulada de encefalina por alta -
concentracidén de potasio (50mM) en preparaciones de rebanadas estria-
tales de la rata (Ritcher y Col, 1979; Osborne y Herz, 1980). En con-
traste a dichos resultados, Sawynok y colaboradores (1980) reportaron
un efecto contrario de estos compuestos en la misma preparacidn del
tejido, solo con procedimientos despolarizantes moderados (30-mM K+),
pero no con intentos enérgicos (50 mM K+). Estas observaciones san
consistentes con los reportes de otros autores, en los gque se sugiere
que la modulacidn presindptica de la liberacidén de transmisores puede
demostrarse solamente cuando el estimulo no facilita una liberacidn

masiva de transmisor (Arbilla y Langer, 1979).
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En cuanto a la reqgulacidn de la liberacidn de las encefalinas por o---
tros agentes neurotransmisores de estas estructuras basales, escaéé‘
es tambhién la informacidn de la que se dispone experimentalmente. Sin
embargo, diversos estudios han investigado las relaciones de los sistemas
GABAérgicos en el control de la funcidn encefalinérgica estriatal.
Como ya se revisdé anteriormente en el capitulo de GABA y este mismo,
el GABA y las encefalinas se encuentran en altas concentraciones en
el estriado y el globus pallidus de los mamiferos, en donde se les

ha asignado funciones transmisoras. En preparaciones in wvitro e in
vivo , ambas sustancias son liberadas de estos tejidos bajo condi---
ciones control ( liberacidn "espontinea", no estimulada) o despolari-
zantes y producen efectos electrofisioldgicos inhibitorios. Desde un
punto de vista histoldégico, estos transmisores se encuentran conteni-
dos individualmente en sistemas neuronales que forman vias de proyec
cidén (eferencias) o circuitos de inervacidn local (interneuronas). En
extensidn a este cuerpo de informacidn , algunos trabajos han reporta
do la coexistencia de ambas sustancias en una misma subpoblacién neu
ronal del estriado ( Oertel y Col. 1983 y 1984; Aronin y Col. 1984 ;
Zahm y Col. 1985). Desde un punto de vista morfoldgico, no disponemos
de suficientes evidencias estructurales que permitan establecer la in
terrelacidén directa entre los dos sistemas transmisores mediante la
formacidén de algin tipo de contacto sindptico (Oertel y Mugnaini,1984),
No obstante esto, una linea sdlida de resultados derivados de estu--
dios farmacoldgicos llevados a cabo en preparaciones in vitro e in
vivo de tejido estriatal,sugieren la existencia de interrelaciones
funcionales complejas entre la transmisidén GABAérgica y encefalinér-

gica a este nivel.

Actualmente, la informacién farmacélogica disponible parece plantear
la existencia de acciones antagdnicas del GABA sobre la regulacidn de
la liberacién de encefalinas. En una linea de estudios, se ha sugeri-
do una funcidén regulatoria inhibidora sobre la liberacidn de estos
péptidos ; en otra, por el contrario, la evidencia experimental pare-
ce asignarle efectos facilitatorios.En base a lo anterior, se ha plan

teado la existencia de dos sitios receptores farmacoldgicamente dis--



tinguibles, a través de los cuales este aminodcido pudiera ejercer ta-
les acciones sindpticas opuestas. En vista de esto, a continuaciéﬁirg
visaremos en uno u otro sentido, los trabajos mds relevantes con

respecto a los aspectos funcionales reqgulatorios de la transmisidn GA

BAérgica sobre la transmisidn encefalinérgica estriatal.

Con la aplicacidn de la técnica de perfusidn intracerebral in vivo
(push-pull), Burgoin y colaboradores (1982) estudiaron la modulacidn
de la liberacidn in vivo de (Met)encefalina mediante la administra--
cién de GABA y sustancias con actividad GABA&rgica en el globus pal--
lidus del gato anestesiado. Estos autores reportaron una reduccidn in
mediata y sostenida de la liberacidn "espontd@nea" de este péptido
por la aplicacidn local de GABA. La magnitud del efecto se correlacio
né directamente a la dosis adicionada del aminodcido (10-500mM). Un
fendmeno similar se obtuvo también con la administracidén de la benzo-
diacepina diazepam (facilitador de 1la transmisidn GABAérgica), pero
no por el agonista muscimol. Por el contrario, los estudios de antago
nismo farmacoldgico revelaron una accidén facilitadora para la bicucu-
lina, e inhibitoria para picrotoxina. Ya que las encefalinas se en---
cuentran contenidas en gran cantidad en las terminales de las neuro-
nas encefalinérgicas de la via estriado-palidal, el argumento més
simple para explicar los cambios inducidos en la liberacidn de la
(Met)encefalina por la aplicacidén de GABA y sus compuestos relaciona-
dos en el globus pallidus, segiin los autores, se encontraria al nivel
de la existencia de un mecanismo de regulacidn presindptica tdnico
inhibitorio, dependiente de GABA. Sin embargo, las acciones farmacold
gicas de este amihoécido, sus agonistas y antagonistas, parecen apo--
vyar la mediacidén de estos efectos a través de mds de un tipo de si--

tio receptor (Burgoin y Col. 1982).

Desde un punto de vista conductual, este fendmeno regulatorio podria

contribuir a papeles funcionales opuestos de las neuronas GABAérgicas
y encefalinérgicas en el globus pallidus. En este contexto, se ha vis
to que la inyeccidn intrapalidal de agonistas sintéticos de encefali
nas producen un aumento de la actividad locomotriz en la rata, el cu

al es antagonizado en presencia de naloxona (Joyce y Col. 1981). Por
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otro lado, la facilitacidn farmacoldgica de la neurotransmisidn GA-.

BAérgica palidal se asocia a catalepsia (Pycock y Col. 1976).

En preparaciones de perfusidn in vitro con rebanadas de cuerpo estria-
do (el cual incluye al globus pallidus), se ha reportado, también, -
efectos contradictorios sobre la regulacidén de la liberacidén de ence-
falinas mediante la manipulacidn farmacoldgica de la transmisidén GA-
BAérgica local. Harsing y colaboradores (1982), han investigado los -
efectos de la benzodiacepinas como facilitadores de la transmisidon GA-
BAérgica sobre la modulacidn de la liberacidén de las encefalinas en -
rebanadas del cuerpo estriado de rata. Estos autores enconrtraron que
el diazepam y flunitrazepam inhiben, en forma dependiente de la dosis,
la liberacidn estimulada de (Met) en;efalina por despolarizacidn con
alto potasio (47mM), sin afectar su tasa de liberacidn "espontinea".-
Un efecto similar es observado por el tratamiento con los agonistas
muscimol y THIP. Todos estos efectos son antagonizados por la aplica-
cidén simultdnea de picrotoxina en el medio de perfusidn, y, adicional-
mente en el caso de las benzodiacepinas, como consecuencia del "agota-
miento" del contenido enddgeno de GABA tisular por el inhibidor de 1la
GAD, isoniazida. A la luz de estos resultados, los autores sugieren -
que las acciones de las benzodiacepinas requieren de la preservacidn
de los niveles de GABA almacenado tisularmente y de la disponibilidad
de receptores GABAérgicos. Por el contrario, la accidn de los --
GABAmiméticos, requiere solo de 1la disponibilidad de estos dltimos, y
es independiente de la cantidad de GABA presente en las terminales -

nerviosas.

En contraste a todos los hallazgos antes mencionados, Sawynok y Labella
(1981) han reportado efectos opuestos sobre la modulacidn farmacoldgi-
ca GABAérgica de la liberacidn de encefalinas en la misma preparacidn

de tejido nervioso. En sus resultados, ellos encontraron que la aplica-
cidén exdgena de GABA potencia la liberacidn estimulada de (Met) encefa-
lina cuando é&sta se induce por la despolarizacidn con 30mM de potasio,
pero no por 50mM. Este efecto es dependiente de la dosis (10-100mM)

del agente despolarizante, y no afecta la tasa de liberacidn "espontdnea"

del péptido. Adicionalmente, el agonista baclofen pero no el mus-
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cimol reproduce los efectos del GABA y,la picrotoxina, pero no bicucu
lina, bloquea los efectos de potenciacidén del GABA y baclofen. Téﬁ;—
bién, ninguno de los antagonistas bloquea por si mismo la liberacidn
estimulada o "espontéﬂea" de (Met)encefalina cuando se aplican indivi-
dualmente. En extensidén a estos resultados, con el mismo modelo ex--
perimental de trabajo, Osborne y Herz (1980) demostraron acciones
farmacoldgicas andlogas de estas sustancias sobre la liberacidn de

(Met)encefalina.

El mecanismo mediante el cual el GABA potencia la liberacién estimula
da de (Met)encefalina no es claro a la fecha actual. Sin embargo, se
ha visto que este aminodcido es capaz de despolarizar terminales ner--
viosas en rebanadas de cerebro, efecto que es bloqueado solo por pi--
crotoxina (Simmonds,1980). Asi, es posible que tal despolarizacidn Pu
diera ser aditiva a la producida por la estimulacidn submdxima con
concentraciones moderadas de potasio (ejem. 30mM). Adicionalmente,
algunos autores (Sawynok y Labella,1981) proponen que el efecto faci-
litador del GABA y baclofen sobre la liberacidén estimulada de (Met)
encefalina seria mediado por el sitio receptor GABA&rgico B, reciente
mente caracterizado farmacoldgicamente por Bowery y colaboradores
(1979 a), el cual es activado por baclofen y no por muscimol y, {dni-

camente, sensible al bloqueo con picrotoxina.

Con otro tipo de enfoques experimentales, algunos autores también su-
gieren la existencia de un efecto facilitador de la liberacidn de en-
cefalinas dependiente de GABA. En la rata, la elevacidn de los nive--
les de GABA enddgeno cerebral mediante la administracidn sistémica in
vivo de dosis repetitivas de inhibidores de la GABA-T (icido amino-
oxiacético vy gabaculina), inducen una disminucidn significativa del

contenido estriatal de (Met)encefalina y un aumento reactivo de su

sintesis (éivam y Hong, 1986). El mecanismo responsable del decremen-
to parece radicar en una liberacidn abundante y sostenida del pépti-
do durante el tratamiento, exclusivo de esta regidn cerebral, ya que

el efecto no es observado en otras dreas del sistema nervioso cen---
tral (tales como el hipotilamo, hipocampo, corteza frontal, tallo ce-

rebral y médula espinal). En complemento a estos resultados, Duka vy
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colaboradores (1979 y 1980) y Harsing y colaboradores (1982) reporta-
ron un fendmeno andlogo sobre los niveles estriatales de (Met)enéefg
lina por el tratamiento con el dcido aminooxiacético. En resumen, to-
dos los antecedentes mencionados sugieren la existencia de interrela
ciones complejas de la transmisidn GABAérgica y encefalinérgica es-—--
triatal mediante mecanismos modulatorios reciprocos alin no bien com--
prendidos. Desde tal punto de vista, es necesario abordar su estudio

en modelos experimentales integrativos, que permitan esclarecer sus

papeles funcionales en la regulacidén de la fisiologia nerviosa y, en
Gltima instancia, en el control de aspectos conductuales del animal

vivo (ver seccidn de resultados de la tesis).
5.- ACCIONES SINAPTICAS DE LAS ENCEFALINAS
a). PRESINAPTICAS

Muchos investigadores han encontrado que las encefalinas inhiben el
disparo neuronal (Bloom y Col. 1981). En el hipocampo, una de las re-
giones en donde las encefalinas inducen el disparo neuronal, existe
la evidencia de que tal fendmeno es debido a la inhibicidn del dispa-
ro de neuronas de tipo inhibitorio (Zieglgdnsberger y Col. 1979). Un
fendmeno similar de "desinhibicidn" parece ocurrir en las sinapsis
dendro-dendriticas de las células mitrales del bulbo olfatorio (Ni---
coll y Col. 1980 a y b). Desde el punto de vista bioquimico, en di--
versas regiones neurales las encefalinas inhiben la liberacién de neu-
rotransmisores, tales como sustancia P (Jessel y Iversemn, 1977:Fields
y Col. 1980), vasopresina (Gudelsky y Porter, 1979; Martin y Voight ,
1981), dopamina (North y Tonini, 1979), acetilcolina (Sheppard y Col.
1979) y somatostatina (Mudge y Col. 1979). Por lo tanto, uno de los
puntos centrales en la investigacidn neurofisioldgica ha sido la iden
tificacidn del mecanismo idnico que pudiera explicar estas acciones
inhibitorias. La dificultad de tal hecho radica en que no se conoce
si el fendmeno inhibitorio se realiza a través de sinapsis axo-so--
miticas o axo-axdénicas o, por medio de algin otro tipo de interaccio-
nes neurales. La capacidad para inhibir la liberacidn de sustancia P

y vasopresina sugiere que la encefalina act@a directamente sobre las
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terminales que contienen dichosvpéptidos,porlo que se ha propuesto
la existencia de un mecanismo de control inhibitorio de tipo pregi--
niptico (Weiss, 1974; Konishi y Col. 1980; Mattews y Cuello, 1982; Ne
gro-Villar, 1982). Mudge y colaboradores (1979), midiendo la corrien-
te¥de calcio en terminales nerviosas de las neuronas del ganglio dor-
sal (las cuales utilizan sustancia P como transmisor) han demostrado
un efecto inhibitorio en la conductancia del catidn por 1la accidn de
la encefalina, el cual es revertido con naloxona (antagonrista competi
dor de las encefalinas por su sitio receptor). Asi, el efecto en la
disminucidn de la entrada de calcio a la terminal nerviosa por las
encefalinas podria explicar la inhibicidén de la liberacidn de sustan
cia P a este nivel. En apoyo a estos datos, otros autores han demos
trado la inhibicidn de la captacidn de 45-Ca por opidceos en termina--
les nerviosas aisladas (sinaptosomas) en condiciones de "reposo"(Guer-

rero-Munoz, 1979 a y b) y de estimulacidn despolarizante (Ross, 1978).

Otro posible mecanismo de accidn, se encuentra relacionado al hallaz--
go de que las encefalinas y los opidceos actilan directamente sobre las
neuronas del plexo mientérico intestinal, induciendo un decremento en
su disparo, el cual es reversible por naloxona (Dingledine y Goldstein,
1976; Williams y Col. 1979). Existe la evidencia experimental de gue
este fendmeno pueda relacionarse a una hiperpolarizacidn de la mem---
brana ( probablemente por el incremento en la conductancia al potasio
o cloro en la terminal nerviosa afectada por las encefalinas) (Dingledine
Yy Goldstein, 1976; Williams y Col. 1979). En base a estos hechos,North
y colaboradores (1979) propusieron que el efecto hiperpolarizante de
las encefalinas e?ita la propagacidn del potencial de accidn que des--

polariza la terminal nerviosa.
b). POSTSINAPTICAS

Se ha sugerido también que las acciones de los opidceos y opioides
pueden ser mediadas en forma postsindptica. Existe la evidencia direc--
ta de que en el locus coeruleus las terminales encefalinérgicas es-
tablecen contactos sindpticos axo-somiticos o axo-dendriticos sobre

las neuronas noradrenérgicas de este nicleo (Pickel y Col. 1979). Una
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inhibicidn en el disparo de estas neuronas ha sido demostrada por la
aplicacidon local de opidceos y encefalinas, la cual es reversibleﬂg na
loxona -(Pepper y Henderson, 1980). Zieglgdnsberger y Bayerl (1976 a y
b) han demostrado efectos similares sobre neuronas propicespinales de
la médula. El evento propuesto en todos los casos es la hiperpolariza
cidén postsindptica de las células, debido posiblemente al incremento
en la conductancia al cloro o potasio , similar al sugerido en el ple--
Xxo mientérico. Otro mecanismo de accidén posible, se relaciona al he--
cho de que los agonistas opioides reducen 1las respuestas en el dispa-
ro a diversos transmisores excitatorios, tales como acetilcolina y glu
tamato. Ya que estos dltimos actlan promoviendo un aumento

en la conductancia del sodio hacia el interior de la célula nerviosa,
Zieglgdnsberger y Bayerl(1976 a) sugieren que la encefalina "paraliza"

en alguna forma dicho mecanismo de transporte.
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D) LAS PROTEINAS (Y ENZIMAS) COMO POSIBLES AGENTES MENSAJEROS
QUIMICOS EN EL SISTEMA NERVIOSO:

a) GENERALIDADES

La estimulacidn del tejido nervioso, ademds de inducir la liberacidén -
de neurotransmisores putativos de naturaleza peptidica (ejem. encefali-
nas) y no peptidicos (amino&cidos y aminas biogénicas), induce la libe-
racidén de otras sustancias ailin poco caracterizadas desde el punto de -
vista biogquimico y fisioldgico. Dentro de éstas, se encuentran materia-
les de alto peso molecular gque se pueden detectar con reactivos usados
tradicionalmente en la determinacidn de proteinas. Desde este punto de
vista, se ha creado la necesidad de implementar estrategias que per-
mitan estudiar su liberacidn bajo condiciones especificas de estimula-
cidn, con el objeto de lograr su identificacidn, aislamiento y -
caracterizacidén quimica y, asi, estudiar sus posibles funciones dentro
de la fisiologia nerviosa (Baydn y Col. 1985; Greenfield y Shaw, 1982;
Greenfield y Col. 1984).

El estudio de la liberacidn de proteinas de células nerviosas tiene -
como-antecedente el descubrimiento de la liberacidén simultdnea de -
cagécalominas y proteinas de células cromafines de la médula adrenal.
Cuando se evoca la liberacidén de catecolaminas, mediante la administra-
cidn de acetilcolina, componentes protéicos de alto peso molecular que
se encuentran almacenados en los granulos cromafines son liberados me-
diante un proceso de exocitosis (Banks y Col. 1965; Kirshner y Col.
1967). Entre dichas proteinas de alto peso molecular se encuentran las
llamadas cromograninas, un grupo heterogéneo de proteinas de las cua-
les la méds abundante es la cromogranina A (Schneider y Col. 1967) y la

dopamina P-hidroxilasa, enzima que participa en la sintesis de cateco-

laminas (Viveros y Col. 1968)-

Estudios subsecuentes realizados por De Potter y Col. (1969 a), demos-
traron que en las sinapsis adrenérgicas, la liberacidn inducida por -
estimulacién eléctrica del neurotransmisor norepinefrina, es acompanada
por la liberacidén de cromograninas y dopamina B-hidroxilasa y es depen-

diente de la presencia de calcio en el medio de incubacidn. Reportes -



ulteriores, han confirmado que las cromograninas y la dopamina -
P-hidrqxilasa estdn localizadas junto con la norepinefrina en las -
vesiculas "grandes" de las terminales adrenérgicas y que su liberacidn
es Forrelativa con la de norepinefrina (Cubeddu y Col. 1974; Geffen y
Col. 1970; Gewirtz y Kopin, 1970; Smith y Col. 1970; Weinshilboum y
Col. 1971). Asimismo, la dopamina p—hidroxilasa ha sido encontrada -
también en el liquido cefalorraquideo de humanos (Goldstein, 1976) y de
conejos, donde su concentracidn aumenta con la estimulacién de nervios

periféricos (cidticos) (De Potter, 1976).

Dentro de este contexto y de manera independiente a los estudios de -
secrecidn de las cromograninas y dopamina P—hidroxilasa en la médula -
adrenal y nervios periféricos, se reportd la secrecidén irducida por es-
timulacidn de proteinas glucosiladas en cultivo de tejido de paratiroi-
des de la rata (Licata y Col. 1972) y su dependencia de la presencia

de calcio en el medio de incubacidn (Kemper y Col. 1974; Morrisey y

Cohn, 1978). Aunado a esto, también se logrd determinar gue entre las

especies secretadas existen por lo menos dos distintas, denominadas

proteina secretora I y Proteina secretora II, la primera representada

por dos isoespecies (Morrisey y Col, 1978, 1980). Recientamente, la
Proteina secretora I ha sido purificada y parcialmente caracterizada,
reportindose que es similar a la cromogranina A en su composicidn de -
aminodcidos y carbohidratos, secuencia parcial de amino&cidos, reactivi-
dad inmunoldgica cruzada y propiedades fisico-quimicas, con lo cual se
ha concluido que se trata muy probablemente de la misma proteina (Cohn
y Col. 1981; Cohn y Elting, 1983). Adicionalmente, esta proteina se ha
localizado (empleando anticuerpos) en células de la tiroides, adenohi-
pSfisis, de los islotes pancredticos, ganglio celiaco y mesentérico del

antrum gdstrico (Caohn y Col. 1984).

Por otro lado, existen varios trabajos en los que se rep:rta la libera-
cidn de proteinas que no han sido identificadas, las cuales son libera-
das como respuesta a un estimulo. Hacia 1960, se publicd un trabajo en
el que se observa el aumento de una enzima no identificada con activi-

dad proteolitica en el liquido cefalorraquideo del cerebro del gato, -
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al estimular eléctricamente el cerebro o el nervio ciatico (Chapman.y
Col. 1960). La enzima liberada se midid por su actividad proteolitica
que produce un polipéptido vasodilatador al actuar sobre la globulina

del plasma.

En 1975, Kaczmarek y Adey publicaron un trabajo en el que se observd

en perfusados de corteza cerebral de gatos 1la liberacidm de proteinas
y glucoproteinas marcadas con radioisdtopos (Kaczmarek y Adey, 1975).
La liberacién de estas proteinas se incrementd considerablemente con la
aplicacidén de una solucidn que contenia una alta concentracién de pota-

sio (40mM).

Musick y Hubbard (1972), trabajando en una preparacidén de hemidiafragma-
nervio frénico del ratdn, han reportado la liberacidn de material
protéico de las terminales nerviosas de la unidn neuromuscular. Estu-
dios subsecuentes en el mismo tipo de preparacidn, han demostrado que

la estimulacidn eléctrica del nervio frénico produce un aumento en la
liberacidn del material protéico correlacionable con un incremento de

la liberacidn de acetilcolina en las terminales nerviosas del nervio -
(Musick, 1979). Sin embargo, se ha sugerido que una porcidén importante

del material protéico liberade es de origen muscular (Musick, 1975,1979).

Estudios en el sistema neurosecretor fotocerebral de la langosta (Frie-
del y Col. 1981) han identificado la liberacidn de material protéico -

de los corpora cardiaca después de la propagacidn de un potencial de -

accidén. Esta liberacidn es dependiente de la entrada de calcio durante
la despolarizacidn.

En rebanadas de tejido del hipocampo de la rata, Duffy y colaboradores
(1981) han reportado un aumento en la liberacidn de material protéico

al 1iquido extracelular consecuente a la estimulacidn eléctrica del -

tejido.

En cultivos de neuronas simpdticas, Sweadner (1981) ha demostrado la

liberacidn de un grupo de glucoprateinas acidicas de alto peso molecular



al medio de cultivo, cuando se estimulan estas neuronas con extractos -
de veneno de la arafia viuda negra para inducir la liberacidén de neuro-
transmisores. El patrdén de protefnas liberadas por estimulacidn al me-
dio de cultivo es diferente del patrdn de proteinas liberadas en condi-
ciones de "reposo" Estas protein;s sufren modificaciones postraducciona-
les (probablemente un corte proteolitico) antes de ser liberadas en la
superficie de la membrana plasmidtica cuando este es el mecanismo de -
liberacidén (Sweadner, 1983a). Asimismo, su liberacidén es dependiente de
la presencia de calcio en el medio de incubacidn. Estudios mds detalla-
dos han revelado que dos de estas proteinas son liberadas al medio de
cultivo como mondmeros solubles (Sweadner, 1983b). En apoyo a los datos
anteriores, Richter-Landsberg y colaboradores (1984) han reportado la -
liberacidn de glucoproteinas de membrana plasmidtica en cultivos de -
feocromocitoma de la linea celular PCl2. Estas proteinas, parecen -
corresponder a las reportadas por Sweadner en cultivos de neuronas sim-
padticas y, una de ellas, parece derivar de una proteina integral de -
membrana previamente caracterizada, llamada glucoproteina NILE (protei-
na externa inducida por el factor de crecimiento nervioso) (McGuire y

Col. 1978).

Experimentos de marcaje con aminodcidos radiactivos, han demostrado la
liberacidn inducida de proteinas radiactivas en cultivos de tejido del
18bulo intermedio de la pituitaria del ratdén por medio de despolariza-
ciones con altas concentraciones de potasio en presencia de calcio -
(Thorton, 1982). Con técnicas inmunoquimicas y de doble marcaje con
aminodcidos radiactivos se reportd que dos proteinas del cerebro de la
carpa dorada son secretadas al liquido extracelular (Shashoua, 1979).
En experimentos similares realizados en el cerebro del pollo, se ha re-
portado gque un grupo de proteinas que se marcan rdpidamente son libera-
das al liquido extracelular (Benowitz y Shashoua, 1979). En preparacio-
nes de rebanadas de hipocampo de la rata, Hesse y colaboradores (1984)
han demostrado la liberacidén "tdnica" (no estimulada) de proteinas -
glucosiladas radiactivas, a través del empleo de doble marcaje con -

3 1
fucosa-H y valina- 4C.
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En el sistema nervioso central de la rata, Shashoua y colaboradores -
(1984) han reportado la liberacidén de la proteina S-100 al liquido ex-
tracelular, mediante la extraccidén de éste, a partir de la incubacién
de rebanadas de hipocampo y cerebro total del animal en medio isotdéni-
co. Esta proteina ha demostrado ser caracteristica del sistema nervioso
central (Moore, 1973 y 1975) y se ha reportado su localizacidn en el -
citoplasma de las células gliales (Moore, 1975), asi como en la membra-
na de las terminales sindpticas (Rusca y Col. 1972; Haglid y Col.1974;
Donato y Col. 1975) y del nicleo neuronal (Haydén y McEwen, 1966). Su

papel funcional es alin desconocido.

En 1976, Korr y colaboradores realizaron un estudio de marcajé radiac-
tivo de neuronas vagales y del nlcleo del hipogloso con aminodcidos -
gque contenian 14C, observidndose que las sustancias radiactivas viajaron
a lo largo de los nervios y, después de varios dias atravesaron la -
unidn neuromuscular de la lengua (Korr y Col. 1967). Estudios subsecuen-
tes del mismo grupo de trabajo con enfogques experimentales andlogos, en
los que se determind la radiactividad del material protéico precipita-
ble por TCA (dcido tricloroacético) proveniente de las células muscula-
res marcadas, demostraron que las proteinas transportadas llegan al -
milsculo estilogloso a intervalos de tiempo especificos después de su -
sintesis (Korr y Appeltauer, 1974). El andlisis electroforético del -
material protéico transportado al misculo reveld que una de las protei-
nas aparece tanto en el nervio como en el misculo durante el primer -

dia después del marcaje (Appeltauer y Korr, 1975 y 1977).

En perfusados obtenidos con cdnulas "push-pull" en la formacidn reticu-
lar mesencefdlica del cerebro del gato, se han reportado niveles altos
de liberacidn de material protéico en relacidn a estados conductuales
del animal (Drucker - Colin y Col. 1975); los niveles de proteina libe-
rada cambian de manera ciclica y parecen ser mayores durante la fase MOR
(movimiento ocular ripido) del suefio, en comparacidén con los ni¥elgs

en estado de vigilia (Drucker-Colin y Spanis, 1975; Drucker-Colin y -

Gutierrez , 1976).



B) LIBERACION DE PROTEINAS Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LOS GANGLIOS
BASALES.

En los {ltimos afios, algunos investigadores han centrado su atencién -
en el estudio de la liberacidén de proteinas en diversas estructuras de
los ganglios basales mediante la técnica de,perfusién local in vivo de
tejido nervioso con cdnulas de infusién y extraccidén de liquido (push-
pull).

Empleando esta técnica en una preparacién de gato anestesiado con un -
dispositivo de cuatro canulas implantadas simultineamente (dos en ambos
nicleos caudados e igual nimero en las sustancias nigras), Greenfield

y colaboradores (1983a) han reportado cambios complejos en la libera-
cidn del material protéico enddgeno (MPE). Sus resultados muestran una
liberacidn "espontdnea" del MPE en el nilicleo caudado y en la sustancia
nigra. En esta filtima estructura, la despolarizacidn local por la ele-
vacidn de la concentracidn de potasio en el medio de perfusidn(30 mM),
aumentd significativamente los niveles de liberacidén del MPE, Este -
cambio no se acompafid de alguna modificacidn en la tasa de liberacién
"espontinea® del MPE .en en niicleo caudado y la sustancia nigra contra-
laterales, respectivamente. En el andlisis de la dependencia de calcio,
se demostrd que del total del MPE liberado por estimulacidn en la sus-
tancia nigra, al menos el 30% es dependiente de la presencia del -

catidén en el medio de perfusidn.

En otra serie de estudios los mismos autores han estudiado la libera-
cidén de cuatro proteinas especificas con actividad enzimdtica: amino-
peptidasa, deshidrogenasa l&actica (LDH) , aceticolinesterasa (AChE) y
colinesterasa no especifica (ChE). Los experimentos se llevaron a cabo
en preparaciones de gato, rata o conejo anestesiados, con cénulas de
infusidn-extraccidn implantadas simultineamente en el niicleo caudado y
en la sustancia nigra. El objetivo de tales estudios se centrd en -
observar los efectos de la estimulacidén de la via nigro-estriatal -
dopaminérgica sobre la liberacidn de las cuatro especies de enzimas en

la sustancia nigra y el nicleo caudado ipsilateral. En este contexto,
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dos aspectos se analizaron: observacidn de los efectos de la manipula-
cidn despolarizante local por alto potasio sobre la liberacidén de las
cuatro enzimas en la sustancia nigra y nlcleo caudado; correlacidn de
la liberacidn enzimdtica con la actividad del tracto nigro-estriatal
dopaminérgico. El {ltimo planteamiento se abordd mediante el estudio -
de la modulacidén de la liberacidn enzimdtica en respuesta al tratamien-
to con el agonista dopaminérgico anfetamina o, en algunos casos, a -
través de la lesidn quimica de la via nigro-estriatal con la neurotoxi-
na 6-hidroxidopamina (6-OHDA). A continuacidn resumiremos por separado
la informacidn concerniente a los estudios en cada una de las enzimas

antes mencionadas.

Liberacidén de aminopeptidasas.- La sustancia nigra y el nicleo caudado

muestran un alto contenido de péptidos neuroactivos (Emson, 1979) vy
aminopeptidasas (Shaw, 1978). Sin embargo, una alta porcidn de este -
grupo de enzimas se encuentra asociada, no solo a neuronas, sino que
también a las células endoteliales de los vasos sanguineos (Shaw,1978).
En vista de tal hecho, se ha intentado dilucidar que poblacidén de es-
te grupo de enzimas tiene un orlgen neuronal. Como estrategia de anidli-
sis, se ha intentado observar los cambio de concentracidn extracelular
de la enzima en relacidn a la actividad nerviosa. Con este propdsito,
Greenfield y colaboradores (1983b) investigaron la posibilidad de la -
liberacidén in vivo de la actividad de aminopeptidasa en la sustancia -
nigra y el nicleo caudado del gato anestesiado,mediante la activacidn
del sistema nigro-estriatal por la aplicacidn nigral de altas concen-

traciones de potasio.

En condiciones de "reposo" (no estimulacidn), los autores lograron -
detectar la presencia de una iscenzima de aminopeptidasa en los perfu-
sados de ambas regiones subcorticales, con rapida movilidad electro-
forédtica en geles de acrilamida con SDS. En la sustancia nigra se -
sbservd un incremento en la liberacién "espontdnea" de dicha isoenzima
(94% arriba del valor control promedio) como consecuencia de la des-

solarizacidn con alto potasio. El efecto fue acompanado por una dismi-

lucidn simultdnea del 26% de la tasa de liberacidn "espontanea" --
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promedio de la isoespecie en el nilicleo caudado.

Los resultados con la lesidn experimental del tracto nigro-estriatal -
demostraron la desaparicidén del decremento en la liberacidn " espontdnea"
de la isoenzima en el caudado evocada por la administracién nigral de

potasio; mientras que, en la sustancia nigra, se reportd una reduccidn
del 50% en la liberacidn "espontdnea" y estimulada de la misma sustan-

cia (Greenfield y Col. 1983b).

Con estos resultados, los autores concluyen que el 26% de la enzima li=-
berada en el nicleo caudado muy probablemente tenga, como origen, las
terminales nerviosas de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales,
o, de las mismas células intrinsecas de la estructura sobre las cuales
estas terminales establecen sinapsis. Por otro lado, en la sustancia
nigra, el 50% de la isoenzima seria derivada de las propias neuronas

nigrales.

En otra linea de estudios, Greenfield y Shaw (1982) demostraron la
facilitacidn de la liberacidn de otra isoenzima de aminopeptidasa, de
escasa movilidad electroforética, la cual no se libera "espontaneamen-
te" en la sustancia nigra, pero si por la aplicacidén local de anfetami-
na y no como consecuencia de ‘la despolarizacidn con alto postasio -
(Greenfield y Col. 1983 b). Estos resultados orientan a pensar gque la
liberacidn de esta isoespecie sea regulada por "autorreceptores” -
dopaminérgicos localizados en las propias células dopaminérgicas nigra-
les o, alternativamente, por receptores dopaminérgicos presindpticos

de las terminales axdnicas eferentes de esta estructura (Greenfield y

Col. 1983b).

El hecho de que la forma de "rdpida movilidad" electroforética de -
aminopeptidasa sea liberada en forma espontanea y, en parte, que este
proceso sea modificado por la despolarizacidn y lesidén de la via nigro-
estriatal dopaminérgica, hizo sugerir a Greenfield y colaboradores
(1983b) que, al menos, una parte de la enzima liberada se encuentra -

estrechamente relacionada a la tasa de disparo de las neuronas -



nigroestriatales. El significado funcional de tal fendmeno no es claro
aln, mas sin embargo, quizd una de las acciones extracelulares sea en
la participacidn de la hidrdlisis de péptidos con funcién transmisora

a este nivel (Greenfield y Col. 1983b).

En otro contexto, a diferencia de la isoespecie antes mencionada, la

liberacidn de la forma de "lenta" movilidad electroforética de la en--
zima paréce no guardar relacidén a la actividad neuronal (no existe una
liberacidn " espontdnea" ni estimulada por alto potasio en el tejido).
Aunque no se tiene conocimiento cabal de si esta isoenzima se origina

a partir de las células nigroestriatales dopaminérgicas, su liberacidn
se encuentra influenciada en alguna forma por la activacidén de los re-
ceptores dopaminérgicos y/o por cambios temporales relativamente lar--
gos en la disponibilidad de la dopamina en la sustancia nigra (la anfe
tamina facilita una elevacidn mids efectiva de los niveles extracelula-
res de dopamina que la despolarizacidn por el alto potasio) (Greerfield
y Col. 1983b). En vista de esto, se le ha asignado a esta forma elec--
troforética de aminopeptidasa una posible funcidén neuromoduladora, pro
bablemente no relacionada a la hidrdlisis peptidica, con . capacidades

fisioldgicas aln no exploradas a este nivel (Greenfield v Co0l.1983b).

Liberacidén de deshidrogenasa ldctica (LDH).- Esta enzima es conocida

generalmente como una proteina citoplasmdtica soluble y tradicionalmen
te usada como "enzima de escape" y por lo tanto dtil en el seflalamien-
to "bioquimico" del dafio tisular. Asi, algunos autores (Greenfield vy
Col. 1980 y 1983b; Greenfield y Shaw, 1982) han empleado la medicidn
de su actividad en perfusados de cerebro con el fin de registrar dos
variables metodoldgicas durante la perfusidn: el grado de lesidn del
tejido perfundido; contaminacidn plasmdtica del mismo a partfr de Lla
extravasaciéon o ruptura de vasos sanguineos. Sin embargo, la confiabi
lidad que ofrece la enzima como "marcador bioquimico" de dafo tisular
es objetable. Por un lado, en apoyo a su especificidad en el senrala---
miento del dafio tisular, se ha demostrado que la activacidn de la via
nigro-estriatal dopaminérgica con la aplicacién nigral de anfetamina

no induce cambios sobre los niveles de dehidrogenasa l&ctica liberados

en el perfusado en condiciones de "reposo" en esta estructura o en el
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nicleo caudado ipsilateral (Greenfield y Shaw, 1982). Sin embargo, en
contraposicidén a esta hipGtesis, Greenfield y colaboradores (1983b) re
portaron un aumento significativo en la tasa de liberacidn "espont&dnea”
de la enzima en la sustancia nigra,bajo condiciones despolarizantes
por la administracidén local de alto potasio y un decremento simultd--
neo de la cantidad liberada "espontineamente" en el niicleo caudado

ipsilateral.

En extensidn a los resultados antes citados, Greenfield y colaborado--
res (1983b) reportaron que la lesidn del tracto nigro-estriatal con 6-
hidroxidopamina da origen a una disminucidén en la tasa de liberacidn
"espontdnea" de la enzima en el caudado. El valor del decremento obte-
nido se correlaciona estrechamente con el inducido por la aplicacidn
nigral de alto potasio en animales no lesionados (cerca del 60% del va
lor de los niveles promedio liberados en condiciones de no estimula--
cidén). Con estos resultados, los autores sugieren que, en el niicleo
caudado, la deshidrogenasa lactica probablemente es liberada a partir
de un compartimiento subcelular de las terminales nerviosas dopaminér
gicas y en forma asociada al aumento de la actividad de &éstas por la

activacidn de las propias neuronas nigroestriatales.

En la sustancia nigra, la lesidén de la via nigro-estriatal trae como
consecuencia un decremento significativo en la tasa de liberacidn "es-
pontdnea" de la enzima y una reduccidn parcial ( =50%) en el aumento
inducido por el alto potasio. Como ya se menciond con anterioridad en
el caso de la aminopeptidasa de "r3pida movilidad" electroforética ,
la deshidrogenasa ladctica parece derivarse parcialmente de las neuro--
nas nigroestriatalés dopaminérgicas (Greenfield y Col. 1983b). De he-
cho, se ha encontrado una estrecha correlacidn en los niveles de libe-
racidn de estas dos distintis especies enzimiticas en la sustancia ni
gra y el nidcleo caudado en animales control o lesionados con 6-OHDA

(Greenfield vy Col. 1983Db).
En resumen, debido a que la liberacidn de la LDH es modificada local--

mente y, en el nidcleo caudado por la administracidn nigral de altas

concentraciones de potasio, se sugiere que la enzima, tradicionalmen-
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te wusada como una proteina de "escape", no deberia considerarsele dni-
camente como indicador bioquimico del dafio tisular en locs experimentos
de perfusidn del tejido nervioso (Greenfield y Col. 1983b). La estre-
cha correlacidn entre la liberacién de la LDH y la de la isoenzima de
"rdpida" movilidad electroforética de aminopeptidasa en todas las con
diciones experimentales estudiadas, implicaria que las dos proteinas
podrian ser coliberadas o, afin, coalmacenadas en las mismas terminales
de las neuronas nigroestriatales (Greenfield y Col. 1983b). Sin embar-
go, hasta el momento actual, todavia no se han hecho estudios con el
propdsito de investigar el significado funcional de dicho proceso se--

cretorio.

Liberacidn de acetilcolinesterasa y colinesterasa no especifica.- Aun-

que normalmente consideradas como enzimas unidas a la membrana plasmi
tica (Silver, 1974), la acetilcolinesterasa( AChE) y la colinesterasa
inespecifica (ChE) también existen en formas solubles- (Chubb y Smith,
1975 a). De estas dos especies enzimdticas, la AChE es la proteina
que mejor ha sido estudiada como representante de proteinas libera---

bles del sistema nervioso.

Originalmente se pensaba que toda la AChE se encontraba unida a la mem
brana, a pesar de gque se habia observado su presencia en los espacios
extracelulares de la placa neuromuscular y del sistema nervioso cen--
tral (Kreutzberg, 1974). En la actualidad, se sabe que la cantidad de
enzima unida a la membrana representa un tercio de la poza celular to
tal (menos de la décima parte de la fraccién recién sintetizada se in
corpora a la membrana plasmidtica) (Rotundo y Fambrough, 1980 a y b).La
porcidn unida a la membrana no participa del fendmeno secretorio, la
fraccidn liberable es la soluble, localizada intracelularmente. Median
te procedimfentos de electroforesis con geles de poliacrilamida,se
han reportado cinco isoenzimas solubles de la AChE (Chubb y Smith,1975
a), de las cuales, la isoespecie de mis baja movilidad electroforética
("isoenzima 5") ha sido liberada en diversas preparaciones de tejido

del sistema.nervioso central y periférico.
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Los primeros antecedentes de la liberacidn de la AChE se remontan ha--
cia 1930, cuando Plattner y Hintner reportan la existencia de activi--
dad de colinesterasa en el liquido cefalorragquideo de humanos (LCR).
Sin embargo, a partir de esta fecha, poca atencidén se le did al estu--
dio del origen y significado funcional de la liberacidén de la enzima.
A priori, parecen existir dos fuentes posibles de procedencia que
explicarian su presencia en el LCR: una de ellas es que la enzima pro-
venga del plasma sanguineo y que llegue al LCR,al igual gue otros com
ponentes de alto peso molecualr de naturaleza protéica, a través de su
filtracién en los plexos coroideos (Davson, 1970); la otra posibilidad
radicaria, como lo han sefialado algunos autores, en que su origen deri
vara del tejido nervioso del cerebro y/o médula espinal {Yaksh y Col.

1973).

La primera hipdtesis no parece muy razonable, ya que en el plasma solo
existe la colinesterasa inespecifica; en cambio el LCR contiene altas
actividades especificas de AChE.La segunda opcidn, por el contrario,
parece mids factible, en base al hecho de gque una gran cantidad de neu-
ronas del SNC exhiben inmunorreactividad y actividad enzimdtica de
AChE ,incluyendo a aquellas que se encuentran en contactec Intimo con
el LCR del sistema ventricular cerebral De este modo, la enzima po-
dria liberarse hacia el LCR como resultado de la muerte neuronal o,co
mo parte de un proceso de liberacidn fisioldgica dependiente de la ac

tividad nerviosa.

Las primeras investigaciones enfocadas en el estudio de la liberacidn
de la AChE fueron hechas por Chubb y Smith. Estos autores mostraron

un aumento de la concentracién de la "isoenzima 5" en el liquido cefa-
lorraquideo del conejo mediante la estimulacidn nerviosa periférica
(Chubb y Smith, 1974). En otra linea de resultados, también demostra--
ron la liberacidn de la misma isoespecie en perfusados de la médula a
drenal(la cual recibe inervacidn colinérgica) cuando se aumentaba la
concentracién de potasio en el medio de incubacidn en presencia de cal

cio (Chubb y Smith, 1975 Db).

En un estudio subsecuente en el conejo anestesiado, Chubb y colaborado-
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res (1976) mostraron que la estimulacidn eléctrica de terminales cen--
trales de los nervios cidticos y safenos, la cual induce la liberacidn
.de acetilcolina, produce también un aumento significativo em la concen--
tracidén de la"isoespecie 5" en el LCR. Proponen que el origen del au--
mento de la enzima no es plasmatico, ya que su actividad especifica en
el LCR es mucho mds alta que la del plasma. El1 hecho de gue tanto la
concentracidn de potasio como la de LDH se haya mantenido constante
(antes y durante la estimulacidn), asi como la existencia de la colibe
racidén de acetilcolina y AChE por el estimulo despolarizante, susiere
que por lo menos una porcidn del incremento de actividad de AChE en el
LCR es el resultado de una liberacidn dependiente del aumento de la ac
tividad nerviosa.En paralelo a este trabajo, Fuenmayor y colaboradores
(1976) corroboraron la cosecrecidn de acetilcolina y AChE en el LCR
del cerebro del gato por la estimulacidn periférica del nervio cidtico

o por la administracidn sistémica del convulsivante pentilentetrazol.

M3s tarde, en 1978, Younkin y colaboradores estudiaron la actividad de
AChE y la sensibilidad de la acetilcolina a la accidn de esta enzima

en el misculo extensor digitorum longus de la rata mantenido en culti-

vo. Se observd que el material protéico del transporte axoplasmico gue
es liberado mediante la estimulacidn del nervio que inerva dicha es----
tructura, aumenta la actividad de colinesterasa y la sensibilidad a la
acetilcolina en forma paralela. Adicionalmente, se ha reportado que la
deaferentacidn nerviosa (Guth y Col. 1964; Vigni y Col. 1976) y el blo
queo del flujo axopldsmico por colchicina o vinblastina (Max y Albu---
querque, 1975; Fernandez e Inestrosa, 1976), causan un decremento im--
portante de la actividad de la enzima. Markelonis y Oh (1978) han iden-
tificado v, parcialmente caracterizado, un componente protéico a par--
tir de nervics periféricos, gue parece ser el responsable del aumento
de actividad de la AChE en la unidn neuromuscular.

K3
En una preparacién de perfusidén in vitro de nervio frénico-hemidia---
fragma de rata, Skau y Brimijoin (1978) estudiaron la liberacidn de
AChE y acetilcolina por la estimulacidn eléctrica despolarizante del
nervio . Los autores mostraron un aumento significativo simultdneo de

la liberacidn de las dos sustancias al medio de incubacidén durante la



estimulacién. Ademds, también demostraron que el aumento es dependien-
te de la presencia de calcio en el medio de perfusidén y es antagoniza-

do por altas concentraciones de magnesio.

En un estudio realizado en perros, Bareggi y Giacobini (1978) estudia-
ron los efectos de la administracién sistémica de cloropromacina ( que
aumenta la actividad colinérgica enddgena) sobre la liberacidén de AChE
en el LCR del sistema ventriculo-cisternal cerebral. Los autores mos--
traron que la aplicacidén del f&rmaco produce una elevaciédn significati
va de los niveles de actividad de la enzima, la cual muestra una ten--
dencia de ua gradiente creciente caudo-craneal. Sugieren gque tal fené
meno podria apoyar el origen cerebral de la AChE liberada zl LCR, en

base a un aumento de la actividad neuronal colinérgica deyendienfe del

estimulo con cloropromacina.

En apoyo a estos resultados, Greenfield y colaboradores (1978) reporta
ron un aumento significativo de la concentracidn de la AChE en el LCR
del sistema ventriculo-cisternal del cerebro del conejo como consecuen
cia de la administracidn intraventricular del fidrmaco antes mencio--
nado. El incremento de la enzima resultd mads ostensible en la cister-
na magna (cinco veces el valor basal promedio) que en el ventriculo la
teral ( el valor obtenido aqui fue practicamente igual al estimado en
condiciones control). Los autores tambié&n encontraron que la inyeccidn
de atropina previa a la administracidn de la cloropromacina evitaba
el aumento de la concentracidén de la enzima. En base a las diferen---
cias de concentracidén de ésta entre la cisterna magna y el ventriculo
lateral, sugieren que dicho fendmeno podria ser el resultzdo de una
liberacidén de la AChE a partir de regiones subcorticales localiza---
das en una posicidn mas basal con respecto al nicleo caudado. De este
modo , es probables que las células dopaminérgicas de la pars compac-
ta de la sustancia nigra ( gque muestran una excitacidn que es sensi--
ble a drogas anticolinérgicas como la atropina) las cuales contienen
altas concentraciones de AChE y cuya frecuencia de disparo aumenta
con la cloropromacina, sean las causantes de las diferencias de con--

centracidén observadas para la AChE en los sitios ya mencionados.
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A partir de los primeros reportes que plantearon la posibilidad de es-
tudiar las posibles fuentes de procedencia neural de la AChE liberada
al LCR del sistema ventriculo-cisternal de mamiferos, diversos autores
han ampliado tal cuerpo de informacidén en base al estudio de 1la libera
cién de la enzima mediante la técnica de perfusidén intracerebral con
cdnulas de infusidn-extraccidn de liIquido. Este procedimeinto ha permi
tido localizar en forma mids precisa las regiones cerebrales a partir
de las cuales puede liberarse la AChE. A continuacidn revisaremos al-

gunos de los trabajos realizados gque orientan en tal sentido.

En un primer reporte, Greenfield y Smith (1979) reportaron un incremento
significativo en los niveles de AChE, pero no de ChE, en el LCR de la
cisterna magna del conejo como consecuencia de la estimulacidn eléctri
ca local del nicleo caudado o la sustancia nigra. Proponen, como sus--
trato neurofisioldgico de este fendmeno, un aumento de la actividad
del sistema nigro-estriatal y, por ende, plantean la necesidad de loca
lizar en forma mids definida el origen de la AChE liberada al LCR me---
diante la perfusidn local de ambas estructuras implicadas en la via

nigro-estriatal dopaminérgica.

Usando el sistema de perfusidén intracerebral con un dispositivo de cua
tro cdnulas implantadas simultineamente (dos en ambos nidcleos caudados
y otras dos en cada una de las sustancias nigras), Greenfield 1y cola
boradores (1980 y 1983 a) demostraron la existencia de la liberacidn
de AChE y ChE en dichas regiones subcorticales. En ambas estructuras
lograron detectar la liberacidn "espontdnea" de las dos enzimas. La a-
plicacidn local de alto potasio en una sustancia nigra no indujo cam--
bios en la tasa de liberacidn "espontdnea" de la ChE en las dos sustan
cias nigras vy nldcleos caudados. Por otro lado, la liberacidn local v
del nidcleo caudado contralateral de AChE sufrid un incremento signifi-
cativo; sin embargo, un efecto opuesto se observd en el niicleo caudado
ipsilateral vy en la sustancia nigra contralateral (Greenfield y Col.

1980) .

Los cambios de la liberacidn de AChE en los sistemas nigro-estriatales



de ambos hemisferios cerebrales, inducidos por la aplicacién nigral u-
nilateral de alto potasio, son dificiles de relacionar a alteraciones
en la actividad del sistema neuronal colinérgico de la sustancia nigra.
En primera instancia, se ha reportado un bajo contenido nigral de ace-
tilcolina y de su enzima de sintesis la colina-acetiltransferasa( Sil-
ver, 1974; Fonnum y Col. 1974). Secundariamente, aunque las neuronas
nigroestriatales son colinoceptivas ( Kimura y Col. 1981), todavia no
se identifican sinapsis colinérgicas a este nivel (Kimura y Col. 1981;
Levey y Col. 1983). Como fltimo punto, se ha demostrado también que la
liberacidn nigral de AChE no es afectada por la activacién (Cuello vy
Col. 1981) o el bloqueo (Greenfield y Smith, 1979) de los receptores

colinérgicos.

Asi, la liberacidén nigral de AChE parece asociarse estrechamente con
el sistema neuronal nigro-estriatal dopaminérgico. Butcher y Woolf
(1982) han mostrado que cada neurona nigroestriatal que contiene dopa-
mina, también posee AChE. Ademds, Lehman y Fibigier (1978) reportaron
con experimentos de homogenizacidn de tejido estriatal, que el 12% del
total de la actividad de la AChE detectada parece ser de origen presi-
ndptico y atribuible a las terminales ax8nicas aferentes de las célu--

las nigroestriatales dopaminérgicas.

Con el objeto de determinar el grado de participacidén del sistema ni--
gro-estriatal dopaminérgico en la liberacidn de AChE y ChE, Greenfield
y colaboradores han medido, bajo condiciones de lesidn del tracto ni--
gro-estriatal con 6-OHDA, la liberacidn de las dos actividades enzimd-

ticas en la sustancia nigra y nlicleo caudado.

La primera linea de resultados demuestran un decremento en la libera--
cién "espontinea" de AChE en ambas regiones. En el nGcleo caudado, la
magnitud de la reduccidén fué aproximadamente de un 70% del valor con-
trol promedio, el cual se corresponde con la disminucidn obtenida en
la misma estructura en animales no lesionados por la aplicacidn nigral
de alto potasio. Estas observaciones sugieren entonces, que cerca del
70% de la AChE liberada en el caudado tendria una procedencia presi--

niptica, a partir de las terminales nigro-estriatales




Este estimado es, por mucho, mids alto que el 12% reportado en los estu

dios bioquimicos de homogenados estriatales por Lehmann y Fibigier.

En la sustancia nigra, 